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RESUMO

Na medicina veterinaria intoxicacdes acidentais pela ivermectina, um farmaco de alta
lipofilicidade, sdo frequentes, e um antidoto ndo é conhecido. A utilizacdo da emuls&o lipidica
intravenosa (ELI) no tratamento de intoxicagdes por agentes lipofilicos estd se tornando cada
vez mais comum. Existem relatos da utilizacdo desta terapia na intoxicacdo por ivermectina,
porém ao conhecimento do autor ainda ndo existem estudos experimentais controlados para
avaliar o efeito deste tratamento. O objetivo deste trabalho foi observar as alteragdes
manifestadas por coelhos Nova Zelandia intoxicados pela ivermectina, e o efeito da ELI nestes
animais, além de avaliar a seguranca desta terapia. Foram utilizados 24 coelhos da raca Nova
Zelandia divididos aleatoriamente em quatro grupos (n=6). No momento zero foi administrada
ivermectina por via nasogastrica na dose de 8ml/kg (80mg/kg) em trés grupos, enquanto o
quarto grupo recebeu o mesmo volume de solugdo fisiologica. Dos grupos expostos a
ivermectina o primeiro ndo recebeu tratamento posterior, enquanto trés horas ap6s a
administragdo da ivermectina, o segundo recebeu infusdo de ringer lactato (bolus inicial de
2ml/kg seguido por infusdo continua na taxa de 0,25ml/kg/min durante 60 minutos) e o terceiro
recebeu infusdo de emulsdo lipidica a 20% na mesma dose. O quarto grupo recebeu somente a
infusdo lipidica. Todos os animais foram submetidos a avaliacdo clinica e neuroldgica nos
tempos zero, uma hora e meia, trés, quatro e seis horas, e a coleta de sangue para analise
hematolégica e bioguimica nos tempos zero, trés, quatro e seis horas. A andlise hematoldgica
consistiu de realizacdo de hemograma completo, enquanto a bioquimica de mensuragao sérica
das concentracbes de ureia, creatinina, triglicérides, colesterol, glicose, albumina e proteina
total, e da atividade das enzimas alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase, gama-
glutamiltransferase e fosfatase alcalina. Os animais foram eutanasiados no momento seis horas,
imediatamente ap6s a qual foram coletadas amostras de rim, figado, encéfalo e gordura para
andlise toxicologica baseada na quantificagdo da ivermectina, extraida pelo método modificado
de QUEChERS e detecgdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia seguida de espectrometria
de massa. Para posterior analise histopatolégica, também foram obtidas amostras de rim, figado,
encéfalo e baco. Todos os animais expostos a ivermectina manifestaram alteracdo clinica
compativel com intoxicacdo por este farmaco, como bradpineia, hipotermia e, principalmente,
alteracOes neuroldgicas. Dentre as alteragfes neurolégicas foi observada alteracdo na postura e
estado mental, alteracdo dos nervos cranianos, da marcha, dos reflexos posturais e miotaticos,
do tdnus e do padréo respiratorio, presenca de tremores e alteracdo na capacidade de retornar a
posi¢do inicial quando colocados em decubito dorsal. Alguns animais apresentaram
manifestacbes compativeis com alteragdes de neurbnio motor inferior, as quais ndo sdo
encontradas com frequéncia neste tipo de intoxicacdo. A ivermectina causou aumento intenso na
concentragdo sérica de glicose e triglicérides, e aumento de ureia e creatinina dentro dos valores
de normalidade da espécie. Em associacdo as observagdes histopatologicas dos 6rgaos
coletados, concluiu-se que a intoxicacdo por ivermectina ndo causou lesdo renal ou hepatica
significativa, assim como n&o resultou em alteracdo histopatologica nestes 6rgaos, no encéfalo e
baco. A analise toxicol6gica demonstrou maior acimulo de ivermectina no tecido gorduroso e
no figado, seguido do rim e, por ultimo, encéfalo. Os animais que receberam a infusdo de ELI
ndo apresentaram melhora clinica significativa ou alteracdo na concentracdo de ivermectina nos
6rgaos. E possivel, porém, que caso o tratamento fosse realizado mais cedo, ou a monitoragio
fosse mantida por um periodo maior, um efeito da emulsdo sobre estes parametros teria sido
observado. A ELI se mostrou clinicamente e histologicamente segura, apesar de causar aumento
significativo na concentragdo sérica de triglicérides e colesterol.

Palavras-chave: acidos graxos, avermectina, coelho, intoxicagéo.



ABSTRACT

Accidental poisonings by ivermectin, a highly lipophilic drug, are common in veterinary
medicine, but still no antidote is known. The use of intravenous lipid emulsions (ILE) in
toxicosis caused by lipophilic agents is becoming more common each day. Although there are
reports of the use of this therapy in ivermectin poisoning, to the author's knowledge there are no
experimental controlled studies to assess the effect of this treatment. The aim of this study was
to observe the changes caused by ivermectin toxicity in New Zealand rabbits, the effect of ILE
in these animals, and to evaluate the safety of this therapy. Twenty four New Zealand rabbits
where randomly divided into four groups (n = 6). At time zero ivermectin was given through
nasogastric tube at a dose of 8ml/kg (80mg/kg) to three groups, while the fourth group received
the same volume of saline. Of the three groups exposed to ivermectin, the first did not received
further treatment, while, three hours after this drug was administrated, the second received
lactated Ringer intravenous infusion (initial bolus of 2ml/kg followed by continuous infusion at
the rate of 0.25ml/kg/min for 60 minutes) and the third received 20% lipid emulsion at that
same rate. The fourth group only received lipid emulsion. All animals underwent clinical and
neurological evaluation at time zero, one and a half, three, four and six hours, and blood
sampling for hematological and biochemical analysis at time zero, three, four and six hours.
Hematological analysis consisted of complete blood count, while serum biochemistry consisted
of measurement of urea, creatinine, triglycerides, cholesterol, glucose, albumin and total protein
concentrations, and alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase, gamma glutamyl
transferase and alkaline phosphatase enzyme activity. Animals were euthanized six hours after
ivermectin or saline was administrated, after which kidney, liver, brain and fat samples were
immediately collected for toxicological analysis. This was based on quantification of
ivermectin, extracted by the modified method of QUEChERS and detected by high-performance
liquid chromatography followed by spectrometric mass. For histopathologic analysis, kidney,
liver, brain and spleen samples were also obtained. All animals exposed to ivermectin
manifested clinical changes consistent with toxicosis, such as bradypnea, hypothermia and,
most commonly, neurological alterations. Among the neurological changes, altered posture,
mentation, cranial nerves, gait, postural and myotatic reflexes, muscle tone and breathing
patterns, as well as the presence of tremors and impaired ability to return to the starting position
when placed in the supine dorsal recumbent position were observed. A few animals showed
manifestations compatible with lower motor neuron lesion, which are not frequently found in
this type of poisoning. Ivermectin caused intense increase in serum glucose and triglyceride
levels, and increased urea and creatinine, but these remained within the reference range. With
these findings, associated with the pathological observations in the organs sampled, it was
concluded that ivermectin poisoning caused no significant liver or kidney damage, as well as no
liver, kidney, brain and spleen histopathologic change. Toxicological analysis showed greater
ivermectin concentration in adipose tissue and liver, followed by kidney and, finally, brain. The
animals that received ILE infusion showed no significant clinical improvement or change in
ivermectin concentration. It is possible, however, that if the treatment was performed earlier or
monitoring was maintained for a longer period, an effect of the ILE on these parameters would
have been observed. Lipid emulsion infusion was considered clinically and histologically safe,
despite causing a significant increase in serum triglycerides and cholesterol.

Keywords: fatty acids, avermectin, rabbit, intoxication.



1. INTRODUCAO

Na medicina veterinaria, intoxicagdes medicamentosas sdo comuns. Elas podem ocorrer por
erro na dose administrada, uso de composto ou formulacdo inadequada, ou pela ingestdo
acidental pelo animal (Oehme, 1991; Caloni et al., 2014). Dentre as intoxicacdes causadas em
pequenos animais pela exposicao inadequada a produtos veterinarios, os parasiticidas, como a
ivermectina, sdo 0s mais comumente envolvidos (Caloni et al., 2014).

Devido a sua eficiéncia bem estabelecida, a ivermectina é um dos farmacos antiparasitarios mais
utilizados mundialmente (Dadarkar et al., 2007; Canga et al., 2009). Apesar de apresentar ampla
margem de seguranca, intoxicagGes por este farmaco ocorrem em ragas e individuos mais
sensiveis, ou quando ha exposicdo a uma dose extremamente elevada deste medicamento
(Dorman, 2006).

A ivermectina atua ao se ligar aos receptores gabaérgicos no sistema nervoso central (SNC),
resultando na ativacao e abertura prolongada dos canais para cloro. Os ions de cloro entram nas
células neurais e causam hiperpolarizagdo da membrana pos-sinaptica, impedindo a sua
transmissdo nervosa (Schonrock e Bormann, 1993; Trailovic e Nedeljkovic, 2011). Desta forma,
as principais alteracfes observadas nos animais intoxicados sdo neuroldgicas (Jourdan et al.,
2015). Em caes, esta sindrome aguda é manifestada classicamente por midriase, alteracdo do
estado mental, tremores, ataxia, hipersalivacdo e bradicardia (Pulliam e Preston, 1989; Ray,
1991; Gupta, 2007).

Apesar destas ocorréncias ja terem sido bem estabelecidas, ainda ndo existe um antidoto
especifico para intoxicacdo pela ivermectina, sendo o tratamento somente sintomatico e de
suporte (Gupta, 2007).

As emulsdes lipidicas intravenosas (ELI) sdo utilizadas como fonte de &cidos graxos livres em
pacientes humanos que necessitam de suplementacdo nutricional ha mais de 40 anos (Driscoll,
2006; Turner-Lawrence e Kerns, 2008). Recentemente, estas infusdes lipidicas também tém sido
usadas visando a reversdo de intoxicagOes graves por anestésicos locais ou outros farmacos
lipofilicos (Weinberg et al., 2003; Weinberg et al., 2006; Litz et al., 2008; Turner-Lawrence e
Kerns, 2008; Fernandez et al., 2011).

Uma vez que a ivermectina é altamente lipofilica, a utilizacdo da ELI no tratamento das
toxicoses causadas por esta substancia pode ser benéfica. Existem relatos da utilizacdo da ELI
em intoxicacOes pela ivermectina que corroboram a esta hipotese (Bruenisholz et al., 2012;
Bates et al., 2013; Epstein e Hollingsworth, 2013; Jourdan et al., 2015; Saqib et al., 2015).

O primeiro relato da efetividade deste tipo de terapia em intoxica¢cGes ocorreu em ratos, nos
quais foi observado aumento do limiar de toxicidade para bupivacaina nos animais que
receberam pré-tratamento com a ELI (Weinberg et al., 1998).

Apos estudos experimentais e relatos sobre o beneficio da utilizagdo das ELI em intoxicagdes
por anestésicos locais, foi criada a hip6tese de que os efeitos benéficos observados poderiam ser
extrapolados para outros agentes que apresentam lipofilicidade semelhante a estes farmacos
(Cave e Harvey, 2009).

Dentre as toxicoses em que foi observada aparente melhora clinica devido ao tratamento com a
terapia lipidica, tem-se a com bupivacaina (Weinberg et al., 1998; Weinberg et al., 2003;
Weinberg et al., 2006), com moxidectina (Crandell e Weinberg, 2009), com propranolol e etanol
(Jovic-Stosic et al., 2011), com ropivacaina (Bonfim et al., 2012), com ivermectina (Epstein e
Hollingsworth, 2013), com permetrina (Kuo e Odunayo, 2013), com amiodarona (Niiya et al.,
2010) e com baclofeno (Butler, 2014). Também foi relatada melhora clinica em um caso de
sobredose mista de amitriptilina, diazepam, petidina, nizatidina e ibuprofeno (Oti et al., 2010).
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Acredita-se que a utilizacdo da ELI pode permitir, além de maior sobrevida, reducdo do tempo
de recuperacdo e de hospitalizacdo dos animais intoxicados. Com isto, um custo menor é gerado
aos proprietarios, e animais que seriam eutanasiados por questfes financeiras passam a ter uma
chance de recuperacio (Kuo e Odunayo, 2013). E importante ressaltar que um antidoto deve
apresentar uma baixa prevaléncia de efeitos adversos para que possa ser clinicamente Util, e as
emulsdes gordurosas tém um bom histdrico de seguranca baseado na frequéncia e utilizagdo
duradoura na nutri¢do parenteral (Turner-Lawrence e Kerns, 2008).

2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é determinar, inicialmente, como coelhos Nova Zelandia se
comportam como modelo experimental da intoxicacdo por ivermectina ap6s administragdo por
via nasogastrica, através da avaliacdo da dose necessaria para tal manifestacdo, da ocorréncia de
alteracdes clinicas, hematoldgicas e histopatoldgicas, e de analise quantitativa toxicoldgica. Em
seguida, objetiva-se avaliar o efeito da infusdo de emulsdo lipidica nestes animais, e a seguranca
desta terapia, através de analises clinicas, laboratoriais, histoldgicas e toxicoldgicas. Com estas
informacdes, é proposta a busca de novos tratamentos para intoxicagfes causadas por agentes
lipofilicos para os quais ndo ha antidoto.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. lvermectina

As avermectinas sdo lactonas macrociclicas, obtidas como compostos da fermentacdo do
actinomiceto Streptomyces avermitilis, que apresentam alta atividade antiparasitaria (Chabala et
al, 1980; Campbell et al., 1983; Campbell, 2012; Rubies et al., 2015). Elas apresentam quatro
componentes estruturais, nomeados de avermectina A;, A, B; e B,. Cada um destes apresenta
dois subcomponentes (Aza, Ap, Aza, Azp, Bia, By, Baa € Bap) (Campbell, 2012).

Um dos derivados quimicos modificados, ou semi-sintéticos, das avermectinas é a ivermectina.
A estrutura da ivermectina é apresentada na Figura 1. Ela é caracterizada por conter pelo menos
80% de 22,23-dihidroavermectina-By, e ndo mais do que 20% de 22,23-dihidroavermectina-By,
(Campbell, et al., 1983; Chiu et al., 1990b; Canga et al., 2009; Campbell, 2012; Rubies et al.,
2015).
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Figura 1. Estrutura quimica da 22,23-dihidroavermectina B1 (Ivermectina) (Campbell et al., 1983).

A sua alta eficiéncia foi comprovada contra nematodes como Haemonchus spp,
Trichostrongylus spp., Cooperia spp., Oesophagostomum spp., Ostertagia spp., Dictyocaulus
vivaparus, Dirofilaria imiitis (forma imatura), Psoroptes e Sarcoptes, dentre outros (Chabala et
al, 1980; Campbell, 1983).

A ivermectina se mostrou extremamente benéfica por apresentar, em um mesmo produto,
poténcia excepcional em doses extremamente baixas contra amplo espectro de nematodes e
artrépodes em diferentes espécies. Ela pode ser administrada com efetividade por diferentes
vias, além de apresentar boa tolerancia pelos hospedeiros, com ampla margem de seguranca. Por
estes motivos, ela é um dos farmacos parasiticidas mais utilizados mundialmente (Campbell et
al., 1983; Dadarkar et al., 2007; Canga et al., 2009; Campbell, 2012).

3.1.1 Toxicidade

A ivermectina atua ao interagir com os receptores do acido gama aminobutirico (GABA) e
potencializar os canais para cloro ligados a este. H4, como resultado, ativagdo e prolongamento
da abertura dos canais para cloro. Os ions cloro entram nas células neurais e hiperpolarizam a
membrana pés-sinaptica, impedindo a transmissdo dos impulsos nervosos (Lankas e Gordon,
1989; Ray, 1991; Gupta, 2007; Schonrock e Bormann, 1993; Trailovic e Nedeljkovic, 2011,
Campbell, 2012).
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Nos mamiferos, os neurdnios mediados pelo GABA sdo encontradas somente no SNC
(Campbell et al., 1983). Desta forma, a toxicidade da ivermectina nestes animais foi relacionada
com a sua entrada no SNC (Dadarkar et al., 2007; Ménez et al., 2012).

Em animais saudaveis sob condi¢bes normais, o transportador p-glicoproteina presente na
barreira hemato-encefalica restringe a entrada da ivermectina no encéfalo e previne sua ligacéo
aos receptores GABA. Existem, porém, animais que apresentam deficiéncia desta proteina e,
por isto, sdo mais susceptiveis a intoxicacdo pela ivermectina (Lankas et al., 1997; Ménez et al.,
2012). Camundongos com deficiéncia da p-glicoproteina apresentaram neurotoxicidade com
doses 100 vezes mais baixas do que as relatadas em outras espécies e outras linhagens de
camundongos. Apds a exposicdo a ivermectina, estes animais apresentaram concentracBes
plasmatica e tecidual deste farmaco mais altas do que os animais sem essa alteracdo (Lankas et
al., 1997).

Roulet et al. (2003) observaram uma correlagdo entre a eliminacdo espontanea do gene MDR1 e
a manifestacdo do fendtipo canino de sensibilidade a ivermectina. Este defeito genético foi
traduzido em deficiéncia na quantidade de p-glicoproteina e na sua fungdo. O defeito
consequente na p-glicoproteina resulta em acimulo de altas concentracfes de ivermectina no
SNC, mesmo na administragdo de doses baixas (Roulet et al., 2003; Merola et al., 2009).

A maior preocupagdo quanto a esta susceptibilidade ocorre em cées da raga Collie, Border
Collie, Pastor de Shetland, Pastor Australiano e Old English Sheepdog e seus mestigos. Nestes
animais, doses baixas, consideradas seguras, podem resultar em intoxicagdo grave (Hopper et
al., 2002; Nelson et al., 2003; Gupta, 2007; Salzo, 2008).

Merola et al. (2009) relataram que cées de ragas consideradas historicamente como normais para
a funcdo da p-glicoproteina podem apresentar sinais de intoxicacdo em doses previamente
classificadas como de baixo risco (0,2 — 2,5mg/kg). E possivel que outros mecanismos além da
deficiéncia da p-glicoproteina estejam envolvidos na maior sensibilidade de alguns individuos a
ivermectina. Acredita-se que filhotes que ainda apresentam barreira hemato-encefalica imatura
podem ser mais susceptiveis a intoxicagdes por ivermectina (Sanford et al., 1998; Salzo, 2008;
Merola et al., 2009; Ghane, 2011; Mohsen et al., 2012).

Embora existam racas e individuos mais susceptiveis a intoxicacdo por ivermectina, qualquer
membro de uma raga ou espécie pode ser intoxicado ao receber uma dose extremamente alta
deste medicamento (Dorman, 2006). Nestes casos, grandes quantidades de ivermectina podem
persistir no SNC quando a capacidade de remocdo pela p-glicoproteina é excedida (Merola et
al., 2009). A exposicdo a alta concentragdo de ivermectina pode ocorrer devido a administragdo
de dose inadequada pelo proprietario ou veterinario, ingestdo acidental de grande quantidade de
ivermectina, ou utilizagdo de formulacGes inadequadas, como a exposi¢do de pequenos animais
a produtos mais concentrados destinados a grandes animais (Oehme, 1991; Hopper et al., 2002;
Merola et al., 2009; Caloni et al., 2014). Lankas e Gordon (1989) relataram a DLs, oral para
caes normais proxima de 80mg/kg, enquanto em ratos esta dose é de 50mg/kg.

3.1.2 Manifestac@es Clinicas

As principais alteracbes manifestadas nos animais intoxicados sdo neurolégicas (Jourdan et al.,
2015). A presenca de mielina e outras lipoproteinas favorecem a distribuicdo de substancias
lipofilicas no sistema neural (Dorman, 2006).

Segundo Lankas e Gordon (1989), a midriase € o sinal mais sensivel de intoxicacdo pela
ivermectina em cées. Jourdan et al. (2015) também relataram midriase em todos os gatos
intoxicados, sendo este o primeiro sinal clinico observado e o Gltimo a ser corrigido.

As principais manifestacfes clinicas em cées e gatos sdo midriase, alteracdo do estado mental,
hipersalivacdo, resposta a ameaca ausente, reducdo do reflexo pupilar a luz, cegueira, ataxia,
paresia, tremores musculares e alteracBes proprioceptivas. Existem relatos, também, de vomito,
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taquipneia, bradipneia, bradicardia, hiperestesia, nistagmo, crises epilépticas e coma, podendo
evoluir para o 6bito (Pulliam e Preston, 1989; Ray, 1991; Gupta, 2007; Hopper et al., 2002;
Nelson et al., 2003; Roulet et al., 2003; Merola et al., 2009; Bates et al., 2013; Jourdan et al.,
2015). De forma similar, foi descrita, em animais laboratoriais intoxicados pela ivermectina, a
ocorréncia de letargia, sonoléncia, ataxia, tremores, bradipnéia, coma e 6bito (Lankas e Gordon,
1989; Lankas et al., 1997; Ménez et al., 2012).

Bruenisholz et al. (2012) relataram crises epilépticas generalizadas, inconsciéncia, decubito,
auséncia dos reflexos palpebral e pupilar e da resposta a ameaca, presenca de nistagmo
espontaneo, reducédo do ténus da lingua, e hipotermia em pdnei da raga Shetland miniatura de 11
meses de idade intoxicado por ivermectina.

Jourdan et al. (2015) sugeriram que animais com escore corporal baixo podem apresentar sinais
clinicos mais graves na intoxicagédo por ivermectina.

3.1.3 Farmacocinética

Em geral, as propriedades farmacocinéticas da ivermectina sdo caracterizadas pela ampla
distribuicdo devido a sua alta lipofilicidade, baixo metabolismo, lenta eliminacdo, e relacdo
linear com a dose (Al-Azzam et al., 2007; Gupta 2007; Canga et al., 2009).

Ao avaliar a distribuicdo tecidual da ivermectina em vacas, ovelhas, ratos e suinos, foi
observada maior concentracdo de seus residuos no figado e tecido gorduroso destes animais. O
tecido gorduroso permaneceu com concentra¢fes mais altas por tempo mais prolongado, o que
demonstra seu potencial efeito reservatério de ivermectina. Em ratos e suinos o encéfalo
apresentou a concentracdo mais baixa, provavelmente devido a protecdo da barreira hemato-
encefélica e a acdo da p-glicoproteina (Chiu et al., 1990a; Chiu et al., 1990b).

A ivermectina sofre pouco metabolismo, sendo a maior parte da dose excretada sem alteracdes.
Desta forma, o seu maior componente encontrado nos tecidos é a inalterada (Cambell et al.,
1983; Canga et al., 2009).

Estudos farmacocinéticos da ivermectina relatam meia vida plasmatica terminal de 0,5 a 13 dias
(Lo et al., 1985; Perez et al., 2002; Bassissi et al., 2006; Al-Azzam et al., 2007; Gokbulut et al.,
2010), e esta pode variar com a espécie envolvida, as diferentes formulagcdes e a via de
administracdo (Lo et al., 1985). Coelhos Nova Zelandia que receberam ivermectina por via
subcutanea (SC) apresentaram meia vida plasmatica média de 1,5 a 2,89 dias (Perez et al., 2002;
Bassissi et al., 2006; Gokbulut et al., 2010). Ao conhecimento do autor, ndo existem
experimentos realizados em coelhos para a avaliacdo da farmacocinética da ivermectina
administrada por via oral.

Independente da via de administracdo (oral, subcutanea ou topica), a ivermectina é eliminada
principalmente por via fecal (90% da dose administrada), sendo a bile a principal via de
excrecdo. Menos de 2% é eliminado na urina (Gupta, 2007; Canga et al., 2009).

3.1.4 Diagnostico

O diagnostico é realizado em geral de forma presuntiva, de acordo com o histérico e os sinais
clinicos do animal (Hopper et al., 2002). Relatos de animais intoxicados de forma aguda pela
ivermectina citam neurotoxicidade sem anormalidades aparentes nos exames de patologia
clinica (hemograma, perfil bioquimico e urinalise), necroscopicos e histopatoldgicos (Lankas et
al., 1997; Sanford et al., 1998; Hopper et al., 2002; Nelson et al., 2003; Ghane et al., 2011;
Mohsen et al., 2012; Epstein e Hollingsworth, 2013). Por outro lado, relatos experimentais em
ratos e coelhos, com a administracdo da ivermectina em dose terapéutica ou administracéo
crénica, citam alteracdes na concentracdo de hemoglobina, no volume globular, na concentracéo
sérica de glicose, ureia, creatinina, albumina, proteina total, colesterol e na atividade sérica das
enzimas fosfatase alcalina, aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase e gama-
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glutamiltransferase. Relatam, também, alteragcdes histopatoldgica em figado, rins e testiculos
apos uso prolongado (Seri et al., 2001a; Seri et al., 2001b; Arise e Malomo, 2009 Elzoghby et
al., 2015).

A confirmacdo do diagnostico pode ser realizada pela mensura¢do da concentracdo sérica ou
tecidual da ivermectina (Hopper et al., 2002). Diferentes métodos de extracdo de residuos da
ivermectina foram desenvolvidos (Hernando et al., 2007). Annastasiades et al. (2013)
propuseram um método de extracdo de residuos de pesticidas conhecido como QUEChERS
(Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruggued, Safe). Este envolve a combinacdo de uma extracao
inicial através da utilizacdo da acetonitrila, de particdo ap6s adigdo dos sais sulfato de magnésio
e cloreto de sodio, e uma etapa de limpeza (clean-up) com a utilizacdo de extracdo em fase
solida dispersiva (Annastasiades et al, 2003; Prestes et al., 2011; Rubies et al., 2015).
Adaptactes do método de QUEChERS foram desenvolvidas para contornar problemas de
estabilidade que alguns compostos apresentavam de acordo com o pH da matriz (Prestes et al.,
2011). Esta é uma das abordagens propostas para a analise de avermectinas de forma simples e
com alto rendimento (Rubies et al., 2015).

O método de cromatografia liquida de alta performance seguida de espectrometria de massa
(LC-MS/MS) permite a determinacdo e quantificacdo seletiva e sensivel da ivermectina de
forma rapida, eficiente e adequada (Hernando et al., 2007; Inoue et al., 2009; Bruenisholz et al.,
2012). Atualmente, a cromatografia liquida acoplada a um espectrofotémetro de massa triplo
quadrupolo é a técnica de escolha para a analise confirmatoria da presenga das avermectinas
(Rubies et al., 2015).

3.1.5 Tratamento

Né&o existe um antidoto especifico para intoxicacdes pela ivermectina. Deste modo, a terapia
preconizada atualmente é baseada na descontaminagdo do animal, tratamento sintomético e de
suporte (Nelson et al., 2003; Gupta, 2007).

Os animais que permanecem em decubito devem receber cuidados de enfermagem adequados,
sendo mantidos em local acolchoado, com troca de decubito frequente e realizacdo de
fisioterapia (Hopper et al., 2002).

Individuos com intoxicacdo grave pela ivermectina podem apresentar deficiéncia respiratoria,
sendo imprescindivel a realizacdo de oxigenioterapia ou até mesmo ventilagdo mecanica. Em
casos de ocorréncia de crises epilépticas estas devem ser prontamente controladas, porém o uso
do benzodiazepinico diazepam € contra-indicado, uma vez que ele apresenta potencial efeito
sinérgico a ivermectina (Hopper et al., 2002).

E importante ressaltar que o tratamento e suporte destes animais podem ser necessarios por
periodos longos, o que resulta em um alto custo (Hopper et al., 2002).

3.2 Emulsao Lipidica Intravenosa

3.2.1 Formulacgoes

As emulsdes lipidicas sdo componentes caloricamente densos e fontes de acidos graxos. Estdo
disponiveis comercialmente em solucdes isotdnicas de 10% ou 20%. Séo feitas primariamente
de 6leo de soja e cartamo, e fornecem principalmente acidos graxos poli-insaturados de cadeia
longa, incluido o linoleico, oleico, palmitico e A&cidos esteéricos. Estas solucbes s&o
emulsificadas com fosfolipidios da gema do ovo e sua tonicidade é ajustada com glicerol. As
particulas gordurosas emulsificadas sdo comparadas, em tamanho, aos quilomicrons e séo
removidas da circulacdo por meio da acdo da lipoproteina periférica lipase (Chan, 2005;
Driscoll, 2006; Bonfim et al., 2012).
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Em qualguer emulsdo, a estabilidade é demonstrada pela manutencdo da distribuicdo do
tamanho dos glébulos de gordura. A desestruturacdo de um sistema de emulsdo é manifestada
pela fusdo das goticulas que por fim se separam da fase dispersa como um grande globulo de
gordura através do processo conhecido como coalescéncia. De uma perspectiva clinica, o limite
do tamanho dos glébulos nestas emulsdes € 0 mais importante, uma vez que reflete, em Gltima
andlise, a seguranca da formulagdo. Segundo a farmacopeia dos Estados Unidos (United States
Pharmacopeia), o tamanho médio das goticulas ndo pode exceder 500nm, independente da
concentracdo final da emulséo (Driscoll, 2006; Fernandez et al., 2011).

O intervalo proposto para o pH das ELI é entre 6,0 e 9,0, e este limite deve ser mantido durante
o tempo de validade do produto (entre 18 e 24 meses). Inicialmente o pH é mais préximo de 9,0,
mas com o tempo e a degradacdo hidrolitica dos triglicérides de cadeia longa, este se aproxima
de 6,0. A medida que o pH reduz, a carga eletrostatica idnica estabilizante criada ao redor das
goticulas pelos fosfolipidios do ovo também decai, interferindo na estabilidade da emulsdo
(Driscoll, 2006).

A concentracdo de &cidos graxos livres em emulsdes lipidicas injetaveis reflete a estabilidade
relativa do fosfolipidio emulsificador. Desta forma, a limitacdo da quantidade de &cidos graxos
livres nas emulsdes lipidicas comerciais €, primariamente, uma medida que visa melhorar a
estabilidade dos principais componentes da emulsdo, além de minimizar a exposi¢do aos
subprodutos da hidrolise e reduzir potenciais efeitos clinicos adversos subsequentes (Driscoll,
2006). A concentragdo de acidos graxos livres deve ser menor que 0,07mEqg/g (Fernandez et al.,
2011).

3.2.2 Armazenamento

Estresse fisico e quimico podem reduzir o tempo de validade e a seguranca das ELI. As
recomendacdes do produtor acerca do transporte, armazenamento e manuseio devem ser
seguidas para minimizar as variaveis que podem acelerar o processo de desestabilizacdo. Estas
recomendacdes variam com o produtor, o tipo de emulsdo e o tipo de embalagem do produto
(Driscoll, 2006; Fernandez et al., 2011).

Ao se usar estes produtos é essencial uma técnica asséptica minuciosa para que o risco de
contaminagdes bacterianas seja evitado. A fracdo ndo utilizada da ELI deve ser armazenada de
forma protegida e sob refrigeracdo (2-8°C), e descartada apés um periodo de 24 horas
(Fernandez et al., 2011).

3.2.3 Mecanismos de Acdo nas Intoxicacgdes

O mecanismo preciso pelo qual as ELI aumentam a taxa de recuperacdo e o0s esforgos
convencionais de ressuscitacdo em casos de intoxicacdo por farmacos lipofilicos é desconhecido
(Fernandez et al., 2011). As teorias atuais relacionam o seu efeito a melhora da funcédo
metabolica miocéardica, ou ao efeito conhecido como lipid sink (Weinberg et al., 2003;
Weinberg et al., 2006; Fernandez et al., 2011; Bruenisholz et al., 2012).

O efeito benéfico sobre o desempenho cardiaco pode ocorrer devido & agdo direta dos lipidios
sobre 0 miocéardio ou pela reversdo da disfungdo cardiaca causada pelo agente toxico especifico.
Dentre os efeitos potenciais diretos tem-se a utilizacdo dos acidos graxos livres como fonte
energética para o miocérdio e aumento do célcio intracelular (Weinberg et al., 2003; Fernandez
etal., 2011).

Foi observado que a emulséo lipidica tem a capacidade de reverter a depressao cardiovascular
em modelos animais de intoxicacdo por bupivacaina, sendo capaz de acelerar a recuperacao da
assistolia induzida por este anestésico, reduzir a quantidade desse agente no miocéardio e
aumentar a eliminacdo cardiaca (Weinberg et al., 2006).
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O efeito lipid sink, ou efeito de sequestro, se baseia na extracdo das moléculas lipidicas da fase
plasmatica aquosa para o compartimento lipidico expandido pela administracdo da ELI. Com
isto, o nivel de farmacos livres é reduzido, e estas moléculas se tornam menos disponiveis para
o0 tecido, uma vez que permanecem neste novo compartimento criado (Weinberg et al., 1998;
Weinberg et al., 2003; Weinberg et al., 2006; Cave e Harvey, 2009; Fernandez et al., 2011). A
observacdao do aumento na concentragdo plasmatica do agente toxico ap6s a administracdo das
ELI corrobora com essa teoria (Bruenisholz et al., 2012).

Niiya et al. (2010) observaram que suinos que receberam lipidios administrados por via
intravenosa (V) simultaneamente a administracdo de amiodarona apresentaram concentragoes
mais altas deste farmaco na fracdo lipidica do plasma em comparacdo ao grupo controle, que
recebeu solucdo Ringer ao invés das ELI. Foi observado, também, que estes animais
apresentaram menor redugdo da pressao arterial média causada pela amiodarona. Com estes
dados, foi concluido que os lipidios administrados por via IV tiveram efeito de sequestro sobre a
amiodarona, como é proposto pela teoria de lipid sink, prevenindo a acdo hipotensiva deste
farmaco. Bruenisholz et al. (2012) relatam, de forma similar, aumento na concentracdo
plasmatica de ivermectina ap6s a administracao da ELI em um pdnei intoxicado pelo farmaco.

Embora os efeitos metabodlicos das ELI tenham algum papel na melhora da fungdo cardiaca em
pacientes intoxicados por anestésicos locais, o fato destas emulsGes também serem usadas com
sucesso no manejo de toxicoses por farmacos lipofilicos ndo-cardiotdxicas levanta a
possibilidade de que a teoria do “sequestro” ¢ o principal mecanismo responsavel pelo seu uso
como antidoto (Gwaltney-Brant e Meadows, 2012).

3.2.4 Utilizacao Terapéutica

Apobs reunir publicagbes de dados experimentais animais e relatos de casos humanos, a
Associacdo de Anestesistas da Gra-Bretanha e Irlanda (Association of Anaesthetists of Great
Britain and Ireland) recomenda, desde 2007, que as emuls@es lipidicas estejam imediatamente
disponiveis para todos os pacientes que receberem doses potencialmente cardiotoxicas de
anestésicos locais. Desde entdo, a utilizagdo da emulsdo lipidica nos departamentos de anestesia
tem sido exponencial (Picard et al., 2009).

Na medicina humana, a terapia com ELI geralmente € reservada para casos de intoxicagdo
grave, em que a vida do paciente estd em risco, ou quando os parametros fisiolégicos do
paciente ndo melhoraram ap6s o uso da terapia convencional (Fernandez et al., 2011).

Até que maiores informac@es estejam disponiveis, 0 uso das ELI em intoxica¢Ges na medicina
veterinaria deve ser considerado um tratamento experimental, sendo indicado em toxicidades
associadas com alta morbidade, principalmente em casos em que a terapia tradicional falhou ou
é inviavel devido ao custo (Fernandez et al., 2011; Gwaltney-Brant e Meadows, 2012).

Nos casos em que exista uma terapia ou antidoto efetivo para um dado agente toxico, é
aconselhado que este seja utilizado ao invés da terapia lipidica. Porém, caso o paciente
apresente colapso cardiovascular secundario a intoxicacdo por anestésicos locais ou outros
farmacos lipofilicos, ou demonstre sinais clinicos graves de intoxicagdo por baclofeno,
ivermectina ou moxidectina, 0 uso da emulsdo lipidica pode ser fortemente considerado
(Fernandez et al., 2011). Bruenisholz et al. (2012) e Jourdan et al. (2015) também sugerem forte
beneficio da utilizagdo das ELI em intoxicagdes por ivermectina.

Atualmente ndo hd uma dose ou frequéncia ideal estabelecida para o uso das ELI na medicina
veterinaria. A dose utilizada € extrapolada dos dados da medicina humana (Fernandez et al.,
2011; Kuo e Odunayo, 2013).

A monitoracdo cuidadosa da resposta do animal a terapia e de possiveis efeitos adversos auxilia
a ditar em quais momentos as infusdes adicionais sdo necessarias ou quando a infusdo deve ser
interrompida (Kuo e Odunayo, 2013). Embora ndo existam dados especificos sobre a dose
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méaxima segura de administracdo de lipidios em cées e gatos, é prudente que a concentracéo
sérica de triglicérides seja mantida no seu intervalo normal (Chan, 2005). O soro deve ser
monitorado a cada 2 horas e infusfes adicionais s6 devem ser consideradas em animais que
permanecem sintomaticos e livres de lipemia (Gwaltney-Brant e Meadows, 2012).

E provavel que o protocolo mais adequado varie com os agentes toxicos envolvidos e com as
espécies acometidas, porém atualmente essa informacdo ndo estd disponivel. Os protocolos
relatados na medicina veterinaria utilizam solucdo lipidica a 20%, e as infusbes séo
administradas, em geral, em bolus lento seguido de infusdo continua por 30 a 60 minutos
através de um cateter venoso central ou periférico (Gwaltney-Brant e Meadows, 2012). Uma
vez que as ELI disponiveis comercialmente sdo isotonicas, estas podem ser administradas com
seguranca através de cateter intravenoso periférico (Briscoll, 2006; Fernandez et al., 2011).

Fernandez et al. (2011), recomendam em cdes a administragdo de um bolus de 1,5-4mL/kg, IV
no periodo de 1 minuto, seguido de infusdo continua na taxa de 0,25ml/kg/min, IV, durante 30 a
60 minutos. Animais que ndo respondem a este protocolo de tratamento podem receber
pequenas doses adicionais lentamente até 7ml/kg, 1V. E recomendado, também, administracio
intermitente de bolus de 1,5ml/kg a cada 4 a 6 horas durante as primeiras 24 horas. A infusdo
continua na taxa de 0,05ml/kg/h pode ser mantida até melhora dos sinais clinicos, desde que nado
ultrapasse 24 horas (Fernandez et al., 2011). Os pacientes devem ser mantidos sob supervisao
do médico veterinario até que os sinais clinicos sejam revertidos e 0 soro ndo esteja mais
lipémico (Gwaltney-Brant e Meadows, 2012).

Existem relatos da utilizagdo desta terapia em intoxicacGes na medicina veterinaria (Quadro 1),
porém ao conhecimento do autor ainda ndo existem estudos experimentais controlados para
avaliar o efeito deste tratamento em intoxicagdes por ivermectina.

Quadro 1: Resumo de estudos experimentais e relatos em que a ELI foi utilizada para reverter
intoxicacBes na medicina veterinaria.

ESTUDO ESPECIE N FARMACO DOSE RESULTADOS
UTILIZADA
Harvey e Cave Coelho 10 - Propranolol - ELI 20%, IV A infuséo de ELI
(2008); (6ml/kg, no periodo | atenuou a hipotensédo
Experimento de 4 minutos). induzida pelo
animal propranolol.
prospectivo,
randomizado e
controlado.
Crandell e Céao 1 - Moxidectina - ELI120%, IV Aparente reversdo dos
Weinberg (2009); (bolus inicial de sinais de toxicidade da
Relato de caso. 2ml/kg + moxidectina ap6s a
0,066ml/kg/min administracdo da ELI.
durante 4 horas).
Repeticdo apos 15
horas, na taxa de
0,5ml/kg/min
durante 30 minutos.
Bruenisholzetal. | Cavalo 1 - lvermectina - ELI 20%, IV Intensa melhora
(2012); Relato de | (Ponei) (bolus inicial de clinica apds a
caso. 1,5ml/kg + administragéo da ELI.
0,025ml/kg/min
durante 30
minutos); protocolo
realizado duas
Vezes N0 mesmo
animal com
intervalo de 19
horas.
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Bates et al. (2013);
Relato de caso.

Céo

- Moxidectina

- Ivermectina

- Moxidectina

- Moxidectina

- Baclofeno

- ELI20%, IV
(bolus inicial de
1,5ml/kg +
0,25ml/kg/min
durante 30 minutos;
repeticdo da
infuséo por 30
minutos
adicionais).
-ELI 20%, IV
(bolus inicial de
1,5ml/kg +
0,125ml/kg/min
durante 60
minutos).

- EL120%, IV
(bolus inicial de
1,5ml/kg +
0,25ml/kg/min
durante 30
minutos).

- EL120%, IV
(bolus inicial de
1,48ml/kg +
0,28ml/kg/min
durante 28
minutos).

- EL120%, IV
(bolus inicial de
1,5ml/kg no
periodo de 15
minutos +
0,017ml/kg/min
durante 14 horas).

Observagdo de rapida
melhora clinica nos
animais ap6s a
administragdo da ELI,
néo foram observados
efeitos adversos.

Epsteine
Hollingsworth
(2013); Relato de
caso.

- lvermectina

- EL120%, IV
(bolus inicial de
1,5ml/kg no
periodo de 10
minutos +
0,25ml/kg/min
durante 90
minutos).

Reversdo de perda da
visdo causada pela
ivermectina ao término
da infusdo.

Kuo e Odunayo
(2013); Relato de
caso.

Gato

- Permetrina

- Permetrina

- EL120%, IV
(bolus inicial de
2,5ml/kg no
periodo de 5
minutos +
0,33ml/kg/min
durante 60
minutos).

- EL120%, IV
(bolus inicial de
2,2ml/kg +
0,27ml/kg/min
durante 75
minutos).
Repeticédo deste
protocolo apds 9 e
16 horas.

- Aparente reducéo no
tempo de recuperagéo
e hospitalizagdo de
ambos 0s animais.

Jourdan et al.
(2015); Relato de
caso.

Gato

20
animais

- Ivermectina
(16 animais)

- Ivermectina
(4 animais)

- EL120%, IV
(bolus de
1,5ml/kg).

- EL120%, IV
(bolus inicial de
1,5ml/kg +
0,25ml/kg/min
durante 30
minutos). Realizada
administracéo de
bolus e infusdes
adicionais até
resolugdo dos sinais
clinicos.

Todos os animais que
receberam bolus e
infusdo continua antes
de manifestarem
sintomatologia clinica,
permaneceram
assintomaticos; dos
animais que receberam
somente bolus inicial,
sem infusdo, 36%
permaneceram
assintomaticos.
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3.2.5 Efeitos adversos

Efeitos adversos sdo raros, e podem ocorrer por dois mecanismos: contaminacdo da solugéo 1V
ou reacdo direta a emulsdo. A contaminacgdo, gue se torna uma preocupacao em produtos ricos
em nutrientes, ocorre ao se misturar a emulsdo gordurosa a alimentacdo parenteral. Apds
manipulacdo inadequada ou técnica ndo estéril, a contaminagdo microbiana pode ocorrer e
resultar em infeccdo local ou sistémica, e irritacdo venosa gque culmina em tromboflebite.
ComplicacBes infecciosas ou por irritacdo ocorrem raramente quando as ELI sdo utilizadas
sozinhas (Turner-Lawrence e Kerns, 2008).

As reac0es diretas a ELI sdo raras, mas incluem a reacdo coldide, uma reacdo pirogénica aguda,
e a sindrome da sobrecarga gordurosa. Os sinais clinicos da reagdo pirogénica podem ocorrer 20
minutos ap6s a administragdo e sdo semelhantes a reacdo anafilatica, com febre, calafrios,
nausea, vomito, dispneia, taquipneia, cianose, arritmias, hipotensdo e colapso cardiovascular
(Turner-Lawrence, 2008).

A infusdo intravascular de uma emulsédo instavel repleta de grandes glébulos gordurosos pode
levar ao desenvolvimento de uma reagdo tardia chamada “sindrome da sobrecarga gordurosa”.
Neste caso, a remocdo metabdlica é muito prejudicada, com a possibilidade de obstrucdo da
microvasculatura (Driscoll, 2006). Em humanos, esta sindrome pode resultar em embolismo
gorduroso, hiperlipidemia, hepatomegalia, ictericia, esplenomegalia, trombocitopenia, aumento
nos tempos de coagulacdo, hemolise e crises epilépticas (Turner-Lawrence e Kerns, 2008;
Fernandez et al., 2011). Estas complicacbes podem ser observadas quando as ELI s&o
administradas em doses que excedem a capacidade do metabolismo da gordura ou quando o
clearance plasmatico esta alterado (Driscoll, 2006; Turner-Lawrence e Kerns, 2008).

Atualmente, houve uma reducgdo nos casos relatados de reaces agudas em relacéo ao tempo de
inicio da utilizacdo das emulsdes lipidicas injetaveis. E possivel que esta reducéo seja devido a
melhora nas técnicas de producdo. Por outro lado, as rea¢fes subagudas associadas com a
sobrecarga gordurosa ainda sdo relevantes (Driscoll, 2006).

E possivel que as ELI interfiram com outros farmacos administrados durante a terapia, como os
anti-epilépticos. Ao se utilizar solugdes lipidicas é necessario considerar seu potencial de
aprisionar farmacos desejaveis (Gwaltney-Brant e Meadows, 2012).

4. MATERIAL E METODOS

O presente projeto experimental foi conduzido apds submissdo e aprovacdo pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), protocolo
n® 369 / 2014 (Anexo 1). O mesmo também foi aprovado pela Camara Departamental do
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterindrias e pelo Colegiado de Pds-Graduagdo em
Ciéncia Animal da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (EV-
UFMG).

4.1 Animais

Para o presente trabalho era necessaria a escolha de uma espécie que apresentasse tamanho
minimo que permitisse a realizagdo de infusdo continua intravenosa e de sucessivas coletas de
amostras de sangue. Desta forma, optou-se pela utilizacéo de coelhos.
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Foram utilizados 24 coelhos machos adultos da raca Nova Zelandia pesando aproximadamente
2,5kg, provenientes da Fazenda Experimental Prof. Hélio Barbosa da EV-UFMG, no municipio
de Igarapé. Durante todo o experimento, os animais foram manejados de acordo com 0s
requisitos do CEUA.

Os animais foram mantidos no Laboratério de Metabolismo e Calorimetria Animal da EV-
UFMG em gaiolas metalicas individuais (aproximadamente 75cm de comprimento por 30cm de
largura e 45cm de altura). Agua e racdo comercial para coelhos foram oferecidas ad libitum,
exceto no dia do experimento, em que 0s animais eram submetidos a 12 horas de jejum
alimentar.

4.2 Escolha da Formulagéo e Dose

Com o objetivo de simular a ingestdo acidental do farmaco, optou-se pela administracdo do
mesmo via sonda nasogastrica. Segundo Bassissi et al. (2006), ndo existem formulagdes de
ivermectina especificas para coelhos. Coelho et al. (2014) utilizaram uma formulacéo injetavel
de ivermectina® por via oral com efetividade no tratamento contra Psoroptes ovis e Leporacarus
gibbus. Mellgren e Bergvall (2008) e Al-Azzam et al. (2007) utilizaram, de forma similar, a
mesma formulacdo por via oral no tratamento de parasitoses em coelhos e cées da raca Beagle,
respectivamente. Estes relatos demonstram que esta formulagdo injetavel é absorvida quando
ingerida.

Ao conhecimento do autor, ndo existe uma dose tdxica de ivermectina (exposi¢do por ingestao)
estabelecida para coelhos. Desta forma, foi necessaria a realizagdo de um projeto piloto para
determinar qual dose seria utilizada de modo a intoxicar os animais em tempo habil. No
trabalho de Mellgren e Bergvall (2008), foi observado que doses de até 2,7mg/kg, administradas
por via oral, se mostraram seguras para coelhos. Estudos teratogénicos em coelhos
demonstraram que fémeas gestantes que receberam diariamente a dose de 6mg/kg por via oral
apresentaram sinais de toxicidade somente apds 7 dias (Mellgren e Bergvall, 2008). Desta
forma, durante o piloto, utilizou-se inicialmente a dose de 8mg/kg, administrada por sonda
nasogastrica. Porém, com esta dose, 0s animais ndo apresentaram manifestacdo clinica
compativel com intoxicagdo pelo farmaco. A dose foi entdo, sucessivamente aumentada. Foi
observada manifestacdo clinica nos animais que receberam a dose de 20mg/kg, porém somente
apos periodo superior a doze horas. Por outro lado, os animais que receberam 80mg/kg
apresentaram intoxicacdo clinica até uma hora e meia apds a administragdo da ivermectina.
Assim, foi estabelecido que a dose a ser utilizada seria de 80mg/kg, administrada via sonda
nasogastrica.

4.3 Preparo dos Animais

Os animais foram contidos com auxilio de uma toalha (Figura 2), de modo a garantir seguranca
ao animal e aquele que iria manipula-lo. Com esta técnica foi possivel realizar os procedimentos
iniciais no animal com reducéo do estresse gerado ao mesmo.

Depois de adequada contencdo, ambas as orelhas foram depiladas na sua face dorsal, como
passo inicial da técnica asseptica para colocagdo dos cateteres para acesso venoso e arterial.
Foram utilizados cateteres n°22°, introduzidos na artéria auricular central direita e na veia
auricular marginal esquerda, acoplados & um adaptador PRN® e fixados com auxilio de
esparadrapo e seringas de 20ml (Figura 3). Para evitar coagulacéo sanguinea dentro do cateter e,

! lvomec® Injetavel, Solucéo de ivermectina 1%, Merial Satide Animal Ltda, Sdo Paulo, Brasil.
2 Catéter Intravenoso BD Insyte™, Becton Dickinson Industrias Cirdrgicas Ltda, Minas Gerais, Brasil.
¥ BD PRN Adapter Luer-Lock, Becton Dickinson Industrias Cirtrgicas Ltda, Minas Gerais, Brasil.
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consequentemente, inutilizacdo do mesmo, foi administrado 0,5ml de solugdo heparinizada* a
0,1% em cada cateter.

Figura 2: Método de contencdo com auxilio de toalha. Apds a colocacdo do animal sobre a toalha, este era
envolto por ela, como demonstrado acima (A-D).

Figura 3. A — Colocacéo de cateter na artéria auricular. B — Dispositivo PRN acoplado ao cateter na
artéria auricular. C — Fixacdo do cateter acoplado ao PRN na veia auricular marginal.

* Solucéo realizada com heparina sédica Hemofol® 5000UI/ml, Cristalia Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda, SP, Brasil, e Cloreto de sédio a 0,9%, Fresenius Kabi Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil.
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Foi realizada, também, sondagem nasogéastrica em todos os animais (Figura 4). Para tal, foi
aplicado gel de lidocaina a 2% na narina do animal e na sonda. A sonda (sonda uretral n°4°) foi
marcada de modo a delimitar o quanto esta deveria ser introduzida, compativel com a distancia
entre a narina e a Ultima costela do animal, estimando-se a posicdo do estbmago. ApGs
delimitacdo, a sonda foi introduzida no meato nasal, caudal e dorsalmente, até a marcacao
realizada previamente. Foi certificado de que a sonda encontrava-se no estdmago ao se acoplar
uma seringa de 20ml a sonda e observar se ao puxar o émbolo havia vicuo, e também ao
introduzir a extremidade externa da sonda em um recipiente com agua por alguns segundos. Se
fosse observada auséncia de vacuo ou producdo de bolhas na agua, indicativo de localizagdo na
traqueia, a sonda era retirada e o procedimento repetido. Caso contrario, era possivel afirmar
que a sonda se encontrava no estdbmago.

Figura 4: Colocacéo de sonda nasogéstrica. A — Delimitacdo de quanto a sonda seré introduzida (distancia
da narina até a Ultima costela). B — Coelho com sonda nasogaéstrica.

Todos os animais foram pesados no dia em que seriam utilizados no experimento em balanca
digital.

4.4 Tratamentos e Grupos Experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos, com seis animais em cada
grupo (Tabela 1).

Os animais dos grupos 1, 2 e 3 receberam, via sonda nasogastrica, ivermectina’ na dose de
80mg/kg de peso vivo (8ml/kg). Os animais do grupo 4 receberam volume equivalente de
solucdo fisioldgica®. Este momento foi denominado “tempo zero”.

Os animais do grupo 1 ndo receberam qualquer tratamento posterior & administracdo da
ivermectina. Os tratamentos nos grupos 2, 3 e 4 foram iniciados trés horas ap6s a administragdo
da ivermectina ou da solucdo fisioldgica.

O animais do grupo 2 receberam como tratamento a administracdo IV da solucdo ringer lactato®
na dose de 2ml/kg em um periodo de um minuto, seguido de infusdo continua na taxa de
0,25ml/kg/min durante 60 minutos. Os animais dos grupos 3 e 4 receberam como tratamento a
administracio da emulsdo lipidica'® via IV na dose de 2ml/kg em um periodo de um minuto,

> Xylestesin®, Cloridrato de Lidocaina, Geleia estéril, 2% (20mg/g), Cristalia Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda, SP, Brasil.

® Sonda uretral, Mark Med®, S&o Paulo, Brasil.

” lvomec® Injetavel, Solugdo de ivermectina 1%, Merial Satide Animal Ltda, S&o Paulo, Brasil.

8 Cloreto de sodio a 0,9%, Fresenius Kabi Brasil Ltda, S&o Paulo, Brasil.

% Solugo Ringer com Lactato, Fresenius Kabi Brasil Ltda, S&o Paulo, Brasil.

19| ipovenos® 20%, Fresenius Kabi Austria GmbH, Graz, Austria.
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seguido de infusdo continua na taxa de 0,25ml/kg/min durante 60 minutos com auxilio de
bomba de infusdo™’.

Tabela 1: Identificacdo dos grupos experimentais e seus tratamentos.

Grupo Identificacdo N Modelo Experimental

1 v 6 Ilvermectina (80mg/kg, via sonda nasogastrica).

2 IV_RL 6 Ivermectina (80mg/kg, via sonda nasogastrica)
+ Solucéo Ringer Lactato (2ml/kg em 1 minuto
seguido de 0,25ml/kg/min durante 60 minutos,
V).

3 IV_EL 6 Ivermectina (80mg/kg, via sonda nasogastrica)
+ Emulsdo Lipidica (2ml/kg em 1 minuto
seguido de 0,25ml/kg/min durante 60 minutos,
V).

4 EL 6 Emulséo Lipidica (2ml/kg em 1 minuto seguido

de 0,25ml/kg/min durante 60 minutos, IV).

No tempo 6 horas, os animais foram eutanasiados por sobredose de tiopental*? (100mg/kg, IV),
sendo esta dose referente a trés vezes a dose anestésica deste farmaco (Lipman et al., 1997).

Ivermectina
(IV,IV_RL,IV_EL)

Tempo 0 1,5horas
L 1

3 horas

4 horas

g Infusio 1

6 horas
J

Avaliag3o Clinica Avaliag3o Clinica

Coleta de sangue

Avaliag3o Clinica Avaliagdo Clinica

Coleta de sangue

Coleta de sangue

Avaliag3o Clinica

Coleta de sangue

Eutanasia

Figura 5: Linha de procedimentos. Inicialmente todos os animais foram submetidos & avaliacéo clinica e
coleta de sangue. Em seguida, os animais dos grupos 1V, IV_RL e IV_EL receberam no tempo zero, por
sonda nasogéstrica, ivermectina na dose de 80mg/kg de peso vivo (8ml/kg), enquanto os animais do
grupo EL receberam o mesmo volume de solugdo fisiologica. Apos esta administragdo, os animais foram
submetidos a novas avaliagdes clinicas (tempo uma hora e meia, trés horas, quatro horas e seis horas) e
coletas de sangue (tempo trés horas, quatro horas e seis horas). As infusdes venosas dos grupos IV_RL,
IV_EL e EL foram realizadas do momento trés a quatro horas. No momento seis horas os animais foram
eutanasiados por sobredose de tiopental por via intravenosa (100mg/kg).

4.5 Avaliacdo Clinica e Neuroldgica

Todos os animais foram submetidos a exame clinico e neuroldgico antes do inicio do
experimento (momento zero), e ap6s uma e meia, trés, quatro e seis horas. A frequéncia
cardiaca (FC), frequéncia respiratoria (FR) e temperatura retal (TR) foram mensuradas antes da
realizacdo de procedimentos que poderiam alterar esses parametros por estresse, Como
colocagdo do cateter intravenoso ou intra-arterial, sondagem nasogéastrica ou realizagdo do
exame neuroldgico. A FC e a FR foram mensuradas por meio de ausculta tordcica com auxilio
de estetoscopio, e a temperatura retal por meio de termémetro digital.

O exame neurologico consistia de avaliagdo do estado mental, postura, marcha, nervos
cranianos, reacdes posturais, reflexos miotaticos, tbnus muscular, presenca de movimentos
involuntarios, presenca de nistagmo espontaneo, capacidade de retornar a posicdo normal ap6s

1 Bomba de infusdo volumétrica Volumat Agilia Fresenius Kabi Brasil Ltda, S&o Paulo, Brasil.
12 Tiopental sédico 1g, Thipentax®, Cristéalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, S&o Paulo, Brasil.
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ser colocado em decubito dorsal e alteracdo no padrdo respiratorio (respiragdo superficial e
abdominal).

N&o foi encontrada uma escala de pontuacdo de alteracGes neuroldgias em coelhos que pudesse
ser aplicada aos animais deste experimento. Assim sendo, foi criada uma escala de acordo com
as manifestagdes neuroldgicas encontradas nos animais intoxicados (Tabela 2). Ap6s a criagdo
desta escala, os animais foram classificados com escores que variavam de 0 a 19. Quanto maior
a pontuacdo encontrada, maior o acometimento da funcdo neuroldgica do individuo.

Tabela 2: Escala de pontuagdo da avaliagdo neurolégica.

PARAMETRO CLINICO PONTUACAO
Postura 0 — Normal
1 - Alterada
Estado Mental 0 - Normal
1 - Deprimido
2 — Estupor
3-Coma
Nervos cranianos 0 — Normais
1 — Déficit
Nistagmo espontaneo 0 — Ausente
1 — Presente
Marcha 0 — Ambulatério; sem alteracdes

1 - Ambulatério; paresia e/ou ataxia
2 — N&o ambulatério
Reac0es posturais 0 - Normal
1 - Reduzido
2 — Ausente
Tonus 0— Normal
1 — Reduzido
Reflexos miotaticos 0 - Normal
1 - Reduzido
2 — Ausente
Tremores 0 — Ausente
1 - Presente
Capacidade de retorno a posigdo normal 0 — Sim; rapidamente.
1 - Sim; de forma lenta.
2 — Néo.
Midriase 0 — Ausente
1 - Presente, porém responde a luz
2 — Presente, porém néo responde a luz

Alteracdo Padréo Respiratorio 0 — Ausente
1 — Presente

4.6 Coleta e processamento inicial das amostras sanguineas

As amostras de sangue de todos o0s animais foram coletadas nos momentos 0, 3, 4 e 6 horas. Em
caso de 6bito antes do periodo de 6 horas, a coleta era realizada logo ap6s o 6bito. As amostras
foram coletadas com seringas de 3ml a partir do acesso fixado na artéria auricular central

(Figura 5). Antes de cada coleta, 0,5ml de sangue era descartado devido a administragdo
anterior de solucéo heparinizada (0,1%).
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Figura 6: Coleta de sangue em cateter acoplado a PRN fixado na artéria auricular.

Em seguida, 0,5ml de sangue foi coletado e acondicionado em um microtubo com o
anticoagulante® EDTA a 10% para realizacdo de hemograma, e 3ml em um tubo sem
anticoagulante® para posterior obtencdo de soro. Os tubos com EDTA a 10% foram
homogeneizados cuidadosamente logo apds a coleta. Os tubos sem anticoagulante foram
deixados em repouso durante 10 minutos e em seguida submetidos a centrifugacéo a 2683,2G
durante oito minutos para obtencdo de soro, que foi acondicionado em microtubo e,
posteriormente, congelado e armazenado a -20°C durante 90 dias. As amostras de soro foram
descongeladas somente no momento das dosagens bioquimicas.

4.7 Hemograma

Para a realizacdo do hemograma, o sangue foi homogeneizado e processado em aparelho
hematoldgico automatico™® que forneceu a maioria dos pardmetros hematoldgicos (nimero de
hemécias, leucdcitos e plaquetas, e dosagem de hemoglobina). Os esfregacos sanguineos foram
confeccionados imediatamente ap6s a coleta, sendo corados pela técnica de Romanowsky, com
utilizacdo do pandtico rapido®, para posterior anélise microscopica, identificagdo de possiveis
alteracOes celulares e diferenciacdo de leucocitos. O hematdcrito foi realizado pela técnica do
microhematocrito (Jain, 1993).

4.8 Avaliacdo Bioquimica

A anadlise bioquimica consistiu na avaliacdo sérica da atividade das enzimas alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), gama glutamiltransferase (GGT),
fosfatase alcalina (FA), e avaliacdo da concentracdo sérica da proteina total, aloumina, ureia,

3 Mini Tubo EDTA.K2, Labor Import©, S&o Paulo, Brasil.

¥ Tubo para sorologia, Vacuette®, Vacuette do Brasil Ltda, Greiner Bio One, S&o Paulo, Brasil.

15 Analisador hematolégico veterinario Sysmex pocH-100iV Diff ®, Sysmex do Brasil Ltda, Parané,
Brasil.

16 panético Rapido — Corante para uso hematolégico, Laborclin Ltda, Parané, Brasil.
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creatinina, triglicérides, colesterol e glicose em analisador bioquimico'” com auxilio de kits
comerciais™

As amostras de soro foram descongeladas 15 minutos antes de serem processadas. Para a
avaliacdo da atividade enzimatica da ALT, AST, GGT, FA e mensuracdo da concentracdo de
glicose, proteina total, albumina, ureia e creatinina nas amostras lipémicas (tempos quatro e seis
horas dos grupos IV_EL e EL), foi necessario descongela-las 36 horas antes do seu
processamento, sendo mantidas até o momento da andalise sobre refrigeracdo. No dia da
avaliacdo bioguimica, o sobrenadante lipémico foi separado e o restante foi utilizado.

Para a avaliacdo da concentracdo sérica de triglicérides e colesterol foi utilizada a amostra
integral.

4.9 Anédlise Toxicoldgica

A andlise toxicoldgica foi realizada nos animais dos grupos 1, 2 e 3. Ela consistiu na
quantificagdo da ivermectina encontrada nas amostras teciduais obtidas logo apds a eutanasia do
animal (hemisfério direito do encéfalo, gordura abdominal, figado e rim direito). Estas amostras
foram mantidas congeladas até 0 momento de seu processamento.

Para a extracdo da ivermectina destas amostras foi realizada uma metodologia modificada de
QUEChERS (Figura 6) (Anastassiades et al.,, 2003). O sobrenadante obtido ap6s esta
metodologia foi enviado para analise cromatografica liquida de alta eficiéncia seguida de
espectrometria de massa'®. As condicdes cromatogréficas sob as quais os extratos foram
analisados estdo descritas na Tabela 3.

7 Analisador Bioquimico Cobas Mira Plus®, Roche Diagnéstica Brasil Ltda, S&o Paulo, Brasil.
18 Kits de Reagentes Bioguimicos Bioclin®, Bioclin/Quibasa, Ltda, Minas Gerais, Brasil.
19 Espectrometro LC-MS/MS Triple Quad 5500, Shimadzu, Kyoto, Jap&o.
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5,00+ 0,28
de amostra

b

Adigonar 7 ml de acetonitrila acdificada (0,1% de aado acético) e 3 ml de
aretato de etila

hd

Agitar em Vortex por 1 minuto

g
Adigonar 4g de MgS0, anidro, 1g de acetato de sodio e 1z de Madl

O

Agitar em Vortex por
1 minut o

h

Centrifugar a 4000rpm durante & minutos

AL

mManter em freezer durante 2 horas

O

Transferir 1 ml do sobrenadante para um eppendorf contendo 25 mg de
PSA, 25 mg de Cuz & 150 mg de MZSoy

b
Agitar em Vortex por 30 segundos
L
centrifugar
b
Transferir sobrenadante para um vial

Figura 7: Metodologia adaptada de QUEChERS. Adaptado de Anastassiades et al., 2003.

Tabela 3: Condigdes cromatogréficas.

Parametros Condigées otimizadas
Coluna Zorbax Eclipse XDB C18 1,84, 2,1 mm x 50 mm
Temperatura da coluna 40°C
Volume de injecdo 10 L
Temperatura do amostrador 20°C
Posicao do “spray” na fonte Vertical - 5 e horizontal - 5
Fase movel Metanol:Tampé&o acetato de aménio 0,006mMol/L (85:15)
Fluxo 0,5 mL/min
Tempo de corrida 5 min

Fonte: CL-EM/EM API5000
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4.10 Avaliacdo macroscopica e histopatoldgica

A necropsia foi realizada logo ap6s o 6bito ou eutanasia do animal, sendo avaliada a presenca
de alteragdes macroscopicas. Foram coletados fragmentos de coracdo (ventriculo, englobando
epicardio, miocardio e endocérdio), baco, figado, encéfalo (hemisfério esquerdo) e rim
esquerdo, os quais foram fixados em formalina 10% neutra e tamponada e processados pela
técnica rotineira de inclusdo em parafina. Em seguida, sec¢des histolégicas de 4um foram
obtidas e coradas por hematoxilina e eosina (HE), e as laminas foram avaliadas para analise
histopatolégica em microscopio de luz branca.

4.11 Estatistica

O experimento foi conduzido de acordo com os principios basicos da experimentacdo animal:
repeticdo de unidades experimentais, casualizacdo das unidades experimentais, uniformidade
dos animais experimentais, uniformidade na aplicacdo dos tratamentos e uniformidade do meio
(Sampaio, 2010).

O numero de animais escolhido foi 0 nimero minimo necessario para que se realize um estudo
estatistico adequado. Para a sua determinacdo, foi utilizado o parametro frequéncia respiratoria e
a férmula de Sampaio (2010) para célculo do tamanho da amostra (x=t.s/ Vr), sendo r o namero
de animais de cada grupo. Segundo Barbosa et. al (1992), a frequéncia respiratoria de coelhos
adultos varia de 152 a 220 movimentos por minuto (mpm). Ao considerar a média igual a
186mpm, e uma variagdo aceitavel de 15% (que corresponde a 27,9), através da formula citada
acima se tem que: 27,9=2x34/Nr. Desta forma, r=5,92, e cada grupo foi composto por seis
animais.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com parcelas subdividas,
sendo o tratamento considerado as parcelas e os diferentes tempos as subparcelas.

Para a analise estatistica das variaveis paramétricas foi utilizado ANOVA com teste de Tukey.
As variaveis que apresentaram elevado desvio padrdo foram submetidas, previamente, a
transformacdo logaritmica 10.

As varidveis ndo paramétricas foram analisadas pelo teste de Kruskall-Wallis para a comparagéo
entre diferentes niveis e pelo teste de Friedman para a comparacao entre os diferentes tempos.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Andlises Clinicas

As manifestacdes neuroldgicas foram as principais ocorréncias clinicas nos grupos dos animais
intoxicados (Tabela 4), assim como relatado por Jourdan e colaboradores (2015).
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Tabela 4: Frequéncia das alteracdes clinicas observadas nos animais intoxicados por ivermectina na dose
de 80mg/kg (VO).

Alteracéo Clinica Ndmero de Animais
n=18 (100%)

Midriase 18 (100%)
Alteragdo no estado mental 18 (100%)
Déficit em nervos cranianos 18 (100%)
Alteracéo nas reagdes posturais 18 (100%)
Paresia ou paralisia 15 (83,3%)
Alteragao na postura 14 (77,8%)
Alteragéo no padréo respiratério 13 (72,2%)
Bradipneia 13 (72,2%)
Hipotermia 12 (66,7%)
Ataxia 9 (50,0%)
Reducéo no tdnus muscular 8 (44,4%)
Nistagmo espontaneo 5 (27,8%)
Alteragdo reflexos miotaticos 3 (16,7%)
Tremores 3 (16,7%)
Bradicardia 2 (11,0%)

5.1.1 Frequéncia Cardiaca, Frequéncia Respiratdria e Temperatura Retal

Os valores fisioldgicos de frequéncia cardiaca e respiratoria, e temperatura retal estdo expostos
na tabela 5. Nao foi observada diferenga estatistica entre os tempos do grupo IV (Tabela 6).
Deste modo, é possivel concluir que a ivermectina ndo causa alteracdo na frequéncia cardiaca
(FC) dos animais intoxicados. Ndo houve, também, diferencga estatistica entre os grupos 1V,
IV_RL e IV_EL, o que demonstra que os diferentes tratamentos ndo alteram a FC. Da mesma
forma, a auséncia de variag&o significativa entre os diferentes tempos no grupo EL confirma que
a ELI ndo resulta em alteracfes na FC.

Tabela 5: Valores fisiol6gicos normais de frequéncia cardiaca (batimentos por minuto), frequéncia
respiratdria (movimentos por minuto) e temperatura retal (°C) para coelhos.

Parametro Clinico Valor de referéncia
Temperatura Retal 38,5°-40°C*
Frequéncia Cardiaca 180 - 250 bpm ?
Frequéncia Respiratéria 152 — 220 mpm°

Fontes:  Donnelly (1997); ® Barbosa et al. (1992).

Tabela 6: Valores médios e desvio padrdo da frequéncia cardiaca (batimentos por minuto) nos diferentes
grupos e tempos avaliados.

Tempo Grupos

(horas) [\ 1IV_RL IV _EL EL

0 211,33+30,51 Aa 215,33+26,82 Aa 213,33+14,68 ABa 190,00+34,85 Aa
1,5 245,60+17,57 Aab 260,80+17,30 Ab 259,33+22,40 Bb 194,66+12,04 Aa
3 227,20+38,41 Aa 226,67+55,23 Aa 244,00+26,08 ABa 198,66+13,06 Aa
4 192,00+72,17 Aa 197,33+81,34 Aa 219,20+37,03 Aa 194,00+30,22 Aa
6 230,00+44,36 Aa 252+10,83 Aa 201,60+38,12 ABa 227,33+60,31 Aa

* Para avaliagdo estatistica os dados foram analisados pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maitsculas iguais na coluna ou letras
minusculas iguais na linha referem a valores estatisticamente iguais.

De acordo com os dados obtidos, foi possivel observar dentro do grupo IV uma reducédo
significativa gradual da frequéncia respiratéria (FR) (Tabela 7), sendo que a partir do tempo trés
horas esta se encontrava abaixo do considerado normal para a espécie (Tabela 5). Este mesmo
fato pode ser observado nos grupos IV_RL e IV_EL, sem diferenca estatistica entre estes trés
grupos. A ivermectina causa, desta forma, reducdo na FR dos animais intoxicados, e 0s
tratamentos instituidos ndo alteraram significativamente esta manifestacdo clinica. A
equivaléncia entre os valores obtidos nos diferentes tempos dentro do grupo EL (Tabela 7)
demonstra que a infusdo de ELI ndo causou alteracdes na FR dos animais.
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Tabela 7: Valores médios e desvio padrdo da frequéncia respiratéria (movimentos por minuto) nos
diferentes grupos e tempos avaliados.

Tempo Grupos

(horas) 1V 1V _RL IV _EL EL

0 192,66+47,02 BCa 204,66+21,08 Ba 206,00+54,18 Ca 188,00+37,52 Aa
15 215,20+69,82 Ca 159,20+49,83 ABa 172,00+58,57 BCa 210,67+26,37 Aa
3 134,40+70,74 ABab 125,33+42,68 Aa 120,00+55,24 ABa 209,33+35,66 Ab
4 117,60+83,36 Aa 96,00+35,68 Aa 99,2,66+38,51 Aa 230,67+19,87 Ab
6 85,00+16,12 Aa 93,00+14,74 Aa 96,00+22,8 Aa 197,33+£32,17 Ab

* Para avaliacéo estatistica os dados foram analisados pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maidsculas iguais na coluna ou letras
minusculas iguais na linha referem a valores estatisticamente iguais.

De forma similar a avaliacdo da FR, foi possivel observar reducéo gradual da temperatura retal
(TR) no grupo 1V, assim como ndo houve diferenga estatistica entre os grupos de animais
intoxicados que receberam tratamento (IV_RL e IV_EL) e o que ndo recebeu (I1V) (Tabela 8).
Em todos os grupos que receberam ivermectina, a partir do tempo trés horas é possivel observar
que o0s animais apresentaram TR abaixo do considerado normal para a espécie (Tabela 5).
Conclui-se que a administracdo de ivermectina em altas doses causou redugdo da TR dos
animais, e o0s tratamentos instituidos ndo alteraram, durante o periodo observado, esta
manifestacdo e sua progressdo. Estes achados condizem com o exposto pela literatura, que
relata que a intoxicagdo por ivermectina pode causar hipotermia nos animais acometidos
(Kidwell et al., 2014). A observagéo de auséncia de varia¢do dentro do grupo EL demonstra que
a administracdo de ELI n&o interfere significativamente na TR dos animais.

Tabela 8- Valores médios e desvio padréo da temperatura retal (°C) nos diferentes grupos e tempos
avaliados.

Tempo \ Grupos

(horas) v IV RL IV EL EL

0 39,06+0,55 Ca 39,18+0,35 Ba 38,98+0,29 Ca 38,87£0,45 Aa
15 38,50+0,45 BCa 38,92+0,49 Ba 38,62+0,43 BCa 39,26+0,36 Aa
3 37,84+0,73 ABab 38,21+0,62 ABab 38,04+0,51 ABa 39,01+0,47 Ab
4 37,50+1,16 ABa 37,65+1,32 Aa 37,82+0,43 Aa 39,36+0,54 Ab
6 37,02+0,87 Aa 37,82+0,87 Aa 37,42+0,77 Aa 39,62+0,66 Ab

* Para avaliacdo estatistica os dados foram analisados pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maiusculas iguais na coluna ou letras
minusculas iguais na linha referem a valores estatisticamente iguais.

As alteracBes na frequéncia respiratoria e na temperatura retal podem ser justificadas pelo fato
destes pardmetros serem controlados no encéfalo pelo centro respiratério no bulbo e pelo
hipotalamo, respectivamente (Fernandez e Bernardini, 2010). Desta forma, ao considerarmos
que na intoxicacdo por ivermectina este farmaco penetra no encéfalo, e sua distribuicdo é
favorecida dentro deste 6rgao pelo seu alto contetdo lipidico (Dorman, 2006), é possivel que ela
atue também no bulbo e hipotalamo.

5.1.2 Avaliacéo Neuroldgica

Assim como o apresentado pela literatura, as manifestacfes mais frequentes nos animais
intoxicados pela ivermectina foram: alteragcdes no estado mental (Figura 8), déficits em nervos
cranianos, ataxia, paresia e alteragdes proprioceptivas. Outros sinais como nistagmo, tremores, e
alteraces no padrdo respiratorio também ocorrem (Pulliam e Preston, 1989; Lankas et al.,
1997; Dadarkar et al., 2007; Hopper et al., 2002; Nelson et al., 2003; Roulet et al., 2003; Merola
et al., 2009; Bruenisholz et al., 2012; Ménez et al., 2012; Bates et al., 2013; Jourdan et al.,
2015).

Em consonancia com os relatos de Lankas e Gordon (1989) e Jourdan et al. (2015) a midriase
(Figura 9) ocorreu em todos os animais intoxicados (Tabela 4), e foi o primeiro sinal clinico
manifestado. Por outro lado, esta ocorréncia foi mais elevada do que a observada por Merola et
al. (2009) e Hopper et al. (2002), que relatam 22% e 40 a 83%, respectivamente.

As alteracOes observadas durante a avaliacdo dos nervos cranianos foram reducdo da resposta a
ameaca, do reflexo pupilar a luz, da sensibilidade facial, do nistagmo fisiolégico, do reflexo
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corneano e do reflexo palpebral. Estes déficits, em conjunto as alteracdes do estado mental e da
locomogdo, e déficits posturais e proprioceptivos foram compativeis com lesdo em tronco
encefalico (Vernau et al., 2007; Thomson e Hahn, 2012).

No presente experimento foi observada redugdo no tdnus muscular e alteracdes nos reflexos
miotaticos, caracterizadas por reducdo nos reflexos de retirada e patelar, em alguns animais.
Estas alteragdes, caracteristicas de lesdo em neurdnio motor inferior (NMI) (Dewey, 2006;
Thomson e Hahn, 2012) ndo sdo comumente relatadas como manifestagdes da intoxicagédo pela
ivermectina.

Figura 8: Avaliacdo do estado mental. O animal do lado esquerdo, pertencente ao grupo EL, apresentava
estado mental normal, estava alerta, responsivo, explorando o ambiente. Por outro lado, o animal a direita,
do grupo 1V, apresentava-se em estupor, respondendo somente & estimulos nocivos.

Figura 9: Ocorréncia de midriase em um animal do grupo IV_EL.

A disfuncdo do NMI pode ocorrer devido a dano na regido do SNC onde o seu corpo celular
esta localizado, na regido das intumescéncias cervical e lombar, ou devido a dano ao ax6nio no
sistema nervoso periférico (Thomson e Hahn, 2012). Enquanto no encéfalo o principal
neurotransmissor inibitério é o GABA, na medula espinhal a glicina apresenta esta funcédo
(Johnson, 2012). Para que a lesdo causada apresente localizacdo nas intumescéncias, €
necessario envolvimento da glicina. Trailovic e Varagi (2007) sugerem que a ivermectina pode
interagir, direta ou indiretamente, com os receptores de glicina. Desta forma, € possivel que as
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manifestacbes de NMI encontradas no presente experimento sejam decorrentes de
acometimento nervoso central medular, com acdo da ivermectina sobre os receptores de glicina.

Por outro lado, Magnaghi et al. (2008) observaram em camundongos que a auséncia genética e
funcional de receptores GABAg alterou a mielinizacdo de fibras nervosas periféricas. Este
achado sugere que os receptores de GABA podem, ao contrario do que havia sido previamente
estabelecido, estar presentes no SNP. Sung et al. (2009) relatam a ocorréncia de polineuropatia
em um homem apds a ingestdo de dose alta de avermectina (414mg/kg) e intoxicacdo grave.
Com base neste relato, é possivel que a disfuncdo em NMI tenha ocorrido pelo envolvimento do
SNP nas intoxicacdes pela ivermectina. E importante ressaltar que o sistema nervoso apresenta
alto contedo lipidico, o que pode favorecer a distribuicdo da ivermectina por toda a sua
extensdo (Dorman, 2006).

A comparacao da manifestacéo clinica entre os diferentes grupos e tempos foi baseada na escala
de pontuacdo de alteracfes neuroldgicas criada (Tabela 2). No tempo zero nao houve diferenca
significativa entre os grupos, uma vez que nenhum dos animais utilizados durante o
experimento apresentava alteragdo neuroldgica antes dos procedimentos serem iniciados
(Tabela 9). Uma vez que no grupo IV foi possivel observar aumento estatisticamente relevante
da pontuacdo neuroldgica apds a administracdo da ivermectina, pode-se afirmar que este
farmaco, na dose utilizada, causou alteragcdes neurolégicas nos animais utilizados. Ndo houve
diferenca, porém, entre os grupos IV, IV_RL e IV_EL, o que demonstra que 0s tratamentos
instituidos ndo impediram a manifestacdo ou reverteram as alteracdes causadas (Tabela 9). N&o
houve qualquer variagdo dentro do grupo EL, o que comprova que a ELI ndo causou alteracdes
neuroldgicas nos animais.

Tabela 9 - Valores médios da pontuacao neuroldgica nos diferentes grupos e tempos avaliados

Tempo\ Grupos

(horas) v IV RL IV EL EL

0 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00 Aa
15 7,40 Bb 3,00 ABab 5,17 BCab 0,00 Aa
3 8,40 Bb 7,33Bb 9,80 BCb 0,00 Aa
4 9,40 Bb 8,60 Bb 10,40 BCh 0,00 Aa
6 9,75 Bb 9,00 Bb 11,80 Ch 0,00 Aa

*Avaliacdo estatistica realizada pelo teste de Kruskal Wallis para nivel e de Friedman para tempo (p<0,05). Letras maiUsculas iguais
na coluna ou letras minGsculas iguais na linha referem a valores estatisticamente iguais.

Jourdan et al. (2015) sugeriram que o tratamento da intoxicacdo por ivermectina com a
utilizacdo das emulsBes lipidica intravenosas ndo apresenta efeito sobre a duracdo da
intoxicacdo em gatos com intoxicacdo grave. E possivel, desta forma, que o fato de ndo ter
ocorrido melhora clinica no presente estudo com esta terapia pode ser devido a gravidade da
intoxicacdo. Outra possibilidade é de que um periodo de monitoragdo maior seria necessario
para que fosse possivel verificar a melhora clinica destes animais, uma vez que as alteracdes
neuroldgicas foram graves e podem requerer um tempo maior para serem revertidas.

5.2 Hemograma
5.2.1 Eritrograma

Nos esfregacos sanguineos ndao foram observadas quaisquer alteragdes morfoldgicas em
hemacias. Os valores de referéncia dos parametros eritrocitarios para coelhos sdo apresentados
na Tabela 10.

Tabela 10 — Valores de referéncia dos pardmetros eritrocitarios para coelhos.

Parametros Eritrocitarios Valor de Referéncia
Eritrécitos (x10%/pL) 52-6,8
Hemoglobina (g/dL) 115-151

Volume Globular (%) 36,6 —47,4

CHCM (g/dL) 29,5-33,9

VCM (fL) 64,6 — 76,2

Fontes: Campbell (2007a).
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A contagem de eritrocitos ndo variou significativamente dentro do grupo IV (Tabela 11). Estes
achados sugerem gue a intoxicacdo pela ivermectina ndo apresenta efeito sobre a contagem de
eritrécitos.

Os grupos que receberam infus6es de ringer lactato ou ELI apresentaram diferenca significativa
entre os tempos zero e seis horas, com menor contagem de eritrdcitos no Ultimo momento
(Tabela 11). Este efeito pode ser justificado pela hemodiluicdo gerada pela infusdo realizada
(Fettman, 2007; Tvedten, 2010). E importante ressaltar que todos os valores encontrados
estavam dentro dos limites estabelecidos para a espécie (Tabela 10).

Tabela 11 - Valores médios e desvio padrdo da contagem de eritrocitos (x10°céls/pL) nos diferentes
grupos e tempos avaliados.

Tempo \ Grupos

(horas) v IV_RL IV_EL EL

0 6,4520,51 Aa 6,130,20 Aa 6,1620,59 Aa 6,5320,99 Aa
3 5,98+0,31 Aa 5,93+0,32 Aa 6,27+0,86 Aa 5,85+0,49 ABa
4 6,01+0,45 Aa 5,66:0,16 Ba 5,66:0,60 ABa 5,48+0,33 Ba
6 5,83+0,49 Aa 5,60+0,23 Ba 5,45+0,65 Ba 5,61+0,33 Ba

* Para avaliacdo estatistica os dados sofreram transformacéo logaritmica 10 e foram analisados pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
maiUsculas iguais na coluna ou letras minusculas iguais na linha referem a valores estatisticamente iguais.

Durante a avaliagdo da concentracdo de hemoglobina (Tabela 12) foi observada diferenca
estatistica entre o tempo zero e seis horas no grupo 1V, a qual demonstra que a ivermectina
causou uma reducdo deste valor. Seri et al. (2001b) relatam, também, uma reducdo deste
pardmetro em camelos que receberam ivermectina em dose terapéutica Unica. Existem relatos,
em humanos, de hipotenséo arterial em casos de intoxicagdo grave por avermectinas, como a
ivermectina (Merck et al., 1985 apud Hall et al., 1985; De Sole et al., 1989; Chung et al., 1999).
A hipotensdo induz ao movimento de liquido extracelular do espago extravascular para o
intravascular, e este desvio resulta em uma diluicdo do eritrécito e das proteinas plasmaticas
(Stockham e Scott, 2008a). Desta forma, é possivel que a redugdo na concentracdo de
hemoglobina observada no grupo IV seja decorrente de uma queda na pressdo sanguinea, porém
este parametro ndo foi avaliado durante o experimento. Outra possibilidade é de que esta
reducdo tenha ocorrido devido as sucessivas administracfes de solucdo heparinizada apds as
coletas de sangue em associacdo a retirada de sangue durante estas coletas. Apo6s perdas de
sangue, 0 organismo tenta compensar esta alteragdo, de forma similar ao citado para a
hipovolemia, transferindo fluido intersticial ao sangue (Thrall, 2007), e a administracdo de
fluidos intravenosos também pode resultar em um efeito diluidor (Fettman, 2007; Tvedten,
2010). E importante ressaltar que apesar de ter ocorrido esta reducdo da concentracio de
hemoglobina, esta continuou dentro da faixa de normalidade para a espécie (Tabela 10). No
grupo IV_RL foi observada, também, reducdo da concentracdo de hemoglobina, porém esta
pode ser justificada pela diluicdo causada pela infusdo de Ringer Lactato (Fettman, 2007;
Tvedten, 2010).

Nos tempos quatro e seis horas, é possivel observar diferenca entre 0s grupos que nao
receberam a ELI (IV e IV_RL) e os que a receberam (IV_EL e EL). Os ultimos apresentaram
valores mais altos de hemoglobina. Nos grupos IV_EL e EL é observada diferenga significativa
entre os tempos trés e seis horas, com aumento no valor da concentragdo da hemoglobina,
inclusive com valores acima dos valores de referéncia de normalidade (Tabela 10 e Tabela 12).
A concentracdo de hemoglobina pode ser superestimada na presencga de corpusculos de Heinz
(os quais ndo foram observados no presente caso), hemolise e lipemia (Paes et al., 2009). Desta
forma, é provavel que a lipemia destas amostras tenha prejudicado a obtencdo do valor real
deste pardmetro. A determinacdo da concentracdo de hemoglobina é realizada por
espectrofotometria por métodos colorimétricos, sendo que a lipemia ird interferir na cor obtida
aumentando falsamente sua intensidade. Outra possibilidade é de que a ELI tenha causado
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hemolise nestes animais, porém ndo foi observada hemolise intensa na avaliacdo do plasma dos
animais.

Tabela 12- Valores médios e desvio padrdo da concentracdo de hemoglobina (g/dL) nos diferentes grupos
e tempos avaliados.

Tempo \ Grupos

(horas) v IV RL IV EL EL
13,48+0,46 Aa 12,27+0,54 Aa 12,57+0,98 Ba 13,67+1,96 Ca

3 12,60£0,79 ABa 11,90£0,91 Aa 12,80+1,14 Ba 12,10+0,91 Ca

4 12,46+0,82 ABb 11,02+0,44 Bb 22,48+7,00 Aa 21,38+2,72 Aa

6 12,15+0,99 Bb 10,75+0,46 Bb 20,96+7,88 Aa 16,08+1,90 Ba

* Para avaliacdo estatistica os dados sofreram transformacéo logaritmica 10 e foram analisados pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
maiUsculas iguais na coluna ou letras mintsculas iguais na linha referem a valores estatisticamente iguais.

Durante a avaliacdo do volume globular (VG) (Tabela 13) foi observada diferenca significativa
entre os valores obtidos no tempo zero e no tempo seis horas do grupo IV. Esta reducéo também
foi observada em camelos que receberam dose terapéutica de ivermectina, apesar de se manter
dentro do valor de referéncia para a espécie (Seri et al., 2001b). De forma similiar ao discutido
anteriormente durante a avaliacdo da concentracdo de hemoglobina, este fato pode ser
justificado por uma possivel hipotensdo causada pela ivermectina (Stockham e Scott, 2008a),
pela administracdo de solucdo heparinizada (Fettman, 2007; Tvedten, 2010) e/ou devido as
coletas de sangue (Thrall, 2007).

A reducdo gradual do VG nos grupos IV_RL e EL provavelmente ocorreu devido a
hemodiluicio pelas infusdes realizadas (Fettman, 2007; Tvedten, 2010). N&o foi observada
diferenca estatistica entre os tratamentos instituidos (grupos IV_RL e IV_EL).

Tabela 13 - Valores médios e desvio padrdo do volume globular (%) nos diferentes grupos e tempos
avaliados.

Tempo \ Grupos

(horas) v IV RL IV EL EL
41,83+2,64 Aa 39,67+1,37 Aa 40,50+2,66 Aa 40,33£1,75 Aa

3 40,60+£2,07 ABa 37,83+2,71 ABa 40,33+4,32 Aa 38,83+1,94 Aa

4 39,80£2,28 ABa 35,50+1,29 BCh 38,00+3,80 Aab 35,50+0,55 Bb

6 37,75%£1,89 Ba 34,50£1,29 Ca 37,20£2,77 Aa 36,50+2,43 Ba

* Para avaliagdo estatistica os dados sofreram transformacéo logaritmica 10 e foram analisados pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
maiUsculas iguais na coluna ou letras minusculas iguais na linha referem a valores estatisticamente iguais.

Ao se avaliar a concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foi observada
diferenca significativa entre os grupos que ndo receberam ELI (IV e IV_RL) e os que a
receberam (IV_EL e EL) (Tab.14). Esta variagdo ocorreu, também, dentro dos grupos IV_EL e
EL ao se comparar os valores obtidos antes da infusdo (tempo zero e trés horas) e ap6s a mesma
(tempo quatro e seis horas). A CHCM é obtida a partir da concentracdo de hemoglobina ([Hb])
e do volume globular (VG) pela férmula CHCM(g/dL)=[Hb](g/dL)x100/VG(%) (Paes et al.,
2009). Desta forma, alteracfes na concentragdo de hemoglobina ou no volume globular alteram
a CHCM encontrada, e a diferenca encontrada pode ser justificada pelas alteragdes na
concentracdo de hemoglobina definidas previamente.

Tabela 14 - Valores médios e desvio padrao da concentragao de hemoglobina corpuscular média (CHCM)
(g9/dL) nos diferentes grupos e tempos avaliados.

Tempo Grupos

(horas) 1V 1V _RL 1V _EL EL

0 32,35+2,47 Aa 30,95+1,38 Aa 31,03+0,95 Aa 33,80+3,46 Aba
3 31,02+0,66 Aa 31,47+0,60 Aa 31,78+1,13 Aa 31,17+1,50 Aa
4 31,30+0,73 Aa 31,07+0,34 Aa 58,56+15,72 Bb 60,20+7,30 Ch
6 32,17£1,72 Aa 31,15+0,45 Aa 55,96+20,14 Bb 44,08+4,53 BCh

*Avaliacdo estatistica realizada pelo teste de Kruskal Wallis para nivel e de Friedman para tempo (p<0,05). Letras mailsculas iguais
na coluna ou letras mindsculas iguais na linha referem a valores estatisticamente iguais.
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E evidenciado que ndo houve varia¢do entre os grupos, € nem mesmo dentro de cada grupo,
durante a avaliacdo do volume corpuscular médio (VCM) (Tabela 15). Desta forma, pode-se
afirmar que o VCM néo foi alterado pela intoxicacdo por ivermectina e pelos tratamentos
instituidos.

Tabela 15- Valores médios e desvio padréo do volume corpuscular médio (VCM) (fL) nos diferentes
grupos e tempos avaliados.

Tempo Grupos v IV_RL IV_EL EL

(horas)

0 65,23+6,17 Aa 64,68+1,98 Aa 65,92+2,53 Aa 62,57+6,59 Aa
3 67,96+3,38 Aa 63,73+1,64 Aa 64,57+2,60 Aa 66,65+5,36 Aa
4 66,38+4,29 Aa 62,77+2,62 Aa 67,22+2,21 Aa 65,02+4,75 Aa
6 64,97+3,82 Aa 61,57+1,36 Aa 68,68+6,25 Aa 65,08+3,06 Aa

* Para avaliacdo estatistica os dados sofreram transformacéo logaritmica 10 e foram analisados pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
maiUsculas iguais na coluna ou letras mintsculas iguais na linha referem a valores estatisticamente iguais.

5.2.2 Leucograma

Nos esfregacos sanguineos ndo foram observadas quaisquer alteragdes morfolégicas em
leucécitos. Os valores de referéncia dos parametros leucocitarios para coelhos sdo apresentados
na Tabelal6.

Tabela 16 — Valores de referéncia dos parametros leucocitarios para coelhos.

Parametros Leucocitarios Valor de Referéncia
Leucdcitos totais (/pL) 6.300 — 10.060
Neutréfilos segmentados (/uL) 1.490 - 3.210

Bastonetes (/pL) 0

Linfécitos (/uL) 3.360 — 7.000

Monécitos (/uL) 50 — 450

Eosindfilos (/uL) 10 - 150

Basofilos (/L) 60 — 360

Fonte: Campbell (2007a).

N&o houve diferenca significativa na leucometria total entre 0s grupos nos tempos zero, trés e
quatro horas (Tabela 17). Esta observagdo sugere que os diferentes tratamentos instituidos ndo
interferiram sobre a contagem total de leucécitos dos animais nestes momentos.

No tempo seis horas, por outro lado, é observada variacéo entre o grupo 1V e os grupos IV_RL
e IV_EL, em que os ultimos apresentam maior contagem total de leucdcitos em relacdo ao
primeiro. Ndo existe, porém, diferenga significativa entre os grupos IV_RL e IV_EL. Dentro
dos grupos 1V, IV_RL e EL houve variacdo na leucometria nos diferentes tempos, porém nao
foi observada variagdo significativa entre os tempos zero e seis horas. Variagdes na contagem
total de leucocitos em 15 a 30% podem ocorrer devido ao estresse sobre o qual o animal é
submetido durante a coleta (Campbell, 2007a). Desta forma, as variacbes dentro dos grupos
entre os diferentes tempos podem ser devido ao estresse.

Tabela 17- Valores médios e desvio padrdo da contagem total de leucécitos (/pL) nos diferentes grupos e
tempos avaliados

Tempo Grupos

(horas) I\ IV_RL IV_EL EL

0 7392,17+1568,16 Ca 7840,83+2404,99 Ba 8075,67+2140,37 Aa 8516,67+2332,74 ABa
3 10740,00+2539,29 Aa  12533,33+3294,03 Aa 12146,83+5518,26 Aa  11466,67+2411,36 Aa
4 9160,00+2472,45 ABa  10875,00+2269,18 ABa 10957,60+4591,47 Aa  7457,33+3707,36 Ba

6 7850,00+£2361,50 BCh  12150,00+£2212,84 ABa 12300,00+2890,50 Aa  9400,00+1369,67 ABab

* Para avaliacdo estatistica os dados sofreram transformacéo logaritmica 10 e foram analisados pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
maiusculas iguais na coluna ou letras mindsculas iguais na linha referem a valores estatisticamente iguais.

40



A proporcdo neutrdéfilos:linfocitos, a contagem absoluta de neutréfilos e de linfocitos parecem
ser mais confiaveis que a contagem leucocitaria total durante a avaliacdo do leucograma
(Campbell, 2007a).

Dentro de cada grupo, foram observadas diferencas significativas entre os diferentes tempos.
Todos os grupos apresentaram diferenca estatistica significativa entre o tempo zero e o trés
horas, com maior contagem de neutrdfilos segmentados no segundo momento e menor
contagem de linfécitos, exceto o grupo IV_RL, em que houve reducdo no tempo quatro horas.

A variagdo observada na contagem de neutrofilos e linfocitos pode ser justificada pelo estresse
ao qual os animais foram submetidos. Os linfdcitos sdo os leucdcitos predominantes em
coelhos, porém a proporcao neutrofilos:linfécitos (N:L) pode ser alterada pela idade, método de
contengdo e de coleta de sangue. O aumento sérico de cortisol, como o que ocorre durante o
estresse, pode causar inversdo da proporcdo N:L (Campbell, 2007a). El-Far (2013) e Sadek e
Shaheen (2015) relatam aumento do cortisol sérico ap6s a administracdo de ivermectina em
ratos e vacas, respectivamente. Com base nos dados obtidos, € possivel observar justamente esta
inversdo na proporcédo entre estes tipos celulares (Tabela 18 e Tabela 19).

N&o houve variacdo, porém, na contagem de neutrofilos segmentados e de linfdcitos entre os
grupos em todos os tempos, 0 que sugere que os tratamentos instituidos ndo alteram estes
parametros.

Tabela 18- Valores médios e desvio padrdo da contagem de neutrdfilos segmentados (/L) nos diferentes
grupos e tempos avaliados.

Tempo Grupos

(horas) [\ 1IV_RL IV _EL EL

0 3938,33+£1108,13 Ca 3053,78+1022,13 Ba 3868,68+1347,74 Ba 3858,00+1383,74 Ba
3 7137,80+2654,22 Aa 7458,50+2359,02 Aa 8342,97+4330,73 Aa 7391,50+2528,83 Aa
4 6284,00+2385,49 ABa  6544,00+1261,75 Aa 6853,76+2973,60 ABa 4215,35+2648,77 Ba
6 5580,25+2577,99 Ba 8272,75+3248,84 Aa 8013,80+1932,89 ABa 5633,83+765,90 ABa

* Para avaliacdo estatistica os dados sofreram transformacéo logaritmica 10 e foram analisados pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
maiUsculas iguais na coluna ou letras mintsculas iguais na linha referem a valores estatisticamente iguais.

Tabela 19- Valores médios e desvio padrdo da contagem de linfdcitos (/uL) nos diferentes grupos e
tempos avaliados.

Tempo \ Grupos
(horas) [\

IV RL IV EL EL
2924,17+775,15 Ca 4440,10+1895 58Ba _ 3709,43+973,92 Ba 4211,67+1164,03 Ba
3 2790,20+1418,85 Aa  4511,33+1456,86 Aa  3069,17+1718,83 Aa 3434,67+956,22 Aa
4 2432,00£604,29 ABa  3894,00+88390 Aa  3520,50+167527 ABa  2988,22+1201,16 Ba
6 1830,25:+390,04 Ba 3460,00+1065,46 Aa  3843,40+1900,84 ABa  3568,17+1253,55 ABa

* Para avaliagdo estatistica os dados sofreram transformacéo logaritmica 10 e foram analisados pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
maiusculas iguais na coluna ou letras mindsculas iguais na linha referem a valores estatisticamente iguais.

A contagem de mondcitos ndo variou entre 0s grupos, e nem mesmo dentro de cada grupo
(Tabela 20). A intoxicacdo pela ivermectina e os tratamentos instituidos nao tiveram influéncia
sobre a contagem destas células.

Tabela 20- Valores médios e desvio padrdo da contagem de mondcitos (/pL) nos diferentes grupos e
tempos avaliados.

Tempo \ Grupos
(horas)

v IV RL IV EL EL
502,50206,77 Aa 287,57%129,16 Aa 432,65+126,79 Aa __ 377,00£207,37 Aa
3 718,80+503,90 Aa 437,00+215,29 Aa 670,37+41559 Aa  550,33+352,54 Aa
4 444,00+222,56 Aa 406,25+304,70 Aa 549,32+406,93 Aa  224,43+169,15 Aa
6 419,75+202,46 Aa 353,75+62,59 Aa 388,60+280,81 Aa  168,00+126,51 Aa

* Para avaliacdo estatistica os dados sofreram transformacéo logaritmica 10 e foram analisados pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras

maiusculas iguais na coluna ou letras mindsculas iguais na linha referem a valores estatisticamente iguais.
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Bastonetes, basofilos e eosindfilos foram observados de forma esporédica, sem diferenga
significativa entre 0s grupos e os tempos.

5.2.2 Plaquetas

Nos esfregacos sanguineos ndo foram observadas quaisquer alteracbes morfoldgicas em
plaquetas. Em coelhos normais, a contagem total de plaquetas varia de 250 — 610 x10°céls/ pL
(Campbell, 2007a).

Foi evidenciado que ndo houve variagdo entre os grupos, e nem mesmo dentro de cada grupo,
durante a avaliacdo da contagem de plaquetas (Tabela 21). Desta forma, pode-se afirmar que
esta contagem ndo foi alterada pela intoxicacdo por ivermectina, pelos tratamentos instituidos e
ndo houve variacdo associada ao tempo transcorrido desde o inicio dos procedimentos.

Tabela 21- Valores médios e desvio padrao da contagem de plaquetas (x10*/uL) nos diferentes grupos e
tempos avaliados.

Tempo \Grupos

(horas) v IV RL IV EL EL

0 380,67+£93,79 Aa 308,70+145,50 Aa 346,33+42,17 Aa 261,67+57,56 Aa
3 375,20+71,82 Aa 334,17+90,42 Aa 343,80+45,85 Aa 275,00+57,79 Aa
4 359,00+61,09 Aa 303,25+35,78 Aa 310,00+72,93 Aa 219,33+134,56 Aa
6 347,00£39,13 Aa 260,25+162,75 Aa 283,00+121,82 Aa 246,33+86,14 Aa

* Para avaliagio estatistica os dados sofreram transformacéo logaritmica 10 e foram analisados pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
maiUsculas iguais na coluna ou letras mintsculas iguais na linha referem a valores estatisticamente iguais.

5.3 Analises Bioquimicas

O descongelamento e manutencédo sobre refrigeracdo das amostras lipémicas 36 horas antes do
seu processamento, e a separacdo do sobrenadante no dia da avaliagdo bioquimica foram
realizados como tentativa de reduzir a lipemia das amostras e evitar a interferéncia na avaliagdo
da concentragdo de glicose, proteina total, albumina, ureia e creatinina, e da atividade de ALT,
AST, FA e GGT. Para avaliacdo da concentracao sérica de triglicérides e colesterol se utilizou a
amostra na integra, pois era provavel que este preparo prévio provocasse alteracfes nos
resultados obtidos, uma vez que ambos séo lipofilicos.

Os valores de referéncia dos parametros bioquimicos para coelhos sdo apresentados na Tabela
22.

Tabela 22 — Valores de referéncia dos pardmetros bioquimicos para coelhos.

Pardmetros Bioquimicos Valor de Referéncia
Ureia (mg/dL) 473-57,7°¢
Creatinina (mg/dL) 08-29°
ALT (UI/L) <100°?
AST (UI/L) <100°
GGT (UIL) 0-14"

FA (UI/L) 121-145°¢
Glicose (mg/dL) 89 — 144 2¢
Triglicérides (mg/dL) 72-90°
Colesterol (mg/dL) 58,5-84,2°
Proteina Total (mg/dL) 5-85%
Albumina (mg/dL) 3-3,34°

Fontes: ® Campbell (2007b); ® Hewitt et al. (1989) ; © Spinelli et al., 2012.

5.3.1 Ureia e Creatinina

Durante a avaliagdo da concentracdo sérica de ureia (Tabela 23) foi possivel observar aumento
deste analito em todos os grupos. Arise and Malomo (2009) e Elzoghby et al. (2015) citam
aumento da ureia sérica apds a administracdo cronica de ivermectina em ratos. El-Far (2013)
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cita esta mesma alteracdo apo6s a administracao de 0,2mg/kg (dose terapéutica) e 0,4mg/kg deste
farmaco em coelhos, fato também observado em um ledo intoxicado (Sadiq et al., 2015). Estes
aumentos, porém, tendiam a se normalizar alguns dias apds a exposicao (Elzoghby et al, 2015;
Sadiq et al., 2015). E importante ressaltar que no caso relatado por Sadiq et al. (2015), o animal
envolvido estava desidratado. Estes autores sugerem que a ivermectina causou, mesmo que de
forma transitéria, alteracdo na funcdo renal, porém no presente estudo ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos, ocorrendo aumento na concentracdo de ureia inclusive no grupo que
ndo recebeu ivermectina (EL). Hopper et al (2002) e Nelson et al. (2003) relatam cées
intoxicados por ivermectina, enquanto Bruenisholz (2012) relata um pdnei também intoxicado
por este farmaco, sem alteracdo na concentragdo sérica de ureia. Como citado anteriormente, é
possivel que os animais tenham apresentado hipotensdo, a qual pode causar uma reducdo no
fluxo renal. Nestes casos, ocorre aumento da reabsor¢do passiva da ureia, aumentando sua
concentracdo serica (Fettman e Rebar, 2007; Braun, 2008).

Foi observado nos grupos 1V, IV_RL e IV_EL um aumento na concentracdo sérica de creatinina
(Tabela 24), sem diferenca estatistica entre eles. Apesar de ndo haver aumento no grupo EL, os
valores encontrados nele ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa em relacdo
aos grupos em que os animais foram intoxicados. Existem relatos que citam este aumento em
animais tratados com ivermectina na dose terapéutica (Seri et al., 2001; El-Far, 2013), que
receberam tratamento prolongado (Arise e Malomo, 2009; Elzoghby et al, 2015) ou dose
considerada toxica (Sagib et al, 2015), porém esta alteracdo tem uma tendéncia a se normalizar
apos alguns dias. Seri et al. (2001a) sugerem que apesar do aumento na concentracao sérica de
creatinina, a funcdo renal ndo foi afetada, uma vez que os valores encontrados permaneceram
dentro dos de referéncia para a espécie envolvida. Por outro lado, 0 aumento na concentragdo de
creatinina ndo foi observado por Hopper et al (2002), Nelson et al. (2003) e Bruenisholz (2012)
em cdes e em um pdnei intoxicado por ivermectina. Este aumento, de forma similar ao discutido
para a ureia, pode ocorrer ap6s uma hipotensdo (causa pré-renal) e consequente reducdo da taxa
de filtragdo glomerular (Fettman e Rebar, 2007).

Em ambas as avaliagfes, ndo houve diferenga significativa entre os grupos intoxicados (1V,
IV_RL, IV_EL) e o ndo intoxicado (EL), e apesar das varia¢des observadas, em todos 0s grupos
a concentragdo média de ureia e creatinina se manteve dentro dos valores fisiologicos de
referéncia da espécie (Tabela 22). Sugere-se que a intoxicagdo pela ivermectina e os tratamentos
instituidos ndo apresentaram influéncia sobre a fungdo renal do animal, porém a avaliacdo da
ocorréncia ou ndo de alteragfes histopatoldgicas (citadas posteriormente neste texto) pode
auxiliar na determinacdo se houve lesdo renal significativa.

Tabela 23- Valores médios e desvio padrdo da concentragdo sérica de ureia (mg/dL) nos diferentes grupos
e tempos avaliados.

Tempo \ Grupos

(horas) v IV RL IV EL EL

0 33,43£10,79 Ba 34,26+12,65 Ba 36,98+10,53 Ba 36,74+7,52 Ba
3 40,21+8,72 Aa 41,56+12,32 Aa 42,64+11,96 ABa 43,02+8,18 ABa
4 43,45+11,12 Aa 42,43+14,93 Aa 51,26+14,38 Aa 48,97+9,40 ABa
6 53,25+8,32 Aa 45,06+14,69 Aa 49,87+14,63 Aa 58,21+15,64 Aa

* Para avaliacdo estatistica os dados sofreram transformacéo logaritmica 10 e foram analisados pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
maiusculas iguais na coluna ou letras mindsculas iguais na linha referem a valores estatisticamente iguais.

Tabela 24- Valores médios e desvio padrdo da concentragdo sérica de creatinina (mg/dL) nos diferentes
grupos e tempos avaliados.

Tempo Grupos

(horas) [\ 1V _RL IV _EL EL

0 1,23+0,20 Ba 1,3940,19 Ba 1,19+0,20 Ba 1,42+0,33 Ba
3 1,48+0,17 Aa 1,62+0,29 Aa 1,56+0,23 ABa 1,40+0,34 ABa
4 1,49+0,09 Aa 1,54+0,35 Aa 1,17+0,25 Aa 1,28+0,35 ABa
6 1,46+0,14 Aa 1,57+0,37 Aa 1,30+0,15 Aa 1,18+0,23 Aa

* Para avaliacéo estatistica os dados sofreram transformag&o logaritmica 10 e foram analisados pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
maiusculas iguais na coluna ou letras mindsculas iguais na linha referem a valores estatisticamente iguais.
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5.3.2ALT, AST, GGT e FA

Durante a analise da atividade da enzima ALT entre os diferentes grupos, somente foi
observado aumento dentro do grupo EL (Tabela 25) apds a realizacdo da infusdo (iniciada no
tempo trés horas). De forma similar, ndo houve variacdo no grupo 1V na avaliacdo da atividade
de AST, porém houve aumento em ambos 0s grupos que receberam infusdes lipidicas (IV_EL e
EL) (Tabela 26).

A auséncia de alteragOes da atividade de ALT e AST no grupo IV demonstra que a ivermectina
ndo gerou lesdo hepética nos animais intoxicados durante o periodo de seis horas apds a
exposi¢cdo. Por outro lado, o aumento da atividade destas enzimas no grupo EL, e de AST
também no grupo EL, sugere que esta alteracdo foi devido a infusdo de emulsdo lipidica. Uma
quantidade maior de lipidios nos hepatdcitos, fornecidos pela emulséo lipidica, pode causar o
aumento da atividade sérica das enzimas de extravasamento ALT e AST (Lassen, 2007b).

E importante ressaltar que mesmo com 0s aumentos nas atividades da ALT e AST, os valores
encontrados foram mantidos dentro da normalidade (Tabela 22). Desta forma, sugere-se que a
ELI ndo causou danos significativos a funcéo hepatica na dose e tempo utilizados.

Tabela 25- Valores médios e desvio padrdo da atividade da enzima ALT (UI/L) nos diferentes grupos e
tempos avaliados.

Tempo Grupos

(horas) [\ 1IV_RL IV _EL EL

0 28,27+10,70 Aa 20,17+8,26 Aa 20,54+6,53 Aa 18,55+4,62 Ba

3 26,66+10,57 Aa 20,59+4,57 Aa 36,39+ 39,36 Aa 17,16+5,75 Ba

4 30,14+10,76 Aab 17,94+1,25 Ab 78,17+78,09 Aa 28,26+3,24 ABab
6 34,48+10,20 Aa 18,20+1,73 Aa 42,28+29,34 Aa 39,67+16,55 Aa

* Para avaliacéo estatistica os dados sofreram transformagéo logaritmica 10 e foram analisados pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
maiUsculas iguais na coluna ou letras mintsculas iguais na linha referem a valores estatisticamente iguais.

Tabela 26- Valores médios e desvio padrdo da atividade da enzima AST (UI/L) nos diferentes grupos e
tempos avaliados.

Tempo Grupos

(horas) [\ 1IV_RL IV_EL EL

0 31,59+5,47 Aa 27,18+8,94 Aab 20,96+9,02 Bb 25,89+2,73 Bab
3 37,96+16,87 Aa 39,20+11,73 Aa 32,45+12,69 ABa 27,37+5,09 Ba
4 47,87+29,53 Aa 35,75+14,38 Aa 64,37+50,40 ABa 56,23+32,63 Aa
6 36,27+16,65 Aa 37,12+14,90 Aa 60,62+24,93 Aa 70,82+24,27 Aa

* Para avaliacéo estatistica os dados sofreram transformag&o logaritmica 10 e foram analisados pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
maiUsculas iguais na coluna ou letras minusculas iguais na linha referem a valores estatisticamente iguais.

Né&o foi observada diferenca significativa nos valores da atividade da GGT entre os diferentes
grupos e entre os diferentes tempos (Tabela 27). Nao foi possivel realizar comparagcdes com 0s
momentos quatro e seis do grupo IV_EL, possivelmente devido a interferéncia da lipemia na
realizacdo do teste cinético de mensuracdo da mesma. E sugerido que tanto a intoxicacdo por
ivermectina quanto os tratamentos instituidos ndo alteram a atividade desta enzima, ou seja, ndo
existe comprometimento de canaliculos biliares e colestase (Campbell, 2007b; Lassen, 2007b).
Todas as medias encontradas em todos os grupos e diferentes momentos de avaliacdo se
encontram dentro do valor considerado normal para a espécie (Tabela 21).

Tabela 27- Valores médios e desvio padrdo da atividade da enzima GGT (UI/L) nos diferentes grupos e
tempos avaliados.

Tempo Grupos

(horas) 1V 1V _RL IV_EL EL

0 7,42+1,44 Aa 8,19+3,03 Aa 8,12+1,2 Aa 7,9942,75 Aa
3 7,29+0,92 Aa 7,31+2,37 Aa 7,01+2,35 Aa 9,28+1,85 Aa
4 7,16+2,21 Aa 6,82+5,90 Aa falad 13,47+3,15 Aa
6 7,33+1,57 Aa 6,99+4,10 Aa el 8,97+3,52 Aa

* Para avaliacdo estatistica os dados sofreram transformagéo logaritmica 10 e foram analisados pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
maiUsculas iguais na coluna ou letras mintsculas iguais na linha referem a valores estatisticamente iguais.
**ngdo houve numero minimo para comparacéo; erro na leitura provavelmente devido a lipemia das amostras.
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Néo foi observada diferenca significativa na atividade da enzima FA entre 0s grupos em um
mesmo momento. Ao avaliarmos dentro de cada grupo, observamos que ndo houve alteracdes
significativas nos grupos IV, IV_RL e EL. No grupo IV_EL houve aumento significativo ao
compararmos 0 momento zero com 0s tempos quatro e seis horas. Este aumento, associado a
auséncia de alteracdes nos grupos IV e EL e entre 0s grupos, provavelmente néo é clinicamente
significativo por ndo ser muito superior ao encontrado no tempo zero, considerado como a
normalidade deste grupo de animais. Desta forma, sugere-se que a intoxicagao por ivermectina
e 0s tratamentos realizados ndo alteram a atividade da FA. Os valores obtidos foram, porém,
mais altos do que os relatados pela literatura como normais para a espécie (Tabela 22 e Tabela
28), inclusive no tempo zero, em que nenhum farmaco havia sido administrado. Sugere-se que
estes animais apresentavam, na sua normalidade, valores mais altos de atividade da FA do que o
relatado pela literatura.

Tabela 28- Valores médios e desvio padrdo da atividade da enzima FA (UI/L) nos diferentes grupos e
tempos avaliados.

Tempo \G rupos
(horas)

v IV RL IV EL EL
0 116,78+35.07 Aa 150,42+26,80 Aa 162,37+24,63 Ba 143,10+44,28 Aa
3 124,10+29,32 Aa 154,35+16,67 Aa 177,17+18,39 ABa 152,10+45,74 Aa
4 128,29+33,07 Aa 154,75+22,19 Aa 187,65+25,52 Aa 157,23+50,80 Aa
6 130,19+33,25 Aa 161,63+18,81 Aa 183,13+23,36 Aa 155,63+68,66 Aa

* Para avaliacdo estatistica os dados sofreram transformacéo logaritmica 10 e foram analisados pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
maiUsculas iguais na coluna ou letras minusculas iguais na linha referem a valores estatisticamente iguais.

As enzimas ALT, AST, GGT e FA podem ser utilizadas para a avaliacdo da presenca de leséo
hepética nos animais. Em coelhos, 0 aumento na atividade da ALT plasmatica é indicador
especifico de lesdo hepatica, com correlacdo positiva entre 0 aumento desta e o grau de necrose
hepética. Por outro lado, o aumento na atividade da AST pode ser consequéncia de causas extra-
hepéticas. A FA de coelhos apresenta trés isoenzimas, sendo uma intestinal e duas
hepatica/renal. Desta forma, esta também pode aumentar devido a causas extra-hepaticas. Para a
deteccdo de alteracdo hepatica em coelhos, a dosagem plasmatica da lactato desidrogenase
(LDH) pode ser benéfica, porém muitas vezes ndo € utilizada por apresentar ampla distribui¢éo
tecidual e influéncia de hemdlise e do manuseio na sua atividade. A GGT tem origem principal
em células epiteliais dos ductos biliares, e a obstrucdo hepatobiliar causa aumento significativo
na atividade desta enzima (Campbell, 2007b; Lassen, 2007b).

Aries e Malomo (2009), Utu-Baku (2009) e Elzoghby (2015) relatam aumento da atividade das
enzimas ALT, AST, GGT e FA ap6s a administracdo de ivermectina em ratos, porém esta foi
administrada de forma cronica, diferente do realizado no presente estudo. El-Far (2013) cita
aumento na atividade da AST e ALT ap0s a administracdo de 0,2mg/kg 0,4mg/kg deste farmaco
em coelhos, enquanto Sadiq et al. (2015) relatam aumento na atividade das enzimas GGT e FA,
sem alteracdo na das enzimas ALT e AST em um ledo intoxicado pela ivermectina. Por outro
lado, assim com observado com os marcadores de funcdo renal, Hopper et al. (2002), Nelson et
al. (2003) e Bruenisholz (2012) ndo observaram variagOes na atividade destas enzimas nos
animais intoxicados.

De acordo com os dados encontrados pela avaliacdo das enzimas ALT, AST, GGT e FA nos
diferentes grupos e tempos, é possivel concluir que a intoxicacdo pela ivermectina e 0s
diferentes tratamentos administrados ndo geraram, no atual experimento, lesdo hepatica
significativa durante o intervalo avaliado.

5.3.3 Glicose

O aumento dos valores da concentragdo sérica de glicose encontrados no grupo 1V e observados
de forma similar nos grupos IV_RL e IV_EL sugere que a administragdo da ivermectina causou
hiperglicemia progressiva nos animais intoxicados (Tabela 22 e Tabela 29). A hiperglicemia
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pode ser causada por aumento da concentracdo de catecolaminas e aumento da concentracdo de
corticoides no animal. As catecolaminas podem ser liberadas na presenca de dor e excitacdo,
enquanto os glicocorticoides podem ser liberados secundariamente ao estresse (Lassen, 2007c).
Uma vez que os animais do grupo EL ndo apresentaram hiperglicemia em nenhum momento,
sendo submetidos @ mesma manipulacdo dos animais dos outros grupos, acredita-se que a
hiperglicemia ndo foi causada pela excitagdo. Existe, porém, a possibilidade dos animais
intoxicados terem apresentado dor que ndo foi observada clinicamente, possivelmente por
estarem muito deprimidos. El-Far (2013) e Sadek e Shaheen (2015) relatam aumento do cortisol
sérico apds a administracdo de ivermectina em doses terapéuticas em ratos e vacas,
respectivamente. Este aumento hormonal pode indicar que a ivermectina causa um estresse ao
animal, o que justificaria a hiperglicemia. Ratos que receberam ivermectina na dose de
0,4mg/kg, por via oral, durante 15 dias, também apresentaram aumento na concentracao sérica
de glicose. Os autores sugeriram que este aumento poderia ter ocorrido pelo aumento da
mobilizacéo de glicose para o metabolismo, por uma reducéo no consumo celular da glicose, ou
devido a uma modulacdo da capacidade do tdbulo renal em reabsorver glicose ativamente,
porém a causa ndo foi estabelecida (Arise e Malomo, 2009). Por outro lado, Seri et al. (2001),
Hopper et al. (2002), Nelson et al. (2003) e Bruenisholz (2012) ndo observaram alteragdes na
concentragdo sérica de glicose apds exposicdo a ivermectina, e Sagib et al. (2015) relatam
hipoglicemia em um ledo intoxicado. Maiores estudos sdo necessarios para estabelecer os
mecanismos pelo qual a ivermectina pode ter causado hiperglicemia nos animais intoxicados.

Akbari e Dalir-Naghaded (2014) relatam aumento transitorio da glicemia apds infusdo de
emulsdo lipidica 10% intravenosa na taxa de 0,025ml/kg/hora durante seis horas em ovelhas.
Este aumento nédo foi observado, porém no grupo EL, o que demonstra que a ELI ndo atuou
sobre a glicemia dos animais no presente estudo. A auséncia de diferenca significativa entre os
grupos IV, IV_RL e IV_EL sugere que os tratamentos instituidos ndo tiveram influéncia sobre a
tendéncia de elevacao da glicemia nos animais intoxicados.

Tabela 29- Valores médios da concentragdo sérica de glicose (mg/dL) nos diferentes grupos e tempos
avaliados.

Tempo \Grupos

(horas) v IV RL IV EL EL

0 98,93+21,49 Ba 116,01+34,48 Ba 118,58+19,65 Ba 103,43£15,38Aa
3 178,10+40,78 Aa 154,91+51,70 ABab 182,73+67,66 ABa 110,63+9,95 Ab
4 203,82+73,13 Aa 154,47+42,36 ABab 176,34+34,53 Aab 119,50+15,79 Ab
6 234,90462,62 Aa 161,35+43,76 Aab 208,57+43,01 Aa 108,78+15,81 Ab

* Para avaliagdo estatistica os dados sofreram transformacéo logaritmica 10 e foram analisados pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
maiusculas iguais na coluna ou letras mindsculas iguais na linha referem a valores estatisticamente iguais.

5.3.4 Triglicérides e Colesterol

No grupo 1V, é possivel observar um aumento progressivo significativo na concentracdo sérica
de triglicérides (Tabela 30), o que sugere que a administragdo da ivermectina resultou em
aumento dos valores séricos deste analito. Esta tendéncia também pode ser observada no grupo
IV_RL.

A sintese de triglicérides ocorre principalmente no figado, tecido adiposo, intestino delgado e
glandula mamaria, sendo que este Gltimo secreta estes lipidios no leite. A sua concentracdo
sérica € equilibrada pela absorcéo intestinal, sintese e secre¢do hepética, e secrecdo no tecido
adiposo, porém esta regulacdo ainda ndo é completamente conhecida. Sabe-se que ela sofre a
influéncia de horménios como o glucagon, catecolaminas e insulina (Lassen e Veltman, 2007;
Bruss, 2008). Ao conhecimento do autor, ndo existem relatos que associam a intoxicagdo por
ivermectina & ocorréncia de hipertrigliceridemia. Nao foi encontrada uma justificativa clara para
este aumento observado e, desta forma, maiores estudos sdo necessarios para determinar a causa
pela qual os animais intoxicados por ivermectina apresentaram hipertrigliceridemia.
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Nos tempos quatro e seis horas ha uma diferenca entre 0s grupos que ndo receberam emulsédo
lipidica (IV e IV_RL) e os que a receberam (IV_EL e EL), com valores mais altos nos ultimos.
Uma vez que as emulsdes lipidicas sdo fontes de acidos graxos (Chan, 2005; Driscoll, 2006;
Bonfim et al., 2012), é esperado que esta concentracdo aumente imediatamente apds a sua
infusdo. Este fato foi evidenciado por Akbari e Dalir-Naghadeh (2014) que descreveram
aumento de sete vezes na concentracao de triglicérides de ovelhas apés a realizacdo de infusdo
intravenosa de emulséo lipidica 10% na taxa de 0,025ml/kg/min durante seis horas, com retorno
aos valores normais apds 24 horas.

E importante ressaltar que em ambos 0s grupos que receberam a ELI, os animais apresentaram
hipertrigliceridemia intensa (Tabela 22 e Tabela 30). Um dos cuidados recomendados durante a
administracdo das ELI é a tentativa da manutencdo da concentracdo sérica dos triglicérides
dentro dos valores de normalidade (Chan, 2005). Deste modo, e possivel que outro protocolo
fosse mais adequado para gerar menor alteracdo na concentracdo sérica de triglicérides. Este
fato corrobora a hipétese de que o protocolo mais adequado ir& variar ndo somente com o agente
toxico envolvido, mas também com a espécie acometida. Por outro lado, é possivel que um
intervalo maior de monitoragdo pés-administracdo da ELI demonstrasse uma reducdo gradual
desta concentragao.

Tabela 30- Valores médios e desvio padrdo da concentracdo sérica de triglicérides (mg/dL) nos diferentes
grupos e tempos avaliados.

Tempo \ Grupos
(horas) v IV RL IV EL EL
69,58+13,30 Ca 105,38+55,66 Ba 99,08+27,23 Ca 73,31+£14,34 Ca
3 110,98+30,51 Bab 140,19+68,36 ABa 196,20+£122,55 Ba 66,83+9,72 Cbh
4 130,97+45,53 ABb 183,30+ 104,67Ab 2365,72+372,91 Aa 1736,28+292,39 Aa
6 186,67+101,64 Ab 212,34+131,67 Ab 2230,32+602,40 Aa 1233,10+144,68 Ba

* Para avaliagdo estatistica os dados sofreram transformacéo logaritmica 10 e foram analisados pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
maiUsculas iguais na coluna ou letras minusculas iguais na linha referem a valores estatisticamente iguais.

Em todos os grupos foi observada no tempo zero, antes da administracdo de qualquer farmaco,
concentracdo sérica de colesterol maior do que os valores de referéncia estabelecidos para a
espécie (Tabela 22 e Tabela 31). A concentracdo normal de colesterol nesta espécie pode variar
de acordo com a idade, raga, linhagem e sexo do animal (Campbell, 2007b). Desta forma,
sugere-se que este grupo de animais apresenta em sua normalidade concentracdo sérica de
colesterol mais elevada do que o referido pela literatura.

Néo foi observada diferenca significativa dentro do grupo IV, 0 que sugere que a ivermectina
ndo altera a concentracao sérica de colesterol dos animais intoxicados. Nos tempos quatro e seis
horas, é possivel observar diferenca significativa entre os grupos que ndo receberam a ELI (1V e
IV_RL) e os que a receberam (IV_EL e EL). Desta forma, é possivel concluir que a
administracdo da ELI foi responsavel pelo aumento na concentracdo de colesterol dos animais.
De forma similar ao que foi observado com os triglicérides, nos grupos que receberam a ELI ha
aumento na concentracdo sérica de colesterol ap6s a infusdo da mesma. Esta variacdo é
justificada pelo fato da ELI ser fonte de &cidos graxos (Chan, 2005; Driscoll, 2006; Bonfim et
al., 2012). Em ambos o0s grupos, apds esta infusdo, 0s animais apresentaram
hipercolesterolemia. Desta forma, a infuséo de ELI na dose utilizada causou hipercolesterolemia
em coelhos.

Tabela 31- Valores médios e desvio padrdo da concentragdo sérica de colesterol (mg/dL) nos diferentes
grupos e tempos avaliados.

Tempo \ Grupos
(horas) v IV RL IV EL EL
90,97+37,20 Aa 104,43+48,94 Aa 108,97+41,41 Ba 103,90+64,05 Ba
3 84,42+32,27 Aa 93,41+40,84 Ba 104,86+37,36 Ba 100,80+61,23 Ba
4 84,96+31,24 Aa 88,74+37,87 Ba 681,84+677,43 Ab 810,40+1133,83 Ab
6 72,79+£21,58 Aa 89,41+37,37 Ba 884,04+666,43 Ab 755,68+839,838 Ab

* Para avaliacdo estatistica os dados sofreram transformagéo logaritmica 10 e foram analisados pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
maiusculas iguais na coluna ou letras mindsculas iguais na linha referem a valores estatisticamente iguais.

47



5.3.5 Proteina Total e Albumina

Na avaliagcdo da concentracdo sérica de proteina total (Tabela 32) é possivel observar no grupo
IV que ndo houve diferenca estatistica entre o tempo zero e o seis horas, 0 que sugere que a
ivermectina ndo alterou este parametro. Esse achado é compativel com o relatado por Seri et al.
(2001a). Por outro lado, no grupo IV_RL é observada reducdo significativa da concentracéo
total de proteina a partir do momento em que a infusdo de ringer lactato é realizada. Por isso,
esta alteracdo pode ser justificada pelo efeito diluidor da fluidoterapia (Fettman, 2007,
Stockham e Scott, 2008b; Tvedten, 2010). Esta reducdo ndo apresenta importancia clinica, uma
vez que o valor encontrado ainda se encontra dentro dos limites de referéncia para a espécie.

Foi observado, também, que nos tempos zero e trés horas ndo ha variacdo significativa na
concentracdo de proteina total entre os quatro grupos. Porém, nos tempos quatro e seis horas ha
diferenga entre os grupos que receberam a emulsdo lipidica (IV_EL e EL) e os que ndo a
receberam. Dentro dos grupos IV_EL e EL a concentragéo proteica total encontrada nos tempos
quatro e seis € maior em relagdo aos momentos zero e trés horas. Estes achados sugerem que a
lipemia prejudicou esta quantificagdo, uma vez que a lipemia causa turvacdo do soro e 0 método
utilizado é espectrofotometria por métodos colorimétricos (Lassen, 2007a).

Tabela 32- Valores médios e desvio padrdo da concentragdo sérica de proteina total (mg/dL) nos
diferentes grupos e tempos avaliados.

Tempo \ Grupos

(horas) v IV RL IV EL EL

0 5,56+0,71 Aa 5,58+0,42 Aa 5,57+0,52 Ba 6,14+0,54 Ba
3 5,14+0,49 ABa 5,12+0,50 ABa 5,39+0,45 Ba 5,67+0,39 Ba
4 5,11+0,55 Bb 4,97+0,40 Bb 13,78+6,41 Aa 9,00£1,37 Aa
6 5,34+0,42 ABb 5,03+0,52 Bb 10,54+0,54 Aa 8,91+1,79 Aa

* Para avaliagdo estatistica os dados sofreram transformacéo logaritmica 10 e foram analisados pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
maiUsculas iguais na coluna ou letras mintsculas iguais na linha referem a valores estatisticamente iguais.

Nos grupos IV e IV_RL pode-se observar redugdo da concentracdo de albumina. No grupo
IV_RL, a reducdo na concentragdo sérica de albumina pode ser justificada pela hemodiluicdo
causada pela infusdo de ringer lactato (Fettman, 2007; Stockham e Scott, 2008b; Tvedten,
2010). Assim como foi descrito anteriormente, a transferéncia de fluido intersticial ao sangue
em resposta a uma possivel hipotensao pode ter efeito diluidor (Thrall, 2007; Stockham e Scott,
2008a), justificando a reducdo na concentracdo de albumina do tempo zero para o tempo seis
horas no grupo 1V. Esta redugdo apds a exposi¢do a ivermectina também foi relatada por Seri et
al. (2001a), Arise e Malomo, (2009) e Elzoghby et al. (2015).

Ao comparar a concentracdo sérica de albumina em todos 0s grupos nos tempos zero e trés
horas ndo ha diferenca significativa entre eles (Tabela 33). Nos momentos quatro e seis horas,
ha diferenga entre o grupo IV_EL e os grupos IV e IV_RL. E. A lipemia observada nestes
grupos nos tempos quatro e seis horas pode ter interferido, novamente, na leitura da
concentragdo da albumina, superestimando a mesma, uma vez que os métodos utilizados na
espectrofotometria, para esses analitos, sdo colorimétricos (Lassen, 2007a). Isto também pode
ser observado pela maior concentracdo de albumina nos tempos quatro e seis em relagdo aos
tempos anteriores nos grupos IV_EL e EL.

Tabela 33- Valores médios e desvio padrdo da concentragdo sérica de albumina (mg/dL) nos diferentes
grupos e tempos avaliados.

Tempo Grupos

(horas) [\ IV_RL IV_EL EL

0 4,25+0,49 Aa 4,22+0,30 Aa 4,2740,23 Ba 4,46+0,31 Ba
3 3,94+0,39 Ba 3,92+0,29 ABa 4,08+0,20 Ba 4,17+0,22 Ba
4 3,88+0,41 Bb 3,80+0,31 Bb 7,36+3,81 Aa 5,21+0,55 Aab
6 3,98+0,39 Bb 3,87+0,27 Bb 7,03+3,53 Aa 5,23+0,32 Aab

* Para avaliacdo estatistica os dados sofreram transformacéo logaritmica 10 e foram analisados pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
maiusculas iguais na coluna ou letras mindsculas iguais na linha referem a valores estatisticamente iguais.
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5.4 Quantificacdo da Ivermectina em Figado, Gordura, Encéfalo e Rim

Em todos os grupos, foi encontrada maior concentracao de ivermectina em figado e gordura. O
encéfalo, dentre os 6rgdos analisados, apresentou a menor concentragdo de ivermectina. No rim
a presenca do farmaco foi menor do gque a encontrada em figado e gordura, porém maior do que
a em encéfalo (Tabela 34 e Figura 7). Estes resultados sdo compativeis com os relatos de Chiu
et al. (1990a), Chiu et al. (1990b) e Canga et al. (2009).

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos na concentracdo de
ivermectina encontrada no figado, gordura e no encéfalo. Desta forma, sugere-se que oS
tratamentos ndo alteraram, nas trés horas apds a sua realizacdo, a quantidade de ivermectina
depositada nestes 6rgaos. Existe a possibilidade do tempo entre a infusdo da ELI e 0 momento
da eutanasia ter sido curto para que houvesse efetiva reducdo nestas concentragcdes segundo o
efeito de sequestro proposto pela teoria de lipid sink (Weinberg et al., 1998; Weinberg et al.,
2003; Weinberg et al., 2006; Cave e Harvey, 2009; Fernandez et al., 2011).

Tabela 34- Médias e desvio padrdo da quantificacdo de ivermectina (mg/kg de tecido) em figado, gordura,
rim e encéfalo nos diferentes grupos.

Grupo \ Orgdo Figado Gordura Rim Encéfalo

v 6,73+3,76 Ab 6,06+2,49 Abc 2,76+1,18 Ac 0,36+0,26 Aa
IV_RL 5,25+2,17 Ab 6,00£3,22 Abc 2,37+1,05 Ac 0,41+0,51 Aa
1IV_EL 5,88+2,50 Ab 5,71+0.96 Ab 4,31+2,35 Ab 0,48+0,18 Aa

* Para avaliacdo estatistica os dados sofreram transformacéo logaritmica 10 e foram analisados pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
maiUsculas iguais ou letras minusculas iguais na linha referem a valores estatisticamente iguais.
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Figura 10 - Gréfico das médias da quantificagdo de ivermectina (mg/kg de tecido) em figado, gordura,
rim e encéfalo nos diferentes grupos.

5.5 Obitos

Dos 24 animais utilizados neste experimento, cinco foram a 6bito antes de serem eutanasiados.
A Tabela 35 demonstra em quais grupos e momentos os 6bito ocorreram.

Tabela 35- Distribui¢do dos 6bitos nos diferentes grupos e tempos.

Grupo\ Tempo 2 horas 3 horas 4 horas 5 horas
v - 1 animal lanimal

IV_RL - 1 animal - lanimal
IV_EL - 1 animal

EL
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E possivel observar que dos cinco animais que morreram, trés foram em momento prévio ao
tratamento (tempo trés horas). Nenhum animal do grupo EL foi a 6bito. E possivel que melhor
resposta clinica, e menor nimero de 6bitos, ocorressem caso 0s tratamentos fossem instituidos
de forma mais precoce, porém muitas vezes na pratica hospitalar o animal é atendido
transcorrido periodo maior que trés horas da exposi¢do ao farmaco.

5.6 Avaliacdo Macroscopica e Histologica

A macroscopia de todos os 6rgdos, ndo foram observadas alteracdes. No encéfalo ndo foram
observadas alteragBes histologicas, corroborando com Dadarkar et al. (2007) em ratos
intoxicados pela ivermectina.

Em todos os grupos, sem variagdo significativa entre eles, congestdo foi observada nos
fragmentos de rim (Figura 11), coracdo, baco e figado. Uma vez que ndo houve variagdo entre
0S grupos, estes achados ndo foram causados pela intoxicagdo ou pelos tratamentos realizados.
A eutanasia realizada por sobredose de barbitaricos, como o tiopental utilizado no presente
experimento, pode causar congestdo passiva (Fry e McGavin, 2012).

No figado foi observada, sem diferenca significativa entre os grupos, presenca de hematopoese
extramedular e discreta a moderada quantidade de vacuolos bem delimitados
intracitoplasmaticos nos hepatacitos (Figura 12).

A hematopoese pds-natal pode ocorrer em condi¢cdes de aumento na demanda de células
sanguineas. Porém o grau desta producdo em pequenos animais pode ser um achado incidental
(Stalker e Hayes, 2007). Ao relacionar esta alteragdo com a hematologia discutida previamente
é possivel concluir que esta ndo apresenta significado clinico.

A vacuolizagdo citoplasmatica nos hepatocitos pode ocorrer por degeneracdo hidropica,
glicogénica (associada ao hiperadrenocorticismo), e lipidose. A degeneracao hidropica pode ser
observada ap6s insultos toxicos ou metabdlicos variados, hipoxia ou colestase (Stalker e Hayes,
2007). E importante ressaltar que segundo Campbell (2007b) a ocorréncia de colestase em
coelhos resultaria em aumento na atividade da GGT, fato ndo evidenciado neste estudo, como
relatado anteriormente. Uma vez que no presente estudo esta alteracdo foi observada de forma
similar em todos os grupos, sem diferencga estatisticamente significativa entre eles, conclui-se
que ela nédo foi causada pela intoxicagdo por ivermectina ou como consequéncia dos tratamentos
instituidos. Por outro lado, todos os animais foram submetidos a jejum alimentar prolongado de
12 horas. Desta forma, acredita-se que houve aumento na mobilizacdo de triglicérides da
gordura como tentativa de manter o metabolismo energético nestes animais durante o periodo de
jejum, sendo estes depositados nos hepatdcitos causando a vacuolizacdo observada. A aparéncia
microscopica dos glébulos de triglicérides nos hepatdcitos varia de micro a macrovacuolos bem
delimitados. O aumento na mobilizacdo tende a produzir lipidose microvacuolar, como foi
observado nestes animais (Stalker e Hayes, 2007). Dadarkar et al. (2007) relatam necrose
centro-lobular discreta e hemorragia em ratos intoxicados de forma aguda pela ivermectina.
Estes achados ndo foram encontrados no presente experimento.
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Figura 12: Figado: degeneragdo micro- e macro vacuolar multifocal discreta (setas). HE: 400x.

Desta forma, em consonancia com os resultados bioquimicos discutidos anteriormente, a
intoxicacdo pela ivermectina e os tratamentos instituidos ndo causaram lesdo hepatica ou renal.
Também ndo houve dano histolégico ao encéfalo e ao baco.
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6. CONCLUSOES

Coelhos Nova Zelandia podem ser utilizados como modelo experimental de intoxicacdo por
ivermectina por via oral. Este farmaco causou nestes animais alteragdes clinicas, principalmente
neuroldgicas, porém sem danos significativos a funcéo renal e hepética, apesar do alto acimulo
de ivermectina nestes 6rgdos, e sem danos histopatoldgicos a estes e ao encéfalo e baco. A
infusdo de emulsdo lipidica ndo se mostrou, nas trés horas posteriores a sua realizacao, efetiva
em alterar as manifestacBes clinicas e a deposicdo organica da ivermectina nos animais
intoxicados. Porém, esta terapia se mostrou clinicamente e histologicamente segura.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Maiores estudos sdo necessarios para avaliar a efetividade da emulséo lipidica intravenosa, e 0
protocolo mais adequado, em casos de intoxicacdo pela ivermectina.
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9. ANEXOS
9.1 Certificado do CEUA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

X . CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

UFMG
CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n®. 369 / 2014, relativo ao projeto intitulado “Uso da emulsio lipidica intravenosa no

tratamento da mtoxicacdo por rvermectna ou deltametrina ™, que tem como responsavel MARILIA MARTINS MELO,

estd de acordo com os Principios Eticos da Experimentagio Animal, adotados pela Comissio de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UFMG). tendo sido aprovado na reunifio de 12/05/2015. Este certificado espira-se em 12/05/2020.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n°. 369 / 2014, related to the Project entilted “Use of intravenous lipid emulsion in
the treatment of tvermectin or deltamethrin poisomng ~, under the supervision of MARILTA MARTINS MELO, 15 1n
agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal
Experimentation (CEUA/UFMG), and was approved in 12/05/2015. This certificates expires in 12/05/2020.

Cleuza Maria de Faria Rezende
Coordenador(a) da CEUA/UFMG
Belo Horizonte, 12/05/20135.
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