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RESUMO

Este estudo teve como objetivo monitorar o efeito da dipirona apds multiplas administragdes
em jumentos nordestinos e avaliar se houve acumulo de seus metabolitos. Dez jumentos
machos castrados, com idade média de 6,4 = 3 anos e peso médio de 130,6 = 9,8 kg,
receberam dipirona (25 mg/kg — IV) a cada 12 horas, totalizando seis administragdes (D1 a
D6) por animal. Foram coletadas amostras de sangue (10 mL) da veia jugular antes e aos 10
minutos, 1 e 12 horas apds cada administragdo, totalizando 72 horas de monitoramento. As
concentragdes plasmaticas dos metabolitos ativos da dipirona [4-metilaminoantipirina (4-
MAA) e 4-aminoantipirina (4-AA)] foram determinadas por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia, acoplada a espectrometria de massas (UHPLC-MS/MS). A andlise estatistica foi
realizada pelo teste de Shapiro-Wilk e Teste t, com os valores expressos pela média = DP (p <
0,05). As variaveis farmacocinéticas calculadas de 4-MAA apds D1 e D6, respectivamente,
foram: Cmax, (ug/mL) = 163,60 + 179,72 178,79 + 196,94, T1/2beta (h) = 2,65 0,65
3,37 £ 1,03 e AUCO-t (ng/mL*h) = 240,38 = 130,87 ¢ 373,52 + 78,85. As mesmas variaveis
para 4-AA foram: Cmax, (ug/mL) = 0,44 + 0,27 ¢ 0,90 =, 0,31, T1/2beta (h) = 14,77 + 13,13
€ 35,97 e AUCO-t (ug/mL*h) = 3,20 = 0,43 ¢ 27,73 £ 11,99. Os resultados monstraram que a
posologia de dipirona empregada foi segura em jumentos nordestinos, com concentracdes
plasmaticas de 4-MAA superiores aos valores minimos necessarios para inibi¢do das
ciclooxigenases (IC50 COX-1 = 553,8 ng/mL e COX-2 = 926,6 ng/mL), envolvidas na
protecdo gastrica, homeostase vascular, processos inflamatdrios e dor, sem a ocorréncia de
acumulo ou sinais clinicos de intoxicacao. No entanto, houve acimulo de 4-AA até a quarta
dose administrada, com as concentracdes deste metabolito estabilizando-se posteriormente e
razdo entre as AUCO-t (D6/D1) aproximadamente nove vezes superior. Portanto, embora a
dipirona tenha sido bem tolerada pelos jumentos nordestinos, ¢ importante considerar o
acumulo inicial de 4-AA e as implicagdes dos dados obtidos sobre a resposta farmcodindmica
da dipirona em jumentos nordestinos. Sdo necessarios estudos clinicos adicionais para avaliar
essas implicacdes de forma mais abrangente. Estudos clinicos sdo necessarios para determinar
as implicacdes dos dados obtidos sobre a resposta farmacodinamica da dipirona em jumentos
nordestinos.

Palavras-chave: metamizol; asinino; multiplas administracdes; 4-MAA; 4-AA.



ABSTRACT

This study was to carry to monitor the effect of dipyrone after multiple administrations in
northeastern donkeys and to assess whether there was accumulation of its metabolites. Ten
male donkeys, castrated, with an average age of 6.4 + 3 years old and an average weighing
130.6 £ 9.8 kg, received dipyrone (25 mg/kg—-IV) every 12 hours, totaling six
administrations (D1 to D6) per animal. Blood samples (10 ml) were collected from the jugular
vein before and 10 minutes, 1 and 12 hours after each administration, totaling 72 hours of
monitoring. Plasma concentrations of the active metabolites of dipyrone [4-
methylaminoantipyrine (4-MAA) and 4-aminoantipyrine (4-AA)] were determined by ultra-
performance liquid chromatography coupled with mass spectrometry (UPLC-MS/MS).
Statistical analysis was performed using the Shapiro-Wilk test and the t test, with values
expressed as mean + SD (p < 0.05). The calculated pharmacokinetic variables of 4-MAA after
DI and D6, respectively, were: Cmax, (ug/mL) = 163.60 £ 179.72 and 178.79 + 196.94,
T1/2beta (h) = 2, 65 + 0.65 and 3.37 + 1.03, and AUCO-t (ug/mL*h) = 240.38 + 130.87 and
373.52 + 78.85. The same variables for 4-AA were: Cmax, (ug/mL) = 0.44 £ 0.27 and 0.90 +
0.31, T1/2beta (h) = 14.77 + 13.13, and 35 .97 and AUCO-t (ug/mL*h) = 3.20 + 0.43 and
27.73 £ 11.99. The results showed that the dose of dipyrone used was safe in Northeastern
donkeys, with plasma concentrations of 4-MAA Cmax was higher than the minimum value
necessary for the inhibition of cyclooxygenases (IC50 COX-1 = 553.8 ng/mL and COX-2 =
926.6 ng/mL), involved in gastric protection, vascular homeostasis, inflammation processes,
and pain, without the occurrence of accumulation or clinical signs of intoxication. However,
there was accumulation of 4-AA up to the fourth administered dose, with concentrations of
this metabolite stabilizing after this period, and the ratio between the AUCO-t (D6/D1) being
approximately nine times higher. The dosage of dipyrone used proved to be safe in
Northeastern donkeys, with initial accumulation of 4-AA. Therefore, although dipyrone was
well tolerated by northeastern donkeys, it is important to consider the initial accumulation of
4-AA and the implications of the data obtained on the pharmacodynamic response of dipyrone
in northeastern donkeys. Additional clinical studies are needed to assess these implications
more comprehensively. Clinical studies are needed to determine the implications of the data
obtained on the pharmacodynamic response to dipyrone in Northeastern donkeys.

Keywords: metamizole; asinine; multiple administrations; 4-MAA; 4-AA.
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1 INTRODUCAO

No ano de 2017, o efetivo do rebanho de asininos no Brasil foi de 376.874 cabegas,
destas, 14.860 registradas no Rio Grande do Norte, obtendo a oitava posi¢ao no ranking entre
os estados brasileiros com maior numero de animais da espécie (IBGE, 2017). Os asininos e
muares sdo animais mais rusticos, destinados desde os primordios aos trabalhos de carga,
auxiliando no sustento e geragao de renda (DAVIS, 2019). Podemos encontrar trés diferentes
racas no Brasil, jumento nordestino, jumento brasileiro e jumento péga, ambas com
ancestralidade nas ragas asiaticas e européias (ALMEIDA, 2009).

Os jumentos nordestinos tratam-se de animais adaptados ao clima semi-arido da regido
nordeste do Brasil (ALMEIDA, 2009), desempenhando diversos trabalhos que podem
ocasionar uma ampla variedade de emergéncias, em que os fatores econdomicos e sociais sao
considerados na decisdo do tratamento oferecido a eles (ARCHER; SULLIVAN;
RICKARDS, 2021). Demonstram resposta a dor de forma menos evidente que os equinos
(MATTHEWS; van LOON, 2013), no entanto, é possivel quantifica-la nos jumentos através
de alteragdes comportamentais pela metodologia desenvolvida por Oliveira ef al. (2021) para
avaliar dor em jumentos.

A dipirona, anti-inflamatério nao esteroidal com propriedades analgésicas,
antipiréticas e espasmoliticas (LAMPL; LIKAR, 2014; LUTZ, 2019) ¢ amplamente utilizada
na medicina humana e veterinaria (LUPU; BEL; ANDREI, 2022), em paises como o Brasil,
podendo estar presente nos tratamentos de sindrome colica, controle da dor muscular, analgesia
p6s-operatoria e controle de hipertermia (COOK; BLIKSLAGER, 2015; GIORGI et al.,
2017). Possui metabolizagdo no figado (NIKOLOVA et al., 2012) por diferentes vias,
derivando-se em dois metabolitos ativos (4-MAA e 4-AA) e outros inativos.

Estudos farmacocinéticos sdo realizados para determinar o nimero de doses
necessarias para atingir o equilibrio do farmaco no organismo, como visto em estudo sobre o
equilibrio farmacocinético do acetaminofeno em adultos saudaveis, relatando que o estado de
equilibrio foi alcancado ap6s a administragdo de quatro doses do medicamento, com
intervalos de seis horas entre as doses (KAUFMAN et al., 2018), ja para o antibiotico
azitromicina em pacientes com infecgdes respiratorias agudas, o estado de equilibrio foi
alcancado apds a administracao de cinco doses do medicamento, com intervalos de 24 horas
entre as doses (ZHANEL et al., 2000).

Embora sejam poucos os estudos farmacocinéticos de analgésicos eficazes no

tratamento da dor especificos para os asininos, Macédo et al. (2021) desenvolveram trabalho
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farmacocinético administrando a dipirona em dose Unica para jumentos nordestinos,
sugerindo que seja mais recomendado utilizé-la na dose de 25 mg/kg a cada 12 horas (h) ou
10 mg/kg a cada seis horas. Partindo desta premissa e em virtude de a dipirona possuir
utilizagdo clinica em multiplas administragdes, almeijou-se realizar o monitoramento
farmacoterapéutico da dipirona em jumentos com intervalo de 12 h, totalizando seis
aplicagdes e 72 h de monitoramento, com coletas sanguineas em tempos pré-determinados, de

forma a responder se ha acimulo dos seus metabolitos.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Asininos

Apesar dos equinos e asininos pertencerem a mesma familia, sdo observadas
divergéncias fisiologicas, dentre elas sdo apontadas por Maloiy (1970) que os asininos
possuem menor producdo de urina, diferente distribuicdo entre dgua e fluidos dentro dos
compartimentos para manter equilibrio, maior resisténcia em climas quentes e secos,
suportando perda de dgua de 30% em seu peso original e recuperado rapidamente quando
consumido volume adequado para restaurar a perda. Sao animais capazes de manter o volume
plasmatico diante de 20% desidratacido (YOUSEF; DILL; MAYES, 1970), sendo assim
fatores importantes na distribuicdo de farmacos, uma vez que dependera do estado de
hidrata¢ao do animal.

Holford ef al. (2014) identificaram diferenga no volume de distribuicdo do tramadol,
ao observar sua farmacocinética em diferentes espécies, como equinos, asininos, felinos,
caninos, humanos, corroborando com as afirmativas de Maloiy (1970) sobre distribuicao
compartimental.

Em virtude das atividades nas quais os asininos ou jumentos sdo destinados,
facilmente podem desenvolver algum grau de dor e a dipirona surge como uma das opgdes de
farmacos para compor o tratamento, podendo ser utilizada de forma isolada ou associada a
outros farmacos (MAMA; HECTOR, 2019).

Erroneamente os protocolos de tratamento de equinos sdo extrapolados para jumentos
(MENDOZA; PEREZ-ECIJA; TORIBIO, 2019), muitas vezes por falta de conhecimento da
parte do médico veterinario sobre as alteragdes de efeito sofridas pelo farmaco frente a
diferengas fisiologicas, ou até mesmo, como mencionado por Grosenbaugh; Reinemeyer;

Figueiredo (2011), Matthews;van Loon (2019), Mouta et al. (2020) devido a falta de pesquisas
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farmacocinéticas e de indicagdo farmacoldgica destinadas a espécie. Porém, estdo surgindo
mais autores preocupados com a lacuna presente no tratamento para asininos, como
Grosenbaugh; Reinemeyer; Figueiredo (2011), Mouta et al. (2020), Macédo et al. (2021),

Nascimento et al. (2020), dentre outros.

2.2 Dor em asininos

DeSantana et al. (2020), demonstram que apds décadas a Associacao Internacional para
o Estudo da Dor (IASP) alterou a defini¢do do termo dor, sendo atualmente reconhecida como
“uma experiéncia sensitiva e emocional desagraddvel associada, ou semelhante aquela
associada, a uma lesdo tecidual real ou potencial”, que por sua vez ¢ valida tanto para dor
cronica quanto aguda, além do mais, ¢ considerada o quinto sinal vital, servindo de alerta para
a higidez do paciente (PORTUGAL, 2003).

A nocicepgdo ¢ o mecanismo pelo qual estimulos periféricos sao transmitidos ao
sistemanervoso central, promovendo percep¢ao dos estimulos nocivos externos (dor). Quatro
etapas estdo envolvidas na nocicep¢ao, sendo elas a transdu¢do - recebimento do impulso
doloroso e transformagao em potencial de acdo; transmissao - conducao do impulso através de
neurdnios aferentes até a medula espinhal; modulagdo - ocorre no corno dorsal da medula
espinhal, podendo ocorrer diminui¢cdo ou aumento na resposta sensorial e percep¢ao — quando
o impulso € integrado e percebido como dor. A velocidade de transmissao ird depender do
tamanho e tipo das fibras, sendo as principais do tipo A (4-delta) fibras mielinizidas, de
grande didmetro e rapida condugdo, ja as fibras do tipo C sdo amielinizadas, com menor
diametro e velocidade de conducao (FANTONI; MASTROCINQUE, 2010).

Os receptores N-Metil-D-Aspartato (NMDA) e os receptores opioides, subdivididos em
receptores W (mu), o (delta) e « kappa), estdo distribuidos por toda extensdo do sistema
nervoso central, compondo os principais sistemas de modulacdo nociceptiva (RIEDEL,;
NEECK, 2001).

O fato de a dor ser indicada como quinto sinal vital implica diretamente na conduta
investigativa do médico veterinario, devendo dar atencdo a sua identificacdo, ao passo em que
avalia os demais sinais vitais. Os asininos demonstram sinais de dor mais sutilmente que os
equinos, por vezes quase imperceptiveis, podendo apresentar apatia, inapeténcia, claudicacgao e
relutdncia a0 movimento, porém tratam-se de sinais clinicos muito abrangentes (MATTHEWS;

van LOON, 2019).
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Oliveira et al. (2021), Orth et al. (2020), van Dierendonck et al. (2020), van Loon et
al. (2021) desenvolveram escalas para nortear a identificacdo da dor em asininos, que
determinam os escores através de avaliacdo minuciosa do comportamento ¢ mudangas nas
caracteristicas de avaliagdo facial apresentadas pelos animais.

Os principais farmacos descritos para analgesia em asininos sdo a fenilbutazona,
flunixin, butorfanol e detomidina (NASCIMENTO et al., 2020). Porém a dipirona pode
compor o protocolo analgésico, auxiliando no efeito antidlgico e servindo como alternativa

para os pacientes que apresentem sindrome seratoninérgica, por exemplo.

2.3 Dipirona

A dipirona ou metamizol ¢ um composto ndo esteroidal com fortes propriedades
analgésicas, antipiréticas e espasmoliticas (LAMPL; LIKAR, 2014; LUTZ, 2019), que sofre
metabolismo no figado (NIKOLOVA et al., 2012) com ac¢do de enzimas do citocromo
(CYP450) (ARIZA et al., 2016).

Apds uma a duas horas o metabolito ativo 4-metilaminoantipirina (4-MAA) atinge seu
pico de concentragdo plasmatica, sendo posteriormente metabolizado via N-desmetilagdo no
4-aminoantipirina (4-AA), também metabdlito ativo, e via C-oxida¢do no metabolito inativo
4-formilaminoantipirina (4-FAA) (ARIZA et al., 2016; SUAREZ-KURTZ et al., 2001). O 4-
AA por sua vez passa por meio de acetilagdo mediada por um sistema polimorfico de N-
acetiltransferase, sendo metabolizado em 4-acetilaminoantipirina (4-AAA), metabolito
inativo (LEVY et al., 1984).

Foram identificados mais dois metabdlitos da dipirona, araquidonoil-4-MAA e
araquidonoil-4-AA, estudados por Maione ef al. (2015) que sugeriram possuir acao sobre 0s
sistemas endocanabindide e endovanildide. A dipirona ainda ndo possui seus mecanismos de
acdo bem elucidados (KOTTER et al., 2015), embora estudos in vivo (LEVY et al., 1998;
AYOUB etal., 2004) e in vitro (ABBATE et al., 1990; CHANDRASEKHARAN etal., 2002)
demonstrem que a dipirona promove inibicdo da enzima ciclooxigenase (COX),
compartilhando do mesmo mecanismo de acdo dos antiinflamatérios ndo esteroidais
(AINES).

Hinz et al. (2007) atribuem inibi¢do de COX-1 e COX-2 aos mecanismos de agdo da
dipirona, observado também por Pereira et al, (2021). Chandrasekharan et al. (2002) sugerem

que a inibicao da COX-3 esteja relacionada ao mecanismo central primario na redu¢do da dor
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e possivelmente da febre, por sua vez Vazquez et al. (2005) e Escobar ef al. (2012) mencionam

que a dipirona esteja ligada aos sistemas opioide e canabinoide enddgenos, respectivamente.

A dipirona pode servir ainda como alternativa no tratamento da dor em pacientes que
apresentem sindrome seratoninérgica, caracterizada por hipersalivagdo, agitacao, midriase,
convulsdo, dispneia, taquicardia, hipertensdo e hipertermia, que pode evoluir para o 6bito. A
sindrome ja foi relatada em humanos e em felinos, sendo atribuida ao uso de tramadol que

tem como ag¢do a inibi¢do da recaptacdo de serotonina (CORREA; FERREIRA, 2016).

2.4 Efeitos adversos da dipirona

Agranulocitose ¢ um efeito adverso bem descrito associado a dipirona em humanos
(GARCIA; CANIONERO; LOPES, 2006), acredita-se que tal efeito ocorra por meio de
predisposicao genética (SCHUG; MANOPAS, 2007), envolvendo sintomas agudos e tardios
como hipertermia, calafrios, faringite, sepse, pneumonia, estomatite, entre outros
(LOURENCO, 2004). De acordo com Konijnenbelt-Peters et al. (2016), a incidéncia de
agranulocitose proveniente da dipirona € controversa e provavelmente o risco pode ser
minimizado utilizando-a por curto prazo no pds-operatorio de pacientes com insuficiéncia
cardiaca e renal, por ndo ter informagdes concisas sobre seguranga para 0S mesmos.

Segundo Stangler et al. (2021), existem ainda outros efeitos adversos como ndusea,
vOmito, dor epigéstrica, anafilaxia, hipotensao sem sincope, dentre outros para uso de dipirona
em curto prazo (até 7 dias) e ndo ha estudos em médio e longo prazo. Em gatos, Teixeira et al.
(2018) obtiveram como resposta de 27,2% dos veterinarios entrevistados o surgimento de
sialorreia, vomito, agitacdo, reacdo alérgica, apatia, parada cardiaca, hipotensao, entre outros

efeitos adversos relacionados a utilizagdo da dipirona como analgésico.

2.5 Farmacocinética

A farmacocinética da dipirona e seus metabolitos ja foi descrita em equinos (GIORGI
et al., 2017; O'BANION et al., 2021), bovinos (FUX et al., 2022), suinos (BURMANCZUK
et al., 2016; LEVIONNOIS; FOSSE; RANHEIM et al., 2017), caes (GIORGI et al., 2018),
gatos (LEBKOWSKA-WIERUSZEWSKA et al., 2018; PAULA et al., 2023), caprinos (KIM
et al., 2018), ovinos (GIORGI et al., 2015) e jumentos (AUPANUN et al., 2016; MACEDO
etal., 2021).
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Aupanun et al. (2016) relataram o primeiro estudo farmacocinético em jumentos
comparando os niveis de 4-MAA e 4-AA apds administracdes IV e intramuscular, na dose de
25 mg/kg de dipirona a cada 24 h e defendem que sejam realizados estudos individualizando a
terapia para os jumentos, pois a pratica comum de extrapolar dados de equinos para asininos
pode ser perigosa. Posteriormente, Macédo et al., (2021) publicaram para a mesma espécie
com duas doses diferentes por via intravenosa utilizando a técnica de detec¢do por massas,
que ¢ mais aplicada para determinacdo dos metabolitos da dipirona. Entretanto, ambos
trabalharam apenas com administragdes Unicas.

Estudos de monitoramento farmacoterapéutico sdo necessarios quando ha preocupagao
no surgimento de reacdes adversas em administracdes repetidas de doses de farmacos isolados

ou administrados simultaneamente (KANG; LEE, 2009).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Executar um monitoramento farmacoterapéutico da dipirona em jumentos (Equus

asinus).

3.2 Objetivos especificos

Avaliar por meio da farmacocinética as concentragdes plasmaticas dos metabolitos
ativos da dipirona, 4-MAA e 4-AA, obtidas com a posologia de 25 mg/kg a cada 12 h;
Investigar o que ocorre com as concentragdes plasmaticas de 4-MAA e 4-AA quando o

animal ¢ submetido a multiplas administragdes.
4 MATERIAL E METODOS
4.1 Animais e desenho experimental
Apds aprovagdo sob Parecer 10/22, da Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal Rural do Semiarido (CEUA-UFERSA), foram utilizados dez jumentos

machos, castrados, 6,4 + 3 anos, pesando 130,6 + 9,8 kg da raca jumento nordestino, oriundos

do plantel da Associacdo de Prote¢do de Animais (APA) de Apodi-RN, previamente
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adaptados aos piquetes da UFERSA. A equipe veterinaria realizou avaliagdo clinica e
laboratorial (hemograma, uréia, creatinina, aspartato aminotransferase, creatina quinase,
gamaglutamiltransferase e proteinas totais), controle de verminoses e vacinagao, garantindo
higidez nos animais considerados aptos.

Os animais foram mantidos em tronco de contengao para colocagdo de cateter 16-G,
acoplado a adaptador PRN em veia jugular externa, seguido de coletas sanguineas de 10
mililitros (mL), em tempos pré-determinados: 0, 0,17, 1, 12, 12,17, 13, 24, 24,17, 25, 36,
36,17, 37, 48, 48,17, 49, 60, 60,17, 61 e 72 h, apds administragdo da dipirona (Analgex V,
Agener, SP- Brasil), na dose de 25 mg/kg, perdurando 2 minutos (min) a cada 12 h, utilizando-

se bomba de infusdo ST670I® (Samtronic, SP- Brasil), totalizando 6 administragdes e
avaliando-se até 72 h.

Para garantir a viabilidade do acesso venoso, utilizou-se 1 mL de solu¢ao heparinizada
a 5 unidades internacionais por mL (UI/mL), intercalando-se com as coletas. As amostras
sanguineas foram armazenadas em tubos de vidro contendo acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) e centrifugadas por 15 min a 3.500 rota¢des por min (rpm), para obten¢do do plasma
sanguineo, que era realocado em criotubos e armazenado em freezer a -80 °C até o momento

das analises farmacocinéticas.
4.2 Validacao do método

Seguiu-se a metodologia ja validada e publicada por Macédo et al. (2021), que
respeita os critérios exigidos pela International Conference on Harmonization (ICH E6 - R2 -
2016) e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, BRASIL. 2017), na Resolucdo
da Diretoria Colegiada (RDC) 166—2017, alterando-se as concentracdes das curvas
bioanaliticas. Os fatores avaliados foram: linearidade da curva bioanalitica (80, 800, 1600,
2400, 3200, 4800, 8000, 10000 ng/ml), replicabilidade, reprodutibilidade e seletividade em
solucdo e em plasma, estabilidade por métodos de curto e longo prazo, ciclos de
congelamento e descongelamento com amostras de controle de limite inferior e superior, e
controles em concentragdes baixa, média e alta (100; 5.000 e 30.400 ng/ml). O plasma livre
de farmacos foi enriquecido com solugdes padrao de farmacos, para obter-se uma curva de
calibracdo. Da mesma forma, amostras de controle de qualidade (QC) foram preparadas.
Essas amostras de QC também foram usadas para determinar a recuperagdo absoluta, precisao

intra e inter-dias. A seletividade foi avaliada preparando o limite inferior de quantificacdo
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(LLOQ; 84 ng/ml) em plasma livre de farmacos. O limite de deteccdo (LOD) e o limite
inferior de quantificacdo foram avaliados com base na relagdo sinal-ruido (SNR), para trés
réplicas de amostras em branco, fortificados com quantidades decrescentes de cada
substancia. O LOD e LLOQ foram identificados como as concentragdes com SNR =3 ¢ SNR
= 10, respectivamente. Também foi avaliada a estabilidade (ap6s longo prazo a -80°C;
mantido em bancada a temperatura ambiente, 20°C; e nas amostras processadas no

amostrador automatico apds 3 ciclos de congelamento-descongelamento).

4.3 Preparo das amostras

As amostras de plasma foram descongeladas em temperatura ambiente para retirada de
aliquotas de 250 microlitros (uL), adicionando-se 10pL de solugdo de metoprolol 0,1mg/mL
(padrdo interno) e 800 pL de acetonitrile; a solucdo foi homogeneizada em vortex 60 segundos
e centrifugada por 5 min a 4200 rpm. O sobrenadante foi transferido para vials e 5 pL

injetados no sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia, acoplado a espectrometria de

massas (UHPLC- MS/MS).

4.3.1 Condigdes analiticas

Utilizou-se aparelho Nexera-x2 UHPLC, acoplado a um detector de espectrometria de
massas LCMS-8040 (Shimadzu, Japan), com coluna Shimadzu UHPLC BEH C18, dimensdes
1,7 um, 2,1 x 75 mm (Shimadzu, Japan). A fase mdvel foi composta por uma solu¢do de
acetonitrila e acido formico 0,1%, na proporg¢ao de 75:25, com fluxo de 0,3 mL/min, tempo de
corrida de dois minutos, volume injetado de 5,0 pL, temperatura da coluna ajustada para 40 °C
e de 5 °C para o refrigerador do amostrador automatico.

O espectometro de massas foi ajustado no modo de monitoramento de reacdes
multiplas (MRM), com ionizagdo por eletropulverizacao (ESI) positiva, adquirindo-se e
analisando-se os dados de MRM pelo Software LabSolutions (Shimadzu). A transi¢do da
relagdo massa e carga (m/z) dos ions principais para os ions filhos monitorada foi 4-MAA
(m/z 218,2 > 159,1), 4-AA (m/z 204,2 > 76,9) e metoprolol (m/z 268,1 > 131,1). A energia de
colisdo e a tensdao do cone foram 12 e 19 V, simultaneamente; a taxa de fluxo do gas e
dessolvatacdo foi de 150 e 600 L/min, concomitantemente, usando argénio como gas de

colisdo na vazao de 0,15 L/min.
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4.3.2 Farmacocinética e analise estatistica

As variaveis farmacocinéticas de cada metabodlito foram calculadas por modelo nao
compartimental, com o software WinNonlin 6.2.1 (Pharsight, Mountain View CA, EUA,
2011), sendo elas: taxa de eliminagdo terminal (Lambda z); Meia-vida de eliminagao (T1/2);
Concentragdo plasmatica maxima (Cmax); Tempo para atingir a Cmax (Tmax); Area sob a
curva de concentracdo plasmadtica do tempo zero até o momento da ultima concentragdo
mensuravel (AUC0—t); Area sob a curva de 0 ao infinito (AUC0— ).

A andlise estatistica foi realizada pelo teste de Shapiro-Wilk e Teste t, com os valores

expressos pela média = DP (p < 0,05) no software Biostat® versdo 5.0 (Analysissoft Inc.,

Wanut, California).
5 RESULTADOS

O método analitico, mostrou-se dentro das recomendacdes dos regulamentos da RDC
166-2017 (ANVISA, BRASIL. 2017) e International Conference on Harmonization (ICH E6
(R2) - 2016) para replicabilidade, reprodutibilidade, precisdo e exatiddo, apresentando-se
sensivel e seletivo para detec¢ao e quantificagdo em plasma de jumentos. As concentragdes de
metabolitos de 4-MAA e 4-AA foram lineares (R? > 0,99) em oito diferentes concentragdes na
faixa de 80-10000 ng/mL e trés pontos de QC, com precisdo e exatiddo inferiores a 10% e
110%, respectivamente, para as medigoes de 4-MAA e 4-AA. As amostras permaneceram
estaveis a temperatura ambiente (20 °C) por 2 h; por 3 meses a longo prazo mantidas a -80
°C; e durante 24 h ap0s os trés ciclos de congelamento-descongelamento e processamento em
amostrador automatico (4 °C). Determinou-se limite inferior de quantificagao (LLOQ) em
todas as curvas analiticas com variagao inferior a 20%.

No total, foram administradas seis doses de dipirona (D} D6), obtendo-se quatro
pontos de AUC para cada dose, e os analitos foram detectaveis e quantificaveis durante todos
os momentos analisados (Figura 01). Comparando-se os parametros farmacocinéticos obtidos
apods DI e D6, ndo houve diferenca estatistica e nem actimulo para o 4-MAA (Figura 1),
destacando-se a Cmax superior aos valores minimos necessarios para inibicdo das

ciclooxigenases (IC50 COX) (Figura 2).
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Figura 1- Comparagao dos dados farmacocinéticos de 4-metilaminoantipirina (4-MAA) ¢ 4-
aminoantipirina (4-AA) (média + desvio padrao) obtidos em regime de multiplas doses apds a
primeira e ultima administragdo intravenosa de dipirona para jumentos (n = 10) e cavalos (n =

15) (O’'BANION et al., 2021)

4-MAA 4-MAA
25 mg/kg a cada 12 h em jumentos | 30 mg/kg a cada 12 h em
cavalos
(O’BANION et al., 2021)
Parametro | Unidade |Dose 1 Dose 6 Dose 1 Dose 18
R 0,91 0,84
Lambda z|1h 0,27 £ 0,06 0,23 £ 0,08 ND ND
T1/2 h 2,65 +£0,56 3,37 +1,03 4,49 £ 0,67 4,58 £1,23
Cmax (ug/ml) |163,60+ 179,72 [ 178,79 £ 196,94 |40,6 + 9,92 48,5+ 15,86
Tmax h 0,17 £0,00 60,17 £ 0,00 0,25 192,25
AUG. . |(png/ml*h)|249,17 129,87 (463,11 £215,74 |123,3+17,28 |[163,5+52,18
4-AA
25 mg/kg a cada 12 h em jumentos
Parametro | Unidade |D1 D6
R? 0,49
Lambda z|1h 0,08 £ 0,07 0,03 £0,03
T1/2 h 14,77 £ 13,13 35,97 £ 27,35
Cmax (ug/ml) (0,44 £0,27 0,90 +£0,31
Tmax h 7,43 +£5.90 61,57 + 3,69
AUC,_, |(pg/ml*h)|3,20+0,43 27,73 £ 11,99

R? - coeficiente de correlagio; Lambda z taxa de eliminacio terminal; T1/2 tempo de meia-
vida; Cmax concentracdo plasmatica maxima; Tmax tempo para atingir a Cmax;

AUCO— t - area sob a curva de concentragdo plasmatica do tempo zero até o momento da
ultima concentragdo mensuravel, AUCO— oo: 4rea sob a curva de 0 ao infinito, NP nao
disponivel
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Figura 2 Logl0 de concentracdo plasmatica versus tempo para 4-metilaminoantipirina (4-
MAA), ap6s multiplas administragdes de dipirona intravenosa (25 mg/kg) em dez jumentos

nordestinos saudaveis (Equus asinus).
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1C5, COX-2 926.6 ng/ml. (Hinz etal., 2007: Giorgi et al., 2017: Macédo etal., 2021)

IC5; COX-1 553.8 ng/mL (Hinz etal., 2007; Giorgi et al., 2017; Macédo et al., 2021)
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R? eoeficiente de correlagdo; ICso COX-2 - valores minimos necessarios para inibicdo da
cicloxigenase 2; ICso COX-1 - valores minimos necessarios para inibi¢ao da cicloxigenase 1

Para o0 4-AA, o comportamento do grafico ¢ de curva logaritmica, com aciimulo de
primeira ordem até a quarta dose administrada, com as concentragdes deste metabodlito
estabilizando-se posteriormente e tornando-o de ordem zero (Figura 3), com razdo entre as

AUCO-t (D6/D1) aproximadamente nove vezes superior (Figura 4).
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Figura 3 — Logl0 de concentragdo plasmatica versus tempo para 4-aminoantipirina (4-AA)
apos multiplas administra¢cdes de dipirona intravenosa (25 mg/kg) em dez jumentos
nordestinos saudaveis (Equus asinus).
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Figura 4 — Box-plot da area sob a curva (AUC) de 4-aminoantipirina (4-AA) apés primeira
(D1) e sexta (D6) administragdes de dipirona intravenosa (25 mg/kg) em dez jumentos

nordestinos saudaveis (Equus asinus).
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6 DISCUSSAO

Apesar de utilizarem-se protocolos de multiplas administragdes de farmacos na pratica

clinica da medicina veterinaria, ha escassez de estudos com os dados farmacocinéticos. Este é
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o primeiro estudo a realizar o monitoramento farmacoterapéutico da dipirona apds multiplas
administragcdes em jumentos nordestinos.

O primeiro estudo farmacocinético da dipirona em jumentos foi publicado por
Aupanun et al. (2016), empregando doses Unicas de 25 mg/kg pelas vias intravenosa e
intramuscular, obtendo os valores superiores de Cmax para 4-MAA, 211,72 + 21,58 ¢ 46,33 +

13,23 pg/mL, respectivamente em compara¢do com a primeira administragdo do presente
experimento, 163,60 + 179,72 pg/mL, diferenca que pode ser explicada pela utilizagdo do
método de deteccdo ultravioleta, que ¢ menos sensivel e seletivo que o espectrometro de
massas aqui utilizado, provavelmente ocasionando co-quantificagdo de MAA, AA e outros
metabolitos como 4-acetil-amino-antipirina (4-AAA) e 4-formil-amino-antipirina (4-FAA),
como também pode ter ocorrido variagdo individual e pela raga.

Apesar de ser classificada como inibidor ndo seletivo, os mecanismos de acdo da
dipirona, referentes aos efeitos anti-inflamatorios e analgésicos, ainda sdo inconclusivos
(FUX et al., 2022; PIERRE et al., 2007). A COX-1 ¢ uma ciclooxigenase constitutiva
responsdvel por protecdes fisioldgicas, como homeostase renal e plaquetdria, além de
apresentar fun¢do citoprotetora gastrointestinal, através da sintese de prostaglandinas
(KUMMER; COELHO, 2002); j4 a COX-2 ¢ uma enzima induzida por processos
inflamatérios, (WANNMACHER; BREDEMEIER, 2004) ¢ uma terceira isoenzima, a COX-
3, que ¢ derivada da COX-1, pode representar um mecanismo central primario para inibigao
da dor e possivelmente febre (CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

Assim como ja relatado, para jumentos por Aupanun et al. (2016) e Macédo et al.
(2021) ou para bezerros, por Fux et al. (2022), apenas o metabolito 4MAA foi capaz de
atingir concentracdes minimas de IC50 COX-2, porém, com o regime de dose aqui proposto o
aumento progressivo de Cmax do 4-AA proporcionou valores suficientes para inibir COX-1,
a partir das 36,17 h (688,55 ng/mL) até 72h (632,12 ng/mL) de avalia¢do, podendo, desta
forma, auxiliar na analgesia por meio da COX-3, diminuindo a sintese de prostaglandinas no
corno dorsal da medula espinhal (CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

O’Banion et al. (2021) realizaram o perfil farmacocinético do 4-MAA em cavalos,
com regime de multiplas doses e escalonamento, entre 30 e 90 mg/kg a cada oito ou doze
horas, dependendo do grupo, durante nove dias consecutivos, demonstrando, desta forma, que
ocorreu acimulo em doses mais altas ou com intervalos mais curtos de repeticdao. Entretanto,
nao foram realizadas as coletas para quantificacdo em todos os dias. As concentracdes obtidas
por eles, para o metabolito no regime de dose mais proximo que o utilizado no presente

estudo, 30 mg/kg a cada 12 h, trouxe propor¢des semelhantes entre as razdes da primeira e
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ultima dose, exceto para o T1/2 (Figura 1), onde aqui foi apresentada diferenga de quase 1 h
entre as doses, nao ocorrendo nos equinos provavelmente pela diferenciagao de metabolizagao
entre as espécies (Burden; Thiemann, 2015).

Este ¢ o primeiro estudo que apresenta os dados comparativos para o 4-AA em
multiplas administragcdes, contudo, a caracteristica observada de acumulo seguido de
estabilizacao (Figura 3) pode estar relacionada com mudanga no padrdao de metabolizacao
para a dipirona, ao alterar a cinética de primeira ordem, que metaboliza os fAirmacos por
catalizacdo enzimadtica, para a cinética de ordem zero, onde ocorre saturagdo enzimatica pela
alta concentracao livre de farmaco, e a velocidade de biotransformagao permanece constante
no tempo (YELLEPEDDI, 2016).

Devido a semelhanca nas relagcdes entre AUC e Cmax obtidas pelo presente estudo e
O’Banion et al. (2021), acredita-se que o regime de doses aqui adotado se mantenha sem
acumulo de 4-MAA, ao prolongar o tratamento por mais dias, como realizado nos equinos.
Visto que, nossos dados sugerem a mediacdo de multiplas isoformas CYP e N-
acetiltransferases (NAT1 e NAT2) na metabolizagdo da dipirona, podendo desta forma
prevenir efetivamente o acimulo de 4-MAA e manter niveis estaveis de 4-AA ao longo do
tempo (WANG et al., 2020).

A repeticdo nas cateterizagdes venosas para coletas e administragdes poderiam resultar
em flebite, como relatado por O’Banion ef al. (2021), em que ao menos um cavalo de cada
grupo apresentou flebite ao final do tratamento experimental, no entanto, nenhum dos animais
avaliados neste estudo apresentou flebite, ataxia, sialorréia, hipertermia ou outros sinais de
intoxica¢do e apenas um demonstrou maior relutancia em permanecer no tronco, mas sem
comprometimento do tratamento. Para evitar a flebite, ao término de cada turno foi realizada

compressa com gelo, e massagem com gel a base de escina e salicilato de dietilamonio.

7 CONCLUSAO

Conclui-se que a dosagem de dipirona utilizada demonstrou ser segura em jumentos
nordestinos, com acumulo inicial de 4-AA. Entretanto, sdo necessarios estudos clinicos
adicionais para determinar as implicagdes dos dados obtidos sobre a resposta
farmacodinamica da dipirona em jumentos nordestinos, fornecendo informagdes importantes
para o desenvolvimento de protocolos terapéuticos mais precisos € seguros em animais desta

espécie.
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ANEXO A - PARECER DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)
|

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Mossard, 02 de feveretro de 2022

PARECER 102022

Carrificamo: que o projeto miniado "ACOMPANHAMENTO FARMACOTERAPEUTICO
DA DIPIRONA EM JUMENTOS (EQUUS ASINUS)” :0b a responsabilidade de Valéria
Veras de Paula o gual emohwe a produgdo, mamaengdo e'ou utilizagdo de animais
pertancente: ao flio Chordata, subfiio Verrebrata (exceto humanos), para finc de pesquisa
cienrifica, encontra-se de acordo com os precertos da ei 11.79¢ de 8 de ourubro de 2009 ¢ com
as mormas editadas peio Conselho Naciomal de Experimentagdo Animal (CONCEA), ¢ i
aprovado pela Comissdo de Enca no Uso de Animais (CEU4) do Universidade Federai Rural do
Semu-Arido ~-UFERSA.
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