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Resumo

HECKLER, R.P. Reversdo fenotipica da resisténcia em Haemonchus placei a ivermectina:
avaliacdo in vitro de oito farmacos moduladores da glicoproteina-P. 2012. Dissertagédo
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2012.

Desde sua producdo na década de 80, a ivermectina (IVM) foi utilizada de forma
indiscriminada e a pressdo de selecdo a que 0s nematodas gastrintestinais de bovinos foram
expostos intensa 0 que ocasionou perdas econdmicas consideraveis devido ao advento da
resisténcia parasitria. Uma alternativa para o controle de parasitos, na atual era da
resisténcia, € o uso de drogas moduladoras da gp-P, uma vez que uma das principais
alteracdes bioguimicas que 0s parasitos resistentes a esta avermectina apresentam é o aumento
da atividade desta proteina de membrana, responsavel pelo efluxo de farmacos e xenobidticos.
O objetivo deste trabalho foi avaliar oito drogas com atividade moduladora da gp-P para
potencializar a eficacia de IVM contra um isolado de campo de Haemonchus placei resistente,
utilizando o teste de inibicdo da migracdo larval. Foi observado acréscimo de 5,1; 49,06;
76,42; 3,31; 28,85; 13,74; 45,64 e 43,61% na eficacia de ivermectina (10™ M), na inibicdo da
migracéo de larvas e diminuicdo da concentracéo efetiva média de ivermectina, de 4,381x10°®
M, quando avaliada isoladamente, para 9,877x10°% 1,159x107; 2,710x107; 2,739x10;
7,136x107"; 1,026x10° 1,240x10° e 1,651x10° M quando associada a ciclosporina-A,
trifluoperazina, quercetina, ceftriaxona, vimblastina, verapamil, dexametasona e aceturato de
diminazene, respectivamente. Somente aceturato de diminazene n&o reduziu estatisticamente
(P>0,05) o numero de larvas migrantes, quando associado a ivermectina. O efeito das drogas
moduladoras de gp-P foi dependente da concentracdo de ivermectina, havendo maior efeito
potencializador em concentracfes mais baixas desta avermectina. A utilizacdo dos farmacos
trifluoperazina, dexametasona, quercetina, verapamil, ciclosporina A, vimblastina e
ceftriaxona, associados a ivermectina, demonstraram capacidade in vitro de potencializar a
eficacia de ivermectina contra um isolado de campo de H. placei resistente, visto pela
auséncia de motilidade larval, observadas em determinadas concentrac@es no teste de inibigédo
da migracéo larval.

Palavras-chave: resisténcia, reversdo quimica, lactonas macrociclicas, gp-P.
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Abstract

HECKLER, R.P. Phenotypic reversal of resistance to ivermectin in Haemonchus placei: in
vitro evaluation of eight modulator drugs of P-glycoprotein. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul, Campo Grande, MS, 2012.

Since its production in the 80's, ivermectin (IVM) was used indiscriminately and the selection
pressure that the bovine gastrointestinal nematodes were exposed was intense which caused
considerable economic losses due to the advent of parasite resistance. An alternative for the
control of parasites in the current era of resistance, is the use of drugs that modulate gp-P,
since one of the main biochemical changes that parasites resistant to avermectin present, is the
increased activity of this protein membrane, responsible for the efflux of drugs and
xenobiotics. The aim of this study was to evaluate eight drugs modulating activity of gp-P to
enhance the efficacy of IVM against a field isolate of Haemonchus placei resistant, using the
larval migration inhibition test. It was observed increase of 5.1; 49.06, 76.42; 3.31; 28.85;
13.74, 45.64 and 43.61% in the efficacy of ivermectin (10-4 M), in inhibiting migrating larvae
and reduced mean effective concentration of ivermectin from 4.381 x10-6 M, when measured
alone, to 9.877 x10-8; 1.159 x10-7; 2.710 x10-7; 2.739 x10-7; 7.136 x10-7; 1.026 x10-6;
1.240 x10-6 to 1.651 x10-6 M when associated with cyclosporin-A, trifluoperazine, quercetin,
ceftriaxone, vinblastine, verapamil, dexamethasone and aceturato of diminazene, respectively.
Only aceturato of diminazene not statistically reduced (P> 0.05) the number of larvae
migrants, when combined with ivermectin. The effect of modulating drugs for gp-P was
dependent of the concentration of ivermectin, with greater potentiating effect at lower
concentrations of this avermectin. The use of drugs trifluoperazine, dexamethasone, quercetin,
verapamil, cyclosporin A, vinblastine and ceftriaxone, associated with ivermectin,
demonstrated in vitro ability to potentiate the efficacy of ivermectin against a field isolate H.
placei resistant seen by the absence of larval motility observed at certain concentrations in the

larval migration inhibition test.

Keywords: resistance, chemical reversion, macrocyclic lactones, P-gp.
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LISTA DE ABREVIATURAS

A.D.: aceturato de diminazene
BZD: benzimidazol

CE50: concentracdo efetiva média
CEF: ceftriaxona

CLA: ciclosporina A

DEX: dexametasona

gp-P: glicoproteina-P

IVM: ivermectina

LEV: levamisol

LM: lactonas macrociclicas

M: molar

MOX: moxidectina

QUE: quercetina

TIML.: teste de inibicdo da migragéo larval
TRI: trifluoperazina

VER: verapamil

VIM: vimblastina
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INTRODUCAO

O uso inadequado de anti-helminticos tem ocasionado perdas econdmicas e baixa
produtividade dos animais (VASQUES et al., 2007), acarretando déficit no ganho de peso,
diminuigdo da produgédo de carne/leite e, como consequéncia, baixa lucratividade. O grupo
das lactonas macrociclicas (LM), avermectinas e milbemicinas, foi desenvolvido em 1979
(BURG et al., 1979) e ainda é o mais difundido na pecuaria nacional; possui eficicia
terapéutica contra endo e ectoparasitos e apresenta largo espectro de acdo, todavia, é uma das
classes de anti-helminticos sobre a qual mais se encontram relatos de resisténcia na literatura
mundial.

As LM causam efeito letal em helmintos susceptiveis devido a paralisia flacida
(FREEMAN et al., 2003), acarretando abertura dos canais de cloro de forma irreversivel,
mediados por substéncias ligantes (LGIC) como o glutamato e/ou o &cido gama amino
butirico.

A resisténcia parasitaria, definida como a habilidade de uma populacdo de parasitos
em tolerar doses de um composto quimico que seriam letais para a maioria dos individuos de
uma populacdo susceptivel de uma mesma espécie (STONE, 1972), é um dos principais
problemas enfrentados na bovinocultura, em todo o mundo (JAMES & DAVEY, 2009).
Dessa forma, algumas medidas complementares, ndo quimicas, baseadas no manejo de
pastagens, controle bioldgico, nutricdo, selecdo de hospedeiros resistentes e fitoterapia
(BIANCHIN & CATTO, 2008), estdo sendo estudadas e terdo espaco no controle das
helmintiases gastrintestinais.

O desenvolvimento da resisténcia sofre influéncia de fatores como clima, pratica de
manejo e idade dos animais que sdo tratados. Os produtores utilizam, geralmente, apenas um
composto quimico durante periodos prolongados, subdosificados ou varios produtos com
intervalos de tempo muito curtos para o controle de parasitos gastrintestinais, o que pode néo
controlar de forma eficiente os parasitas e desencadear assim a resisténcia aos produtos
quimicos (VASQUES et al., 2007).

A resisténcia estende-se para a mais importante classe de anti-helminticos, as LM, e
um dos mecanismos responsaveis pelo seu desenvolvimento, em nematodas gastrintestinais
de bovinos, ¢ a interacdo farmacoldgica direta ou indireta com a glicoproteina-P (gp-P). Esta
proteina é responsavel pela diminuicdo da concentracdo intracelular de farmacos, como

ivermectina (IVM), das células do figado, rins, cérebro e trato gastrintestinal, entretanto, a



influéncia de VM na expressdo de transporte ainda n&o esta totalmente esclarecida (MENEZ
etal., 2012).

Transportadores ABC (ATP Binding Cassete), como gp-P, tem sido implicados na
resisténcia as LM e contribuem para a resisténcia a outros anti-helminticos. Muitos farmacos
sdo, comprovadamente, inibidores de gp-P e combinag6es apropriadas podem resultar em alta
eficdcia dos tratamentos contra parasitas e reversdo da resisténcia. Entretanto, a depender
desta associacdo, ha uma necessidade de balanceamento contra possiveis incrementos de
toxicidade nos hospedeiros (LESPINE et al., 2012).

O entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos no processo de resisténcia
aos anti-helminticos convencionais, especialmente as LM, sdo altamente relevantes na
parasitologia veterinaria. A sequéncia do genoma completo de Caenorhabditis elegans e
outros helmintos permitem grandes avancos no estudo da biologia e melhoram o diagndstico e
controle de parasitas como Haemonchus placei (PRICHARD & TAIT, 2001).

Este trabalho objetiva apresentar uma revisdo de literatura, confrontando aspectos
atuais referentes a resisténcia de nematodas gastrintestinais de bovinos as LM, e a
possibilidade de reversdo fenotipica embasado em mecanismos moleculares de resisténcia e

de drogas que atuam como substrato da gp-P.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 RELATOS DE RESISTENCIA DE HELMINTOS GASTRINTESTINAIS DE
BOVINOS AS LACTONAS MACROCICLICAS

As LM apresentam papel fundamental no controle parasitario, uma vez que a mesma é
utilizada massivamente em diversas regibes do Brasil e do mundo. Vérios estudos
demonstram a ineficacia de IVM no combate das helmintiases e os dados indicam,
principalmente, o género Cooperia no envolvimento com a resisténcia as LM e a maior
prevaléncia, entre 0s nematodas gastrintestinais de bovinos. Todavia, atualmente, nota-se uma
certa tendéncia de inversdo na intensidade parasitaria dos mesmos, com aumento de
frequéncia de Haemonchus spp. em relacdo a Cooperia spp., observada, provavelmente,
devido ao potencial bidtico de cada género. Preocupacdo esta que deve ser avaliada com
cautela, uma vez que este nematoda apresenta elevada patogenicidade e, com o advento da
resisténcia parasitaria, se tornou de dificil controle.

Relatos de resisténcia em bovinos, se comparados a ovinos, sdo inferiores em

guantidade, no entanto, ndo significam que os seus parasitas tenham menor diversidade



genética para a expressao da resisténcia, mas sim, possivel menor frequéncia de tratamentos
aos quais séo submetidos quando comparados com ovinos (PAIVA et al., 2001).

No periodo de abril de 2002 a maio de 2004, 25 rebanhos bovinos foram avaliados na
regido noroeste do estado de S&o Paulo, Brasil, para determinar o grau de resisténcia anti-
helmitica em bovinos naturalmente infectados com nematodas gastrintestinais. Os anti-
helminticos testados foram fosfato de levamizole, sulféxido de albendazole, IVM e
moxidectina (MOX), todos administrados em doses recomendadas pelos fabricantes. Em cada
fazenda, novilhos foram separados em diferentes tratamentos e grupo controle (ndo tratados)
baseados no OPG e, entre 7 e 10 dias pos-tratamento, amostras fecais foram coletadas de cada
animal para a realizacdo do OPG, além disso, culturas fecais de cada grupo foram também
preparadas para a identificacdo larval. A reducédo da contagem de ovos nas fezes (FECRT) foi
inferior a 90% em 23 fazendas depois do tratamento com IVM. Em 19 fazendas, foram
observadas 100% de eficécia ap6s o tratamento com MOX e, em seis restantes, variaram de
90 a 97,2%. Esses resultados demonstraram resisténcia de Cooperia spp. e Haemonchus spp.,
especialmente a IVM (SOUTELLO et al., 2007).

SOUZA et al. (2008) avaliaram focos de resisténcia de helmintos gastrintestinais de
bovinos a IVM, ao fosfato de levamizole e sulféxido de albendazole em 39 propriedades
localizadas no Planalto Catarinense. Em cada uma, foram coletadas 60 amostras de fezes de
animais, com idade entre sete e dezoito meses, para avaliar o numero de ovos por grama de
fezes (OPG), o cultivo e a identificacdo de larvas. Entre as propriedades avaliadas, 82,1%
apresentaram animais com helmintos resistentes a IVM, em apenas 10,3% das propriedades a
eficacia de todos os anti-helminticos foi superior a 95%, sendo 0s géneros mais
predominantes resistentes a IVM, Cooperia e Haemonchus.

Procurando investigar a possivel resisténcia de nematodas gastrintestinais de bovinos a
MOX, CONDI et al., (2009) realizaram um estudo no municipio de Castilho, Sdo Paulo,
através do teste de reducdo de contagem de ovos nas fezes (FECRT) e teste anti-helmintico
controlado. Os resultados demonstraram a presenca de resisténcia a MOX ap6s o tratamento.
Do sétimo ao décimo quarto dia, o género Cooperia e Oesophagostomum mostraram
resisténcia a MOX, baseado na identificacdo larval, os nematodas (L3) encontrados na cultura
de fezes do grupo tratado foram: Cooperia (34%), Oesophagostomum (18,7 a 65,3%) e em
alguns grupos tratados, larvas de Haemonchus spp. No teste anti-helmintico controlado, 0s
resultados mostraram resisténcia a MOX em C. punctata, C. pectinata, O. radiatum e

Trichuris spp.



A resisténcia dos nematodas gastrintestinais de bovinos as principais formulagdes anti-
helminticas comerciais, entre elas o grupo das LM, estd presente em rebanhos bovinos de
corte no Estado de Mato Grosso do Sul, observado por FELIZ (2011), através da avaliacdo de
dez rebanhos, mantidos em diferentes municipios desse Estado, utilizando o FECRT. O
resultado médio na reducdo do OPG para IVM, MOX e doramectina (DOR) foram 14,97,
91,08 e 32,86%, respectivamente. Os géneros mais frequentemente encontrados a
coprocultura pré/pos-tratamento foram, em ordem decrescente, Cooperia, Haemonchus e
Oesophagostomum.

A resisténcia de nematodas gastrintestinais de bovinos as avermectinas/milbemicinas
na Argentina, assim como no Brasil, esta altamente estabelecida em propriedades onde os
animais sao tratados com intervalos frequentes durante o ano. Foi observado que animais da
raca Hereford de 9-11 meses de idade, tratados com IVM e IVM de longa acdo, no teste de
reducdo na contagem de ovos nas fezes, apresentaram 65 e 20% de eficéacia, assim como 62,7
e 48% no teste anti-helmintico controlado, respectivamente, para C. oncophora (FIEL et al.,
2001).

Na provincia de Santa Fé, Argentina, os géneros Haemonchus e Cooperia,
apresentaram prevaléncia elevada. Nessa regido, foi observado o primeiro caso de resisténcia
de Haemonchus parasitando bovinos com resisténcia simultanea aos anti-helminticos IVM e
ricobendazole, observados através do teste de reducdo na contagem de ovos nas fezes que
apresentou 92 a 95% de larvas deste nematoda em bovinos tratados com IVM, quando
comparado com o grupo controle (ANZIANI et al., 2004).

Segundo SUAREZ & CRISTEL (2007), vérios relatos de resisténcia de parasitos as
drogas em bovinos foram descritos na Argentina. Vinte e cinco rebanhos de gado de corte, da
Regido Oeste Pampeana, foram examinados para avaliar a prevaléncia da resisténcia anti-
helmintica e espécies de nematodas envolvidos. A pesquisa envolveu engorda e sistemas de
cria com uma média de 6.760 bovinos, em que se observou resisténcia parasitaria,
determinada através do teste de reducdo na contagem de ovos nas fezes. A resisténcia anti-
helmintica foi detectada em 16 (64%) rebanhos, sendo que a IVM, foi encontrada em 15.
Cooperia spp. foi o nematoda predominante pds-tratamento em todos os rebanhos com
resisténcia a VM. Estes resultados demonstraram um alto nivel deste fendmeno na regido de
engorda da Argentina.

Com a finalidade de comparar a eficacia de IVM em dois isolados sensiveis e
resistentes de C. oncophora, obtidos no Reino Unido, NJUE & PRICHARD (2004)



realizaram o teste de reducdo na contagem de ovos nas fezes e observaram eficacia de 100%
para os isolados sensiveis a IVM. Por outro lado, para o isolado resistente, a eficacia foi de
77,8%, no décimo quarto dia pos tratamento, indicando resisténcia anti-helmintica.

Exemplos de resisténcia a anti-helminticos, como avermectina/milbemicina, séo
frequentemente encontradas em bovinos parasitados com Trichostrongylus colubriformis ou
C. oncophora (SANGSTER, 1999), esta ultima, possui alto grau de envolvimento em relatos
de resisténcia as LM nos Estados Unidos (GEARY, 2005).

A resisténcia a IVM, também tem sido identificada no oeste dos Estados Unidos. A
necropsia de alguns animais, com histérico de resisténcia, obtidos de propriedades localizadas
no norte da California, mostraram resisténcia a duas classes de avermectinas: MOX, com
reducdo de 88% na contagem de vermes post-mortem e IVM, que ndo proporcionou reducao
de individuos adultos de Cooperia spp. e ndo inibiu L4 de O. ostertagi (EDMONDS et al.,
2010).

Evidéncias de resisténcia as LM, utilizando o teste de reducdo na contagem de ovos
nas fezes, foram observadas em nematodas de bovinos criados na Nova Zelandia. Os
resultados demonstram que eprinomectina e abamectina, foram eficazes apenas em O.
ostertagi, T. axei e C. punctata, no entanto, a mesma caracteristica ndo foi vista em C.
oncophora e T. longispicularis, que apresentaram 72 e 79%, e 81 e 76% de eficécia,
respectivamente (LOVERIDGE et al., 2003).

A avaliacdo da associacdo entre a presenca de resisténcia anti-helmintica e préaticas de
gestdo em 62 propriedades com criacdo de bovinos de corte na Nova Zelandia, demonstrou
que a resisténcia as LM, especialmente a IVM, esta elevada, com uma freqiiéncia de 82% das
fazendas visitadas (JACKSON et al., 2006). Estudo semelhante, proposto por WAGHORN et
al. (2006), mostram que a resisténcia € comum nesta regido, sendo o nematoda mais frequente
pertencente a populacdo do género Cooperia.

DEMELER et al. (2009) demonstraram, em uma investigacao realizada na Europa,
sobre o desempenho de anti-helminticos em bovinos, que a eficacia de IVM pode estar
comprometida, principalmente quando relacionada ao parasita Cooperia spp. No
levantamento realizado em 2006, C. oncophora foi a mais prevalente, sugerindo que a
resisténcia a IVM esteja muito mais comum do que se esperava. Assim como EL-
ABDELLATI et al. (2010a), que avaliaram a resisténcia anti-helmintica na Bélgica e
Alemanha e encontraram quantidades significativas apenas de Cooperia spp. em culturas de

fezes, ap0s o tratamento com VM.



Durante quatro anos consecutivos, 2006 a 2009, EL-ABDELLATI et al. (2010b),
monitoraram a evolucdo da resisténcia & LM em propriedades com criacdo de bovinos
localizadas na Beélgica. Os resultados demonstraram que um isolado de C. oncophora,
resistente a IVM, apresentou resisténcia lateral a MOX, sugerindo, portanto, que o uso de
algum tipo de LM é desencorajado, uma vez que a resisténcia a IVM seja detectada.

Na zona subtropical do México, CANUL-KU et al. (2012), utilizando o teste de
reducdo na contagem de ovos nas fezes, mostraram alta prevaléncia de bezerros com
nematodas gastrintestinais de bovinos resistentes a IVM, em diferentes propriedades no
estado de Yukatan (78%), sendo 0s géneros resistentes a IVM: Ostertagia, Haemonchus,
Cooperia e Trichostrongylus.

2.2 MECANISMOS MOLECULARES DE RESISTENCIA A IVERMECTINA

A resisténcia ocorre quando parasitas passam a suportar doses ou concentracdes de um
composto quimico que usualmente os afetariam. Sendo esta caracteristica herdavel
(SANGSTER, 1999). Os diferentes fatores responsaveis por este fenbmeno podem ser
classificados em internos e externos, os fatores externos, dependem de condi¢Ges néo
relacionadas diretamente ao parasito, como 0 mecanismo de acdo dos anti-helminticos,
eficacia, frequéncia dos tratamentos, doses, rotacdes de principios ativos e forma de manejo
dos animais; os fatores internos, dependem especificamente dos parasitas gastrintestinais
através das caracteristicas genéticas e potencial bidtico, intervalo entre geragdes, estadio
exposto & droga e a proporcao da populagio em refugia (VASQUES et al., 2007).

Estudos na selecdo e genética da resisténcia a anti-helminticos sugerem que a mesma é
poligénica e que ha trés fases no processo de selecdo: susceptivel, intermediaria, em que
permanecem individuos resistentes na populacdo, e homozigotos resistentes, em que
individuos resistentes prevalecem na populacdo. Por essa razdo, a baixa eficacia dos
tratamentos permite a sobrevivéncia de individuos heterozigotos resistentes, em contrapartida,
regimes supressivos permitem a sobrevivéncia de individuos homozigotos resistentes
(JACKSON, 1993).

As modificagdes geneticas que conferem resisténcia se traduzem em diferentes
modifica¢fes bioquimico-moleculares tais como: trocas celulares que afetam a capacidade da
droga para acumular-se intracelularmente, alteracdes de sistemas enzimaticos e/ou alteraces
de receptores celulares (MOTTIER & LANUSSE, 2001).



A resisténcia pode estar presente numa propor¢do de vermes na populacdo com
gendtipo de resisténcia aumentado, na fase inicial, a resisténcia é geralmente reconhecida
somente em testes laboratoriais e ocorrem antes que as falhas no campo sejam detectadas. 1sso
ocorre, porque as drogas que sdo comercializadas em doses que controlam espécies ou
estagios sdo usadas em doses muito acima dos niveis de eficicia para a espécie alvo. E
provavel que os genes que conferem a resisténcia estejam presentes em muitas populagdes de
vermes Oou O processo como uma simples mutacdo de genes sejam responsaveis pela
resisténcia (Quadro 1) (SANGSTER, 1999).

As LM sdo moléculas altamente lipofilicas e sdo substratos potentes para membros da
superfamilia de transportadores ABC (ATP-Binding Cassete), responsaveis pelo transporte de
drogas através da membrana celular, como é o caso da gp-P, que pode regular a concentragédo
da droga, tanto no hospedeiro quanto no parasita. Ha evidéncias de que a IVM e, em menor
grau, a MOX, selecionam certos alelos de genes que codificam a gp-P e outros genes de
transportadores ABC, resultando na sobre-expressdo de algumas glicoproteinas em
nematodas. Os mecanismos de resisténcia a&s LM n&o sdo detectados facilmente através de
marcadores SNPs devido a diversidade de transportadores ABC de nematodas. O possivel
envolvimento de genes que codificam transportadores ABC, como gp-P e beta tubulina na
resisténcia de LM, fornecem um ponto de partida para a compreensao deste fenétipo e de
marcadores para detecgéo de resisténcia em populagdes de campo de nematodas (PRICHARD
& ROULET, 2007).

O desenvolvimento de isolados resistentes a IVM foi realizado por JAMES &
DAVEY (2009), utilizando o modelo C. elegans, com exposic¢Oes a doses crescentes de 1IVM;
dessa forma, isolados apresentando essas caracteristicas foram obtidos exibindo um fen6tipo
de resisténcia multipla as drogas (RMD) com resisténcia cruzada a MOX, e observaram que a
mesma foi associada com o aumento da expressdo das proteinas relacionadas com a RMD e
gp-P. Observou-se reversdo da resisténcia a IVM pela co-administragdo com inibidores da
biossintese de glutationa, tripeptideo requerido para transporte de drogas em proteinas
envolvidas na RMD, dessa forma, confirmando o envolvimento dessas proteinas. A
resisténcia, a baixos niveis de IVM (6 ng/ml), foi associada com o aumento da expressdo de
Mrp-le Gp-ple diminuicdo da glutationa, enquanto em nivel superior (10 ng/ml), foi
principalmente associada com a expressdo de gp-P. Pode-se observar claramente, portanto,
gue o envolvimento de proteinas de transporte na resisténcia a IVM, fornece um modelo para

entender este fendbmeno em medicamentos e a sua reversao.



A resisténcia as avermectinas tem sido correlacionada com mudancas em um gene que
codifica a gp-P, que apresenta afinidade muito alta para a IVM, no entanto, a especificidade
de substrato da gp-P é muito ampla e resisténcia aos benzimidazois podem ser modulados por
lectinas especificas para gp-P. Essas mudancas genéticas na gp-P, estdo correlacionadas com
a resisténcia aos benzimidazdis em nematodas, demonstrado por BLACKHALL et al.(2008),
que apresentaram evidéncias genéticas de selecdo em um locus da gp-P durante a sele¢do para
resisténcia aos benzimidazois em H. contortus.

Os canais de cloro glutamato dependentes, GluCls, sdo membros da superfamilia de
canais de ions que estdo envolvidos na resisténcia as LM. NJUE & PRICHARD (2004),
utilizando técnicas de PCR com 2 cDNAs GIuCl, que codificam GluCla3 e GIluClB, clonados
de C. oncophora, observaram que as duas sequéncias apresentam alto grau de homologia para
subunidades similares de outros nematodas, assim, a subunidade GluCla3 de C. oncophora é
mais estreitamente relacionada com a subunidade GluCla3f3 de H. contortus. Estes mesmos
autores, ao avaliarem os polimorfismos genéticos destes dois genes, analisada em um isolado
de campo sensivel e resistente de C. oncophora, observaram uma associacao estatistica entre
0 gene GluClo3 de C. oncophora e resisténcia a IVM, ja, o mesmo pardmetro ndo foi
observado para o gene GIuCIR de H. contortus.

A clonagem de um fragmento de uma subunidade o de GIluCl de H. contortus foi
estudada por BLACKHALL et al. (1998) com a finalidade de avaliar a variabilidade genética
desse fragmento retirado de cinco isolados de H. contortus, 1- sem selecdo (2 isolados), 2-
selecdo para IVM (2 isolados) e 3 — selecdo para MOX (1 isolado). Observou-se que um alelo
do gene dessa subunidade pareceu estar associado com a resisténcia as drogas aumentando em
frequéncia nos cinco isolados. Outro alelo, pareceu estar associado com a susceptibilidade
diminuindo em frequéncia nos trés isolados selecionados para IVM e MOX quando
comparado com os isolados ndo selecionados. Uma analise do gene da subunidade R, ndo
apresentou diferencas significativas nas frequéncias alélicas entre as linhagens néo
selecionadas e selecionadas, sugerindo uma correlacdo entre as mudancas nas frequéncias
alélicas do gene da subunidade a e resisténcia a IVM e MOX.

RAO et al. (2009) isolaram um novo gene de H. contortus (Hcggr3) ion seletivo e que
possui similaridade com subunidade do canal de cloro. Analises de cDNA apresentaram
supostos sitios de reconhecimento que podem ser importantes em relacéo ao desenvolvimento
dessa subunidade e, utilizando RT-PCR de Hcggr3, foi observado que este é diferentemente

expresso entre as diversas fases de vida seguindo a seguinte ordem de classifica¢do para essa



expressdo: ovos > fémeas adultas > larvas > machos adultos. Foi encontrado um polimorfismo
de nucleotideo Unico que parece estar associado com a selecdo para a resisténcia as LM, na
regido nao traduzida 3" do gene Ggr-3, com diferenca entre um isolado susceptivel (PF23) e
dois isolados resistentes as LM (IVF23 e MOF23) e observaram, que ha a formagdo de um
canal de anion associado a dopamina, que é expresso predominantemente na papila cervical e
estd comumente envolvida na sensacdo tatil. Entretanto, o papel deste gene ainda ndo esta
totalmente esclarecido.

Muitas diferentes substituicbes de aminoacidos foram observadas em parasitas
resistentes as LM, e, como em C. oncophora, somente a substituicdo L256F foi encontrada
tendo algum efeito, tornando o canal menos sensivel a IVM e reduzindo a afinidade do canal
para a droga (NJUE & PRICHARD, 2004), assim como a substituicdo A169V no gene Glc-5
em H. contortus, comprovando, desta forma, que substituicbes de aminoacidos individuais
possuem a capacidade de alterar a resposta de canais individuais as LM (BEECH et al., 2011).

Utilizando C. elegans como nematoda modelo para avaliar a sensibilidade de VM,
mediado por genes que afetam a mesma pela familia de genes GIuCl, foi observado que a
mutacdo simultdnea nos genes Avr-14, Avr-15 e Glc-5 conferem alto nivel de resisténcia a
IVM (DENT et al., 2000).

BEECH et al. (2010) determinaram o genoétipo de larvas e individuos adultos de H.
contortus com relacdo aos genes Glc-5 e 1gc-37 relacionados com resisténcia as LM, nesses
mesmo individuos, foram aferidos a movimentacdo e alimentacdo, duas caracteristicas alvo
das drogas, e observaram que todos 0s genes estdo relacionados com comportamento alterado
na auséncia da droga, evidenciando que a resisténcia genética pode estar associada com
alteracdes na biologia do parasita.

Atualmente, marcadores moleculares que se correlacionam bem com a resisténcia anti-
helmintica estdo disponiveis apenas para a deteccdo de resisténcia aos benzimidazois, no
entanto, apenas recentemente, um polimorfismo de nucleotideo Unico foi encontrado em
GIuCl e que apresenta relevancia funcional para determinagédo da resisténcia em LM. Um pré-
requisito para o diagnostico molecular no futuro serdo testes fornecendo a quantificacdo
confiavel e exata de alelos de resisténcia relacionados com DNA extraido de um pool de
parasitos (SAMSON-HIMMELSTJERNA, 2006).

Investigando a expressdo de moléculas transportadoras de drogas, pela técnica da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e RT-PCR, para avaliar a expressdo de gp-Ps, em

Teladorsagia circuncicta no Reino Unido, DICKER et al. (2011), observaram 11 sequéncias



parciais de gp-P, além disso, diferencas na expressdo génica dessas proteinas, foram
particularmente marcadas em varios genes, entretanto, de forma mais notavel em Tci-pgp-9,
no isolado resistente, quando comparado ao susceptivel, observado em todos os estagios do
ciclo de vida com menor expressdo em ovos, seqguido de L1, L2, L3 e L4. IdentificacGes
parciais das sequéncias de nucleotideos em Tci-pgp-9 nos dois isolados, resistente e
susceptivel, foram observadas portando alto nivel de polimorfismos. A maioria dos estudos
tem investigado sitios alvos de mutacgdes, relativamente pequena atencdo tem sido dada para o
papel das trocas das expressdes génicas e estes resultados, demonstram claramente que a
expressdo aumentada deste gene, associado com a sequéncia polimorfica aumentada, poderia
desempenhar um papel na sobrevivéncia de T. circumcicta resistente a mdltiplas drogas
guando exposta a IVM.

Segundo EL-ABDELLATI et al. (2011), o gene Avr-14, codifica duas subunidades
Avr-14A e Avr-14B e sugere-se que o ultimo seja o alvo principal da IVM. O gene Avr-14B,
nos isolados avaliados pelos mesmos de C. oncophora susceptiveis e resistentes, ndo
mostraram polimorfismos especificamente envolvidos com a resisténcia a IVM, entretanto,
uma diminuicdo do ndmero de isoformas de Avr-14 foi observado em isolados resistentes
comparado com susceptiveis. A auséncia de mutacdo em L256F no gene Avr-14 do isolado
resistente a IVM, usado neste estudo, sugere que a troca de aminoacidos foi talvez isolado-
especifico e que mesmo dentro de uma espécie de nematoda, diferentes isolados podem ter
diferentes estratégias genéticas para tornarem-se resistentes a IVM. No entanto, estes
resultados demonstram que o gene Avr-14 esta sob selecdo neste isolado resistente a IVM de
C. oncophora.

Com o objetivo de determinar se mutac¢des nas subunidades G/uCla3 e GIuCIR afetam
a sensibilidade a IVM em isolados sensiveis e resistentes de C. oncophora, expressas
isoladamente e em combinacdo com oocistos de Xenopus laevis, NJUE et al. (2004)
observaram que mutacBes no primeiro causa modesta, porém significante, perda da
sensibilidade ao glutamato, ligante natural para receptores GIuCl. Por outro lado, mutacGes na
subunidade GIuCIR do isolado resistente, aboliu esta sensibilidade e, dos trés aminoacidos que
distinguem essas subunidades, nos mesmos isolados, apenas um deles, o L256F, demonstrou
diferengas na resposta sensivel a IVM. As mudangas também ocorreram em outras
subunidades GIuCl de C. oncophora, tais como receptores GABA, que podem aumentar o

efeito da mutagcdo em L256F, e ajudar a elucidar os mecanismos de resisténcia a VM.
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Atualmente, ha forte evidéncia que a resisténcia as LM est4 associada com trocas na
expressdo de gp-P, e alguns dados sugerem um envolvimento de polimorfismos em mdltiplos
genes ou diferencas devido a trocas na regulacdo da expressdo de gp-P que afetam multiplos
genes simultaneamente. Alguns desses genes, como o Hco-unc-3 e o Hco-unc-5, que
codificam a subunidade dos canais de cloro glutamato dependentes, foram avaliados por
WILLIAMSON et al. (2011), que encontraram niveis levemente reduzidos dos mesmos em
um isolado resistente a BZD, LEV e IVM de H. contortus, e observaram que o tratamento in
vitro de larvas deste parasito, produziu varidveis e inconsistentes trocas nos niveis de gp-P,
assim como o aumento dos niveis dos genes Hco-pgp-2 e Hco-pgp-9 em 5,96 e 2,65 vezes no
isolado resistente, respectivamente, quando comparado com o isolado sensivel.

A resposta de um isolado triplamente resistente a drogas (fembendazole, levamisole e
IVM) de T. circumcicta, exposta a IVM in vitro, foi avaliada por DICKER et al. (2011a), que
observaram um aumento generalizado na producédo de proteinas, dentre elas a gp-P, resultado
da exposicdo a IVM, e, uma maneira dos parasitas tentarem sobreviver a esta exposi¢éo,
poderia ser a parada ou a baixa regulacdo de alguns processos celulares ndo essenciais. Outros
genes, como 0s da classe do citocromo P450, sdo, geralmente, expressos em niveis

extremamente baixos, por isso, podem ter desaparecido.
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Quadro 1. Relacdo de genes que codificam proteinas envolvidas no processo de resisténcia a
ivermetina.

Genes Proteina Autor

Glc-5 GluCl BEECH et al., 2011

Lgc-37 GluCl BEECH et al., 2011
Abcbla* MDR-3 XU etal., 1998

Mdr1, P-gp MDR-1 Van der HEYDEN et al., 2011
Hgl GABA LAUGHTON et al., 1994
Mrp-1 MRP-1 JAMES & DAVEY, 2009
Pgp-1 P-GP JAMES & DAVEY, 2009
Mdr-1 (Mdrlb) P-GP MARTINEZ et al., 2008
Mdr-2 P-GP MARTINEZ et al., 2008
Mdr-3 (Mdrla) P-GP MARTINEZ et al., 2008
MDR-1 (ABCB1)** P-GP MARTINEZ et al., 2008
MDR-3 (ABCB4) ABCB4 MARTINEZ et al., 2008
ABCC1 MRP-1 MARTINEZ et al., 2008
MRP-2 MRP-2 MARTINEZ et al., 2008
ABCC2*** MRP-2 MARTINEZ et al., 2008
GluCla3 GluCl NJUE & PRICHARD, 2004
GluCl GluCl BLACKHALL, 1998
PgpA P-GP XU etal., 1998

Pgp-1 P-GP Le JAMBRE et al., 1999
Hcggr3 GluCl RAO et al., 2009

Avr-14 GIu/GABA DENT et al., 2000

Ggr-3 GIu/GABA DENT et al., 2000

Avr-15 GIu/GABA DENT et al., 2000

Glc-1 Canais CL DENT et al., 2000
Tci-pgp-9 P-GP DICKER et al., 2011
Hco-glc-3 GluCl WILLIAMSON et al., 2011
Hco-glc-4 GluCl WILLIAMSON et al., 2011
Hco-glc-5 GluCl WILLIAMSON et al., 2011
Hco-pgp-1 P-GP WILLIAMSON et al., 2011
Hco-pgp-2 P-GP WILLIAMSON et al., 2011

Sinénimos: *PGP, MDR3, P-GP, PGY3, ABCB4, EVI32, MDR1a, PGY3 ou MDR-3 **CLCS, MDR1, P-GP, PGY1, ABC20,
CD243 ou GP170 ***DJS, MRP2, CMRP, ABC30 ou CMOAT
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2.3 DROGAS MODULADORAS DA GLICOPROTEINA-P

Oncologistas foram os primeiros a observarem que o tratamento de cancer com
multiplas drogas tenderam para o desenvolvimento de resisténcia cruzada para muitos outros
agentes citotoxicos que nunca haviam entrado em contato com as mesmas, eliminando a
possibilidade de cura desses tumores com quimioterapia. Em muitos casos, culturas teciduais
de tumores resistentes a drogas demonstraram padrdo de resisténcia in vitro similar aqueles
vistos in situ. Esta observacao sugere que a resisténcia multipla as drogas € em muitos casos,
mas ndo todos, resultado de alteracGes hereditarias nas células cancerosas, causando
mudancas nos niveis de proteina especifica, ou proteinas mutantes que permitem a
sobrevivéncia de células cancerigenas na presenca de diversos agentes citotoxicos. Essa
alteracdo genética, que confere resisténcia a drogas citotoxicas, pode afetar o ciclo dindmico
das células, susceptibilidade de células a apoptose, captacdo e efluxo de drogas, metabolismo
celular, compartimentalizacdo intracelular de drogas ou reparacdo de danos, usualmente o
DNA, induzidos por drogas (AMBUDKAR et al., 1999).

Entre as drogas antiparasitarias que sdo amplamente utilizadas na terapéutica
veterinaria, hd exemplos muito interessantes de interacdo farmacoldgica, com transportadores
celulares como o grupo das LM (IVM e MOX) e a gp-P (BALLENT et al., 2005).

A co-administracdo in vivo de LM com drogas moduladoras da pg-P tem sido proposta
como estratégia para melhorar a disponibilidade sistémica de drogas (LIFSCHITZ et al.,
2010b) assim como em células de adenocarcinoma pulmonar humano, confirmando a atuacdo
de IVM na modulacdo da gp-P através do transporte de rodamina-123, semelhante ao
valspodar, um analogo da ciclosporina, utilizado especialmente para bloquear a funcéo da gp-
P (LESPINE et al., 2006).

Embora a baixa resposta dos canais de cloro possa estar envolvida com a resisténcia as
LM, a maior evidéncia disso estd relacionada com a selecdo genética em membros da
superfamilia de transportadores ABC, como gp-P (SILVA & RODRIGUES, 2010). Esta, €
uma proteina com, em média, 170 KDa, codificada pelos genes humanos MDR1 e MDR3,
gene murino Mdrla,Mdrlb, Mdr2, P-gpl, P-gp2 e P-gp3 (MUKAI et al., 2009), e age como
bomba de efluxo ATP-dependente, transportando farmacos e xenobiéticos para a parte
externa das células do figado, rins, cérebro e trato gastrintestinal, das células tumorais e das
células das barreiras hematoteciduais (AZEREDO et al., 2009). Um dos mistérios desse
sistema de transporte € como um simples sistema de transporte pode reconhecer tantos

diferentes substratos (AMBUDKAR et al., 1999).
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O fenbmeno da resisténcia maltipla as drogas (RMD) representa um dos grandes
problemas na terapia do cancer. O termo RMD ¢ utilizado para descrever um fenémeno
caracterizado pela capacidade de células tumorais apresentarem resisténcia simultanea a
diferentes quimioterapicos funcionalmente e estruturalmente ndo relacionados, este fenémeno
pode ser revertido atraves da utilizacdo de substancias que inibem o efluxo de drogas,
potencializando seu efeito citotoxico com aumento de sua concentracdo intracelular
(WAGNER-SOUZA et al., 2002).

O sistema ABC de transporte, compreende diversos grupos de proteinas que tem sido
identificadas em todos os organismos, de bactérias a humanos. Testes in vitro, utilizando o
pardametro motilidade como indicador de susceptibilidade ou resisténcia, assim como a
avaliacdo da contribuicdo do sistema ABC de transporte, como glicoproteina-P, associando
drogas moduladoras com IVM, também foram avaliadas em nematoda Brugia malayi, e
demonstram que a sensibilidade a IVM ¢é potencializada quando a mesma € co-administrada
com farmacos moduladores como verapamil, ciclosporina A e vimblastina (TOMPKINS et
al., 2011).

A expressao diferenciada da gp-P, indica que a mesma apresenta um papel de protecédo
do organismo contra agentes xenobioticos, excretando estes componentes na bile, urina e no
l[umen intestinal e também prevenindo sua acumulagdo no cérebro pois atua no processo de
absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo de diferentes farmacos (AZEREDO et al.,
2009).

Gp-P confere resisténcia contra um amplo espectro de substratos como drogas anti-
cancerigenas (vincristina; vimblastina), outros agentes citotoxicos (brometo de etidio;
puromicina), peptideos ciclicos e lineares (gramicidina-D; valinomicina), inibidores da
protease do HIV (ritonavir; indinavir) e outros compostos (rodamina-123; calcein-AM). Um
grande numero de compostos ndo-citotdxicos, sabidamente quimio sensibilizantes, ou
moduladores RMD, sensibilizam células resistentes para a acdo das células citotdxicas
(AMBUDKAR et al., 1999).

Estudos de gp-P mutantes tem sido um dos métodos mais amplamente empregados
para elucidar o mecanismo de acdo desta glicoproteina em humanos, geralmente, essas
proteinas tem sido geradas por selecdo de medicamentos in vivo ou atraves de técnica de
mutagénese dirigida seguido pela caracterizagdo bioquimica in vivo e in vitro. A mutacdo na
gp-P de mamiferos sdo concentradas, predominantemente, em dominios transmembrana, mas
também estdo dispostas em todo o resto da molécula (AMBUDKAR et al., 1999).
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Tanto dentro de uma Unica espécie ou através dos alvos das drogas como células
cancerigenas, parasitas ou bactérias, a diversidade genética no gene que codifica para a gp-P
pode influenciar na concentracdo das drogas e nas respostas terapéuticas, com esses efeitos, se
torna dificil ignorar o impacto potencial que a variacao entre individuos e intra individuos na
gp-P pode ter na resposta a droga (MARTINEZ et al., 2008).

Muitos moduladores da gp-P inibem seu transporte através de mecanismos
competitivos e ndo competitivos, como o verapamil, que se une aos sitios de ligacdo da gp-P
inibindo o transporte de outros substratos de forma competitiva e a ciclosporina-A, que
interfere tanto no reconhecimento de substratos como na atividade ciclica da gp-P
(BALLENT et al., 2005) e s&o conhecidos como reversores de primeira geracdo. Um fator
limitante no uso de reversores, sdo as elevadas doses necessarias para potencializar os efeitos
dos quimioterapicos, resultando numa toxicidade muitas vezes inaceitavel ao organismo, por
iss0, novas drogas, menos toxicas e mais potentes, estdo sendo produzidas, conhecidas como
moduladores de segunda e terceira geracdes (WAGNER-SOUZA et al., 2002).

BARTLEY et al. (2009) utilizaram rodamina 123, cloridrato de verapamil, quercetina
e PLURONIC P85 (substratos da gp-P) com o objetivo de investigar a capacidade de varios
compostos, que interferem na acdo da mesma, para aumentar a eficacia de IVM em isolados
sensiveis e resistentes de T. circuncicta e H. contortus através do teste de inibicdo da
alimentacdo larval. Os resultados demonstraram, como esperado, que é necessario mais IVM
para os isolados resistentes, quando comparados com 0s sensiveis para a inibicdo da
alimentacdo completa, entretanto, varios estudos utilizando o verapamil em diferentes tipos de
cancer, demonstraram cardiotoxicidade elevada, desencorajando o uso dessa substancia como
agente reversor na clinica (WAGNER-SOUZA et al., 2002).

Com a finalidade de determinar a afinidade de algumas lactonas com gp-P, KIKI-
MVOUACA et al. (2010) avaliaram a contribuicdo da gp-P na disposicdo cinética in vivo, na
cinética plasmatica, concentracdo no cérebro e excre¢do intestinal de trés estruturas diferentes
de LM, ivermectina, eprinomectina e moxidectina, e concluiram que a disposicdo de
eprinomectina em ratos € controlada principalmente pelo efluxo de gp-P, mais que a
ivermectina, enquanto que a disposicdo de moxidectina parece ser a maioria gp-P
independente, assim, observou-se que eprinomectina e ivermectina possuem maior afinidade
com a gp-P em relagdo a moxidectina.

A resisténcia a ivermectina €, em partes, devido a mudancas na gp-P do parasito, o que

pode ser demonstrado com o aumento significativo na eficacia de ivermectina e moxidectina,
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quando associadas ao verapamil, através da reducdo da contagem de vermes post mortem (XU
et al., 1998). Desta forma, a utilizagdo de algumas LMs, como as citadas, associadas com
drogas moduladoras de gp-P, como verapamil e CL347.099, aumentam o percentual de
eficacia das mesmas, entretanto, quando associadas com ciclosporina A, alguns resultados
mostram que os efeitos sdo varidveis no aumento desta (MOLENTO & PRICHARD, 1999).

BORGES et al. (2011) ao avaliarem a eficacia de ivermectina combinada com
verapamil, em alta concentracdo, observaram que essa associacdo aumentou a eficacia de
ivermectina, isoladamente, de 53,1 para 94,3% contra um isolado de campo de H. contortus
resistente no teste de inibigdo da migragéo larval. Por outro lado, infeccbes experimentais em
ovinos demonstraram um aumento de eficacia de 7,75%, ivermectina isoladamente, para
36,02% associada com verapamil.

Outra caracteristica que pode ser observada, é a atuacdo de alguns flavondides na
modulacdo da gp-P, como é o caso de quercetina, que apresenta capacidade de alterar a
disposicdo de cimetidine, in vivo, demonstrando assim, que estes compostos podem, sob
determinadas condi¢bes, atuarem como potentes moduladores da gp-P (TAUR &
RODRIGUEZ-PROTEAU, 2008).

LIFCHITZ et al. (2010a) comprovaram estes resultados ao utilizarem loperamida
como agente reversor, in vivo, da resisténcia através da modulacdo da gp-P sobre a atividade
anti-helmintica em ovinos e observaram que a mesma induz a mudangas na concentracao
plasmatica e eficacia de ivermectina e ainda, observaram altas concentracfes de ivermectina
no plasma ap6s a co-administracdo com loperamida em comparacdo com ivermectina
isoladamente. A meia vida de ivermectina foi prolongada na presenca do modulador e
aumentou a eficacia contra H. contortus e Trichostrongylus colubriformis em 72,5 e 96,3%,
respectivamente, na contagem de vermes post mortem. Estes mesmos autores, realizando uma
comparacdo do efeito de loperamida na disposicdo cinética de ivermectina e moxidectina e
eficacia contra nematodas resistentes de bovinos, observaram que a modulacéo in vivo da gp-
P, também modificou o comportamento cinético e melhorou a eficicia de LMs em nematodas
resistentes de bovinos, demonstrando que a modulacdo da gp-P, em condi¢cdes de campo,
pode ser uma abordagem farmacoldgica valida para melhorar a atividade e prolongar a vida
util dessas drogas (LIFSCHITZ et al., 2010b).

Numerosos compostos tém demonstrado serem inibidores da atividade da gp-P e, de
reverterem o fendbmeno da resisténcia a maltiplas drogas. Estes, pertencem a uma ampla

variedade de classes quimicas incluindo bloqueadores dos canais de célcio, digitalicos,
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quinolonas, ciclosporinas, surfactantes, hormoénios e anticorpos. A interacdo da gp-P com
farmacos reconhecidos como substratos, pode ser uma ferramenta farmacoldgica util para
incrementar a biodisponibilidade sistémica de diversos farmacos, contribuindo a melhorar sua
atividade farmacoldgica (BALLENT et al., 2005).

DUPUY et al. (2006) testaram a habilidade de dois compostos licenciados em
Medicina Veterinéria: fumagilina e diaceturato de diminazene para aumentar a quantidade de
moxidectina intracelular em hepatdcitos de ratos e observaram que estes compostos,
aumentam significativamente a quantidade de moxidectina em cultivo de hepatdcitos de ratos
em 44 e 65% para os tratamentos com diaceturato de diminazene e fumagilina,
respectivamente.

Estudando os efeitos de flavondides como kaempferol, quercetina, naringenina,
baicalein, miricetina, morina e fisetina, KITAGAWA et al. (2005), demonstraram que
kaemperol e quercetina aumentaram o acumulo de rodamina-123, dependendo de sua
estrutura quimica. Isto foi possivel através da analise por citometria de fluxo, que indicaram
gue o0 aumento no acumulo do substrato foi devido a inibicdo do efluxo deste. BORSKA et al.
(2010), realizaram um experimento com duas linhas de células de carcinoma pancreatico
humano, resistente e sensivel (para compara¢do), em que células de ambas as linhas foram
expostas a concentracdes selecionadas de quercetina e daunorubicina, para entdo analisar a
expressdo e funcdo de transporte da gp-P. O resultado deste estudo confirmou, através de
imunocitoquimica e western-blooting, que quercetina afeta a expressao e funcdo da gp-P,

podendo ser um potencial modulador desta proteina.

3 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos relatos encontrados na literatura, conclui-se que a resisténcia anti-
helmintica, especialmente as lactonas macrociclicas, se tornou uma realidade entre os
bovinos. Estudos de prevaléncia demonstram Cooperia spp. € Haemonchus spp. como sendo
0S mais resistentes aos anti-helminticos convencionais, dentre eles as LM. O entendimento
das bases moleculares, envolvidas no mecanismo de resisténcia, pode auxiliar no diagnostico
precoce da mesma, desta forma, fornecendo subsidios necessarios para iniciar um tratamento
antecipado.

A reversdo quimica da resisténcia esta atualmente sendo muito estudada com a
utilizacdo de drogas com potente efeito inibitorio da glicoproteina-P (gp-P); muitas dessas

drogas, como o verapamil, possuem efeito modulador. No entanto, para atingir efeitos
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desejaveis sdo necessarias doses extremamente tdxicas, por isso, novos trabalhos
demonstrando a interacdo gp-P versus droga moduladora estdo sendo realizados a fim de
esclarecer ainda mais esse mecanismo de reversao e, dessa forma, prolongar a vida util de

antiparasitarios.
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Resumo
Desde sua producdo na década de 80, a ivermectina (VM) esta sendo utilizada de

forma indiscriminada e a pressdo de selecdo a que os nematodas gastrintestinais de bovinos
foram expostos foi intensa e ocasionou perdas econémicas consideraveis devido ao advento
da resisténcia parasitaria. Uma alternativa para o controle de parasitos, na atual era da
resisténcia, € o uso de drogas moduladoras da gp-P, uma vez que uma das principais
alteracdes bioguimicas que 0s parasitos resistentes a esta avermectina apresentam é o aumento
da atividade desta proteina de membrana, responsavel pelo efluxo de farmacos e xenobi6ticos.
O objetivo deste trabalho foi avaliar oito drogas com atividade moduladora da gp-P para
potencializar a eficacia de VM contra um isolado de campo de Haemonchus placei resistente,
utilizando o teste de inibicdo da migracdo larval. Foi observado acréscimo de 5,1; 49,06;
76,42; 3,31; 28,85; 13,74; 45,64 e 43,61% na eficacia de ivermectina (10™ M), na inibicdo da
migracdo de larvas e diminuic&o da concentracéo efetiva média de ivermectina, de 4,381x10°®
M, quando avaliada isoladamente, para 9,877x107% 1,159x107; 2,710x107; 2,739x107;

7,136x107"; 1,026x10° 1,240x10° e 1,651x10° M quando associada a ciclosporina-A,
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trifluoperazina, quercetina, ceftriaxona, vimblastina, verapamil, dexametasona e aceturato de
diminazene, respectivamente. Somente aceturato de diminazene ndo reduziu estatisticamente
(P>0,05) o numero de larvas migrantes, quando associado a ivermectina. O efeito das drogas
moduladoras de gp-P foi dependente da concentracdo de ivermectina, havendo maior efeito
potencializador em concentracdes mais baixas desta avermectina. A utilizacdo dos farmacos
trifluoperazina, dexametasona, quercetina, verapamil, ciclosporina A, vimblastina e
ceftriaxona, associados a ivermectina, demonstraram capacidade in vitro de potencializar a
eficacia de ivermectina contra um isolado de campo de H. placei resistente, visto pela
auséncia de motilidade larval, observadas em determinadas concentrac@es no teste de inibicédo
da migracéo larval.

Palavras-chave: resisténcia, reversdo quimica, lactonas macrociclicas, nematoda

1 Introducéo

A verminose gastrintestinal de bovinos é considerada um dos principais entraves
responsaveis por perdas econdmicas e baixa produtividade (Vasques et al., 2007), observadas
pelo déficit no ganho de peso, diminui¢do da producdo de carne e leite e, como consequéncia,
baixa lucratividade. Em paises tropicais, como o Brasil, os bovinos, em sua maioria, sao
criados extensivamente. Nestas regides, sdo observadas condicdes 6timas de temperatura e
umidade para desenvolvimento e sobrevivéncia de larvas infectantes no pasto, 0 que permite
um aumento da carga parasitaria e elevacao dos prejuizos.

Dentre os principais nematodas gastrintestinais de bovinos encontrados no Brasil,
destacam-se 0s géneros Cooperia, com prevaléncia elevada (Santos et al., 2010), porém,
reduzida patogenicidade e Haemonchus, helminto extremamente patogénico implicado em
perdas diretas, relacionadas, principalmente, ao seu potencial hemat6fago, e indiretas, devido

aos gastos oriundos da desverminagédo e méo de obra (Gennari et al, 2001).
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A necessidade de se controlar esta enfermidade tornou a utilizacdo de anti-helminticos
primordial. O grupo das lactonas macrociclicas (LM) foi descoberto em 1979 (Burg et al.,
1979) e é, ainda, o mais utilizado na pecuaria brasileira pois apresenta eficacia terapéutica
contra endo e ectoparasitos, seguranca clinica elevada e amplo espectro de acdo. Todavia,
apos mais de trinta anos de utilizacdo, se tornou uma das classes de anti-helminticos sobre a
qual mais se encontram relatos de resisténcia na literatura mundial (Sutherland & Leathwick,
2011).

Em Haemonchus placeli, a resisténcia a ivermectina (IVM) é um problema emergente
em muitas partes do mundo (Anziani et al., 2004; Soutello et al., 2007; Souza et al., 2008;
Feliz, 2011; Canul-Ku et al., 2012) e, mesmo que nesta espécie animal os relatos de
resisténcia apresentem um desenvolvimento mais lento do que os observados em nematodas
gue infectam pequenos ruminantes, o nimero de casos relatados na literatura nos ultimos
cinco anos mostram o quanto este problema cresce de forma rapida em bovinos (Sutherland &
Leathwick, 2011).

A auséncia de eficacia a diversos principios ativos com mecanismos de acgdo
diferentes, Resisténcia Multipla as Drogas, (RMD), descoberta durante a quimioterapia de
neoplasias malignas em humanos, é um caso de resisténcia também observada em nematodas
gastrintestinais de ruminantes (Kaplan, 2004). Esta caracteristica pode estar relacionada a uma
série de fatores que ainda ndo sdo totalmente compreendidos, entre eles e principal, o
mecanismo de efluxo de farmacos através da membrana plasmatica de células (Wagner-Souza
et al., 2003; Huber et al., 2010; Gao et al., 2011), estando os transportadores ABC (ATP
Binding Cassete), implicados na resisténcia as LM (Xu et al., 1998) e contribuem para
resisténcia a varios outros anti-helminticos (Lespine et al., 2012).

Desta forma, uma ferramenta atualmente estudada, com a finalidade de controlar a

RMD em nematodas de ruminantes, € a potencializacdo da eficacia de 1IVM, por meio de
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drogas moduladoras da gp-P. Esta proteina possui cerca de 170 KDa e estd envolvida em
processos intrinsecos de absorcdo, metabolismo, distribuicdo e efluxo de farmacos (Mealey,
2004), como VM, ocasionando, em humanos, diminuicdo da concentracdo intracelular nas
células do figado, rins, cérebro e trato gastrintestinal (Ménez et al., 2012). Este efluxo de
IVM, causado por gp-P, no caso de parasitos nematodas, impede a atuacdo deste farmaco no
seu sitio de ligacdo (sistema nervoso de nematodas) e, consequentemente, em ineficacia
terapéutica.

Mesmo que este provavel mecanismo responsavel pelo desenvolvimento de resisténcia
as LMs ainda ndo esteja totalmente esclarecido (Xu et al., 1998; Beech et al., 2010), estudos
in vitro (Molento & Prichard, 2001; Kitagawa, 2005; Dupuy et al., 2006; Borges et al., 2011;
Tompkins et al., 2011) e in vivo (Marques-Santos et al., 1999; Taur & Rodriguez-Proteau,
2008; Lifschitz et al., 2010a; Lifschitz et al., 2010b) demonstraram claramente o éxito na
reversdo da resisténcia, mesmo que parcial, de alguns farmacos representantes desse grupo.
Desta forma, numerosos compostos demonstraram serem moduladores da atividade de gp-P
(Ballent et al., 2005) e combinagOes apropriadas tém sido propostas para melhorar a
disponibilidade sistémica de drogas, resultando em alta eficicia nos tratamentos contra
parasitos e, consequentemente, na reversdo deste fenémeno (Lifschitz et al., 2010a; Lespine et
al., 2012).

Frente aos relatos de resisténcia observados em H. placei aos principais compostos
anti-helminticos, principalmente I\VM, assim como o aumento da intensidade parasitaria deste
helminto no decorrer dos anos, se comparado a Cooperia spp. (Santos et al., 2010), sua alta
patogenicidade e reduzida perspectiva para a introducdo de novas moléculas anti-helminticas
eficazes contra este parasito no mercado, a presente pesquisa objetivou avaliar a eficacia de
IVM, associada a oito farmacos moduladores da gp-P: trifluoperazina (TRI), aceturato de

diminazene (AD), dexametasona (DEX), quercetina (QUE), verapamil (VER), ciclosporina A
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(CLA), vimblastina (VIM) e ceftriaxona (CEF), contra um isolado de campo de H. placei
resistente.
2 Material e métodos

2.1 Obtencao e isolamento da estirpe Haemonchus placei resistente a ivermectina
- HPFAMEZ1

O isolado resistente a IVM, HPFAMEZ1, foi obtido em uma propriedade localizada
no Municipio de Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil, previamente caracterizada como
resistente a IVM, que apresentou 0; 48 e 100% de reducdo na contagem de ovos nas fezes
para os géneros Haemonchus, Cooperia e Oesophagostomum, respectivamente (FELIZ,
2011).

Amostras de fezes foram obtidas para a producdo de larvas de terceiro estadio (L3)
com a frequéncia de 53,6; 45 e 2,3% dos géneros Haemonchus sp., Cooperia sp., e
Oesophagostomum sp., respectivamente, que foram inoculadas em um bezerro de quatro
meses de idade, livre de parasitismo e mantido em baia individual de alvenaria (4m x 4m)
com piso de concreto. A higienizacgdo das instalacGes foi realizada diariamente, com limpeza e
desinfeccdo, com a utilizacdo de detergente neutro e hipoclorito de sédio.

Para o isolamento da cultura pura de H. placei, este animal foi eutanasiado, 42 dias
P.1., e exemplares fémeas adultas foram recuperadas do abomaso e imediatamente transferidas
para placas de Petri contendo solucdo salina a 36°C e mantidos em estufa por duas horas. Os
ovos recuperados foram misturados em fezes equinas autoclavadas e mantidos em
temperatura ambiente por sete dias, quando as larvas infectantes de terceiro estadio foram
obtidas.

Dois bezerros, tratados com sulféxido de albendazole (Ricobendazole® Ourofino
Saude Animal), por trés dias consecutivos, na dose de 5mg/Kg para a eliminagdo da carga

parasitaria eventualmente presente, foram inoculados com 10.000 L3 de H. placei para a
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manutencdo do isolado. O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais/

UFMS — protocolo nimero 200/11.

2.2 Teste de Inibicéo da Migracéao Larval (TIML)
2.2.1 Farmacos utilizados
Utilizou-se IVM, fornecida gentilmente por Intervet Schering-Plough Animal Health
com 97,10% de pureza, quercetina diidratada Ci5H1007.2H,0O (Sigma-Aldrich 6151-25-3),
dexametasona  CpHxFOs  (Sigma-Aldrich  50-02-2)  aceturato de  diminazene
C14H15N7.2C4H/NO3 (Sigma-Aldrich 908-54-3), trifluoperazina C,;H24F3N3S.2HCL (Sigma-
Aldrich 440-17-5), ciclosporina A CeH111N11012 (Sigma-Aldrich 59865-13-3), sulfato de
vimblastina CueHssN4Og H2SO,4 (Sigma-Aldrich 143.67.9), verapamil
(CH30),C¢H3CH,CH,;N(CH3)(CH,)3sC[CsH3(OCH3)][CH(CH3),]JCN . HCL (Sigma-Aldrich

152-11-4), e ceftriaxona sodica (Ceftriax®) C1gH13Ng0;S3 (Sigma-Pharma, Brasil).
2.2.2 Avaliacdo da atividade potencializadora dos farmacos moduladores

Os diluentes foram avaliados isoladamente para determinar as concentragdes padrdes
que foram utilizadas nas respectivas dilui¢fes de cada farmaco (Tabela 1), sem que houvesse
acao letal ou na redugé@o na motilidade das larvas.

A avaliacdo da associacdo de cada farmaco com o anti-helmintico foi realizada em
duas etapas: 1) associacfes de IVM/CE50 com diferentes concentracdes do farmaco
modulador testado e 2) associacbes de diferentes concentragdes de IVM com uma
concentracédo padrdo de modulador, concentracdo esta determinada na etapa 1.

Os critérios para a escolha da concentracdo de modulador, utilizada na segunda etapa,
foram auséncia de efeito nematodicida, quando avaliado isoladamente, e o efeito
potencializador da IVM.

Os diluentes e as concentragdes das solucGes estoques, utilizados nos TIML, foram
etanol para DEX (10 M), QUE (10 M) e CLA (4 mM); 4gua destilada para AD (1,939x10™*
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M), VER (96 mM) e CEF (1,8x10° M) e DMSO para TRI (1 M), VIM (5 mM) e IVM (107
M).

2.2.3 Diluices de ivermectina

Foi preparada a solucdo estoque de 10% M em dimetil sulféxido (DMSO P.A.) e
armazenada a -20° C para posterior preparacdo das solucgdes de trabalho. Foram utilizadas,
para as diferentes concentracdes (Tabela 1), DMSO 2% e &gua destilada nas primeira e

segunda etapas, respectivamente, e um grupo controle que recebeu apenas dgua destilada.
2.2.4 Teste de inibicdo da migracao larval

Foram realizados 11 testes com 0 objetivo de padronizar as concentragfes de 1IVM,
para esta espécie de nematoda, e assim determinar a concentracao efetiva média (CE50). A
padronizacdo descrita no presente estudo, foi conduzida seguindo métodos preconizados por
D Assonville et al. (1996), modificado por Molento & Prichard (2001), com algumas
alteracdes.

As larvas utilizadas neste experimento foram desembainhadas, em solugcdo de
hipoclorito de soédio (0,08%) por 15 minutos, periodo este suficiente para que mais de 90%
das larvas estivessem sem bainha, centrifugadas (404g/2 min) e lavadas com agua destilada
por trés vezes para remoc¢ao de residuos de hipoclorito. Posteriormente, foram realizadas trés
contagens de L3 e o volume de agua destilada foi ajustado para que houvesse 400 L3 em cada
0,5 mL.

Foram utilizadas placas de 24 pogos, em cujos pocos foi adicionado 0,5 ml da solugéo
contendo as larvas, j& desembainhadas, 0,25 ml de IVM em diferentes concentragdes e 0,25
ml de modulador. Cada linha correspondia a uma concentracéo de anti-helmintico, sempre em

triplicata, e ao final um grupo controle negativo, ao qual foi adicionada apenas dgua destilada.
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As larvas ficaram em contato com a droga por um periodo de 6 horas em estufa a temperatura
de 27°C.

Ap0s esse periodo, a cada pogo foi adicionado 1 ml de &gar 1,4% a temperatura de
45°C. Esta solucdo final, contendo larvas, agar e droga, foi imediatamente transferida para
uma placa de migracéo, constituida de duas telas sobrepostas com diferentes aberturas (uma
tela com 38 um e outra com abertura maior) e um anel de plastico, com 0,8 cm de altura e 3,0
cm de diametro, parcialmente imerso em 25 ml de &gua destilada que foi previamente
congelada.

Todas as placas de migracdo foram deixadas em estufa tipo B.O.D. a temperatura de
27°C por 18 horas, na auséncia de fonte luminosa. Desta forma, as larvas que sobreviveram ao
contato prévio com a droga migraram pelo agar, passaram pelas telas e permaneceram na
porcdo aquosa da placa de migracdo. Toda fracdo liquida de cada placa de migracdo foi
transferida para tubos de vidro e deixados em refrigeracdo durante 24 horas para
sedimentacdo das larvas. Parte do sobrenadante foi retirado, deixando-se apenas uma aliquota
de 10 ml, da qual foram retiradas trés sub-aliquotas de 1 ml cada para quantificacdo de L3, em
lupa, sempre de forma homogénea, com o auxilio de um aparelho vortex, e ao fim de cada
contagem, o resultado foi multiplicado por dez.

2.3 Analise estatistica

Os valores das concentracfes de IVM foram transformados logaritmicamente e as
médias de contagens de larvas que migraram pela barreira agar/filtro foram expressas como
percentual (0 a 100%) de frequéncia (normalizacdo). Foram construidas curvas sigmoides de
regressdo ndo linear da relagéo dose x resposta destes dados transformados e normalizados.
Utilizando-se estes valores, foi calculada a concentragédo efetiva média (CE50) requerida para
paralisar 50% das larvas por meio da seguinte equacgéo: Y=100(1+10"((LogCES50 — X), em

que: X= logaritmo (base 10) da concentracdo e Y= numero de larvas. Para a comparacao entre
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as curvas, foi calculado o fator de inclinacdo (FI) e para avaliar a qualidade da curva, foi
calculado o fator de determinacdo (R?). Estas andlises estatisticas foram realizadas
empregando o pragrama GraphPad Prism.

O percentual de eficacia de cada farmaco, em diferentes concentracées, foi calculado
por meio da seguinte formula (COLES et al., 1992): Eficacia %: [(CL3 — TL3)/CL3]x100, no
qual CL3 e TL3 representam a contagem do nimero de L3 do grupo controle e a contagem do
numero de L3 do grupo tratado, respectivamente.

Para a comparacdo entre as médias de larvas que migraram ap0s serem submetidas a
diferentes tratamentos, foi utiliza a analise de variancia considerando dois fatores (two way
Anova), que comparou a média de larvas levando em consideracdo as drogas, as
concentracdes e a interacdo entre elas, seguido do teste de Bonferroni para comparacoes
multiplas. As médias de larvas em cada concentracdo de IVM foram comparadas as de IVM
associada aos moduladores de gp-P.

3 Resultados

3.1 Avaliacéo da associagdo farmacoldgica entre anti-helmintico (EC50), com
diferentes concentragdes de drogas moduladoras no TIML, contra o isolado
HPFAMEZ1
Antes do inicio dos testes os diluentes foram avaliados isoladamente. DMSO (2%) néo
demonstrou efeito nematodicida. Etanol, avaliado nas concentrac@es 1,4; 3,5; 5,04; 7; 10,08;
15,04; 20,02 e 25,06%, ndo apresentou efeito letal de larvas até a concentracdo 7%. As
concentracdes acima desta, mataram 100% das larvas apds 2 horas de incubacéo.
Os resultados da CE50, FI da curva dose x resposta e R? de IVM, isoladamente, e em

concentragdes crescentes contra o isolado HPFAMEZ1 estdo apresentados na Tabela 3.
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Né&o foi observado efeito nematodicida dos farmacos moduladores avaliados, quando
testados isoladamente, com excecdo de TRI (3x107%), VER (8 mM) e CEF (3,6x10™ M), que
apresentaram inibicao de 19,79; 13,21 e 9,30% da migracéo larval, respectivamente.

A associacdo entre VER + IVM (CE50) e QUE + IVM (CE50) resultou em
percentuais de eficacia proximos ou acima de 90%; VER nas concentracdes 64, 32, 16, 8 e 4
mM, e QUE na maior concentracéo (5x10° M) (Tabela 2).

Houve aumento moderado da eficacia (<80%) das combinacdes entre IVM e QUE (10
® 5x10°, 10°, 5x107, 10-7, 5x108, 108 M), IVM e DEX (10°, 10, 107, 10° M), IVM e TRI
(5107, 4,5x107%, 4x1072, 3,5x107, 3x107?, 2,5x102, 2x107, 1,5x10% M) e IVM e AD (1,9x10
% 1,9x10% 1,9x107 e 1,9x10® M), quando comparados com IVM (EC50) isoladamente
(Tabela 2).

Nas combinacdes entre IVM e AD (1,939x10° e 1,939x10™° M), IVM e DEX (10®
M), IVM e CLA (256, 128, 64, 32, 16 € 8 uM), IVM e VIM (32, 16, 8, 4, 2, 1 e 0,5 pM) e
IVM e CEF (3,6x10™; 1,8x10™ 9,01x10; 3,6x107; 1,8x10; 9,01x10°®; 3,6x10° e 2,7x10°®
M), foram observadas reducdes da eficacia de IVM (EC50), observadas pelo aumento de

larvas migrantes no TIML (Tabela 2).

3.2 Avaliacdo da associacdo farmacoldgica entre anti-helmintico, em crescentes
concentracdes, e farmacos moduladores em concentracdes fixas no TIML contra
o0 isolado HPFAMEZ1
As curvas sigmoides da relacdo dose x resposta das concentracdes fixas de AD, DEX,
QUE, TRI, VER, CLA, VIM e CEF, associados a crescentes concentragdes de IVM, estdo

apresentadas na Figura 1.
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Todos os farmacos moduladores avaliados, combinados a IVM, apresentaram
percentuais de eficacia superiores a IVM isolada, com excecdo de CEF e VER, quando
associados & VM, nas concentracdes 2x10: 10° M e 2x10°; 10° M.

Os maiores incrementos no percentual de eficacia de IVM foram observados nas
associacOes farmacologicas entre IVM e o0s seguintes farmacos moduladores nas respectivas
concentracdes de IVM: QUE, nas concentragdes 2x107%, 10 2x10®° e 10° M; TRI, nas
concentracdes 2x10° e 10° M; QUE, na concentragdo 2x10”" M e VIM, na concentracio 10
M.

QUE apresentou o maior percentual de reducdo na migracao larval ao ser associada
com IVM (10 M), com 83,45% de efic4cia, enquanto CEF, VIM, CLA, VER, AD, DEX e
TRI, quando associados a esta mesma concentracdo, apresentaram 48,87; 60,95; 49,73; 53,80;
67,93; 68,89 e 70,51% de eficacia, respectivamente.

Estes resultados evidenciam acréscimo de 76,42; 45,64; 43,61; 49,06; 13,74; 5,1;
28,85 e 3,31% na eficacia de IVM, na concentracdo 10 M, quando associada a QUE, DEX,
AD, TRI, VER, CLA, VIM e CEF, respectivamente.

Em todas as associagfes farmacoldgicas, entre drogas moduladoras e VM, foram
observadas reduces da CE50, quando estas combinagdes foram comparadas com IVM
isoladamente. Os maiores e menores valores de CE50, Fl e R? de IVM foram observadas em
CLA e AD (9,877x10% e 1,6x10° M), CLA e DEX (0,27 e 0,66) e CEF e TRI (49,26 e
90,92) quando associados a IVM, respectivamente (Tabela 3).

N&o foram observadas diferencas estatisticas entre as contagens dos nimeros de larvas
na associacdo de AD com IVM, quando comparada com a mesma isoladamente. Para os
demais farmacos, tais diferencas foram observadas apenas nas concentracées 10° (P<0,001),
2x107 (P<0,01) e 10" M (P<0,01) para TRI, 10°® (P<0,05) e 2x10”" M (P<0,05) para DEX,

2x107 (P<0,01) e 107 M (P<0,01) para QUE, 2x107 M (P<0,01) para VER, 10° (P<0,05),
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2x107 (P<0,001) e 107 M (P<0,001) para CLA, 10" M (P<0,001) para VIM e 10 (P<0,05) e
10" M (P<0,01) para CEF (Figura 1).

Diferenca altamente significativa (P<0,0001) foi observada na interacdo entre droga
moduladora e concentracdo de IVM, ou seja, os valores de eficacia observados em cada
associacdo sofreram forte influéncia, ndo apenas do tipo de droga moduladora, mas também,
da concentracdo de IVM utilizada em cada tratamento. Efeito estatisticamente significativo
das drogas moduladoras de gp-P foi observado somente quando associados a concentracdes

mais baixas de IVM.

4 Discussao

A utilizacdo de diferentes farmacos moduladores, associados as LMs (IVM e MOX),
estdo sendo estudados e comprovam esta caracteristica de reversdo, tanto em ensaios in vivo
quanto in vitro. No entanto, até 0 momento, nao ha publicacbes que demonstrem aumento de
eficdcia da IVM contra H. placei, por isso, o conhecimento do efeito de determinados
farmacos moduladores, comprovadamente substratos de gp-P, para este parasito, ainda é
desconhecido.

Este trabalho apresentou o primeiro estudo utilizando farmacos moduladores,
buscando potencializar a eficacia de VM contra um isolado de campo resistente de H. placei.
Os resultados apresentados aqui, mostram que todos os farmacos moduladores avaliados,
associados a IVM, apresentaram reducdo do FI da curva dose x resposta, quando comparado
com a curva padrdao de IVM isolada (0,92), ou seja, as curvas sigmdides, observadas nas
combinacGes farmacoldgicas, foram mais superficiais a IVM padrao, desta forma, nota-se que
houve relacdo direta entre a inclinagdo da curva sigmoide e 0 numero de larvas migrantes no
TIML. Entre os farmacos moduladores avaliados, o menor valor numérico para o FlI da curva

dose resposta, correspondente a maior diminuicdo da quantidade de larvas migrantes, foi
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observado em CLA e o maior em DEX e por isso, apresentaram curvas mais superficial e
ingreme, respectivamente.

Os farmacos moduladores QUE, nas concentracdes 2x10, 10, 2x10°, 10° e 2x10”
M; TRI, nas concentracdes 2x10° e 10° M e VIM, na concentracdo 107 M de IVM,
apresentaram 0s maiores percentuais de eficacia associados a esta LM. Entretanto, 0 aumento
do percentual de eficacia, observados nestas concentracdes de VM avaliadas, ndo possuli
relacdo direta com a diminuicdo da CE50 e FI de IVM, uma vez que as maiores reducdes da
CE50 e FI de IVM néo foram observadas nestas combinacGes supracitadas. Pode-se inferir,
portanto, que a auséncia de relacdo entre estes parametros foi devido a provavel influéncia da
interacdo farmacoldgica, do tipo de farmaco utilizado ou pela concentracdo testada em cada
combinacao.

Um exemplo de interacdo farmacologica em que foi observada auséncia de relacéo
entre os parametros eficacia, EC50 e FI, foi na combinacdo IVM/CLA, avaliada na
concentracdo 10* M de IVM, a qual apresentou a maior diminuicdo dos valores de FI da
curva dose x resposta e CE50 de IVM. Entretanto, mesmo sendo verificadas as maiores
reducdes na CE50 e FI da curva dose x resposta de IVM, esta combinag@o néo proporcionou
percentuais de eficacia superiores a combinacdo IVM/QUE, que apresentou percentuais de
eficacia de 83,45% nessa mesma concentragéo.

Além disso, foi observado, para todas as combinagdes, com exce¢do de TRI/IVM e
AD/IVM, nas oito diferentes concentracdes de IVM, variacdes nos percentuais de eficacia
entre as concentragdes da mesma combinacdo, que ndao seguiram um padréo linear crescente,
ou seja, algumas concentra¢des mais elevadas apresentaram percentuais de eficacia inferiores
aos observados em algumas concentrages mais baixas.

Foi observado que a curva sigmdide da relacdo dose x resposta de IVM isoladamente,

obteve alta qualidade (R* = 0,85) e se aproxima dos valores observados por Demeler et al.
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(2010) que, em experimento utilizando diferentes isolados sensiveis e resistentes, observaram
o valor 0,91 para um isolado H. contortus resistente a IVM,

A acdo moduladora dos farmacos avaliados mostrou-se dependente da concentracdo de
IVM, por isso, foram observadas diferencas estatisticas entre 0 numero de larvas migrantes
(P<0,0001), submetidas a IVM isoladamente, em relacdo a IVM associada as drogas
moduladoras, somente nas menores concentracfes de IVM. Quando os moduladores de gp-P
eram associados a altas concentracdes de IVM, ndo houve diferenca (P>0,05) com IVM
isoladamente (Figura 1).

A observacdo da viabilidade de larvas de terceiro estagio de H. placei resistente a
IVM, quando em contato com os diluentes DMSO (2%) ou etanol (até 7%), isoladamente,
utilizados nas diluicGes das respectivas solucdes de VM (solucbes de trabalho) e alguns
farmacos moduladores, foram avaliados por Molento & Prichard (2001) que, assim como na
presente pesquisa, observaram auséncia de efeitos nematodicidas.

Em contraste com os resultados obtidos por Borges et al. (2011), que avaliaram a agéo
reversora in vivo e in vitro do VER sobre a resisténcia de H. contortus & IVM, e observaram
que a CE50 de IVM, associada ao VER, permaneceu semelhante a da IVM isolada, neste
experimento, houve reducdo da concentracdo efetiva média de IVM, quando associada ao
VER de 4,381x10° para 1,026x10° M.

Alguns farmacos moduladores, como VER e CLA, exercem atividade competitiva
com gp-P (Ballent et al., 2005) e apresentam um fator limitante quanto a sua utilizagéo in
vivo, pois ao serem combinados com outros farmacos, com a finalidade de potencializar os
efeitos terapéuticos desejados, sdo necessarias altas doses, 0 que resulta numa toxicidade
muitas vezes inaceitaveis ao organismo (Wagner-Souza et al., 2003). Com isso, a realizacéo
da técnica in vitro utilizada neste experimento, viabilizou a utilizacdo e experimentacdo de

diferentes concentracGes desses farmacos moduladores, uma vez que a variavel hospedeiro
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ndo foi considerada, desta forma, possibilitou a avaliagdo criteriosa destas associacdes
farmacoldgicas com a vantagem da auséncia de toxicidade em hospedeiros.

O efeito reversor de algumas drogas utilizadas na presente pesquisa como CLA e TRI
na modulacdo da gp-P, também foi observado apds a andlise de cromatografia de alta
eficiéncia, HPLC, em tecidos cerebrais de ratos, em que foi observado aumento na
concentracdo de IVM no encéfalo dos mesmos, quando precedida da administracdo de CLA e
TRI, aumentando sobremaneira a toxicidade de VM com a diminuicao da biotolerancia a esta
LM (Marques-Santos et al., 1999).

A contribuicdo do sistema ABC de transporte, como gp-P, associando drogas
moduladoras com IVM, também foram avaliadas em nematoda Brugia malayi, e foi
demonstrado que a sensibilidade a IVM, como no presente trabalho, é potencializada quando
a mesma é co-administrada com farmacos moduladores como VER, CLA e VIM (Tompkins
etal., 2011).

VER, na concentracdo 8 mM, avaliado isoladamente na presente pesquisa, apresentou
efeito nematodicida de 13,21%. Em contraste com resultados obtidos por Molento & Prichard
(2001), ao avaliarem o aumento da eficacia de IVM e MOX através da associacdo de VER,
CL347.099 e CLA, que observaram que VER, isoladamente, ndo apresentou efeito
nematodicida na concentracdo até 100 mM.

A associacdo de IVM com AD ndo resultou em reducgdo estatistica no nimero de
larvas migrantes no TIML, provavelmente, devido a auséncia de habilidade em interferir na
funcdo das gp-Ps nos nematodas. Estudos in vivo, comprovam que este farmaco pode atuar
através de outros mecanismos ainda ndo conhecidos ou interagir com outros transportadores
ABC, assim como mostram Dupuy et al. (2006), que avaliaram a influéncia de fumagilina e
AD na captacdo de MOX em culturas primarias de hepatdcitos de ratos para verificar se as

mesmas interferem na funcgéo de transporte de gp-P, através da acumulacéo de rodamina 123,
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potente substrato fluorescente de gp-P, e observaram que fumagilina causa uma alteracdo
nesta proteina, demonstrado no aumento de acumulacdo desta LM. A auséncia de efeito na
acumulacdo de rodamina 123 em AD, sugere gque seus efeitos na acumulacdo de MOX nao
sdo mediados pela gp-P, demonstrando que o transporte das LMs pode ser mais complexo do
gue um unico caminho de efluxo observado em gp-P.

A associacdo farmacologica de IVM com QUE, proporcionou aumento de eficécia,
quando comparada com IVM isoladamente, em 76,42%. Estes resultados estdo de acordo com
alguns estudos (Taur & Rodriguez-Proteau et al., 2008; Borska et al., 2010) que avaliaram a
atuacdo de gp-P na diminuicdo ou aumento da concentracdo intracelular de alguns farmacos
em culturas celulares, e comprovam que QUE afeta a expressdo e funcdo de gp-P,
dependendo da concentracdo, servindo, portanto, como potenciais moduladores desta
glicoproteina de membrana.

Os resultados da presente pesquisa, utilizando CEF na concentracio fixa de 3,6x10™
M, evidenciou a atividade de modulacdo desta glicoproteina por este farmaco modulador,
observado pela diminuicdo da CE50 da associagdo, quando comparada com IVM isolada.
Essa caracteristica de modulacdo, ja foi comprovada, in vitro, por Gosland et al. (1989), que
avaliaram a reversdo da resisténcia em etoposide, doxorubicina e VIM, associadas a seis
diferentes cefalosporinas; cefazolina, cefotetan, cephradina, ceftazidime, cefoperazona e CEF,
e observaram que cefoperazona e CEF, foram os Unicos farmacos antibi6ticos com efeito
modulador (inibic&o) de gp-P, ambos na concentracdo de 10 M.

Resultados satisfatorios, in vivo, também foram observados sobre o efeito de
loperamida na disposicdo cinética de IVM e MOX e eficécia contra nematodas de bovinos
resistentes. A modulagéo da gp-P, modificou o comportamento cinético e melhorou a eficacia

das LMs contra os géneros Ostertagia, Haemonchus, Cooperia, Trichostrongylus e
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Oesophagostomum. Em condi¢des de campo, esta pode ser uma abordagem farmacologica
valida para melhorar a atividade e prolongar a vida Util dessas drogas (Lifchitz et al., 2010Db).

Todavia, em DEX, a interacdo in vivo existente sobre a eficacia de IVM e o tratamento
com este glicocorticoide sintético mostram, em contraste com o esperado pela presente
pesquisa, em que foi observado potencializacdo da eficacia de VM, visto pela diminuicédo da
CE50 de IVM no TIML, que esta combinacdo farmacoldgica ndo proporciona aumento, mas
diminuicdo significativa dos niveis plasmaticos de IVM em bovinos experimentalmente
infectados por Cooperia oncophora e Ostertagia ostertagi (Areskog et al., 2012).

Neste estudo, foi observada potencializacdo da eficacia de VM, contra o isolado
resistente de H. placei, quando esta LM foi associada a cada um dos oito farmacos
moduladores de gp-P avaliados no TIML. Esta potencializacdo ndo atingiu niveis maximos de
eficacia (100%) nas associacbes farmacoldgicas entre anti-helmintico e farmacos
moduladores. Esta caracteristica pode ser explicada, devido a participacdo de outros
mecanismos no desenvolvimento deste fenémeno, ou seja, a resisténcia de H. placei a este
antiparasitario, pode ndo ocorrer somente por via de genes que codificam a expressdo de gp-P,
causando o efluxo deste anti-helmintico, mas também, de mecanismos tais como trocas
celulares que afetam a capacidade da droga em acumular-se intracelularmente, alteracdes de
sistemas enzimaticos e/ou alteracGes de receptores celulares (Mottier & Lanusse, 2001),
metabolismo de citocromo P450, que pode estar associado com gp-P e limite a passagem de
farmacos, como IVM, através dos enterdcitos (Azeredo et al., 2009), alteracdo da
permeabilidade da membrana, inibicdo da proteina cinase C (PKC), visto que a ativacdo de
PKC leva a ativacdo de gp-P (Wagner-Souza et al., 2003), auséncia da capacidade dos
farmacos moduladores avaliados na presente pesquisa, nas concentracfes determinadas, em
interagir e, consequentemente, inibir a acdo de gp-P ou outros mecanismos ainda néo

conhecidos.
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Nota-se que as interacdes farmacoldgicas produzidas entre farmacos substratos dos
transportadores ABC, como a gp-P, podem gerar alternativas terapéuticas para o controle de
enfermidades, como a verminose bovina (Ballent et al., 2005), através da potencializa¢do da
eficacia, no caso de farmacos anti-helminticos, como VM, de uma populacdo de nematodas
gastrintestinais de bovinos resistente genotipicamente.

A utilizacdo de QUE, DEX, TRI, VER, CLA, VIM e CEF, associadas a IVM,
demonstraram capacidade in vitro de potencializar a eficacia de IVM contra um isolado de
campo de H. placei resistente a esta LM, visto pela auséncia de motilidade larval, observadas

em determinadas concentragdes, no TIML.
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Tabela 1. Concentragdes dos farmacos avaliados no teste de inibicdo da migracéo larval (TIML) para o isolado HPFAMEZ1 em triplicata

Tratamentos IVM (M) A.D. (M) DEX (M) QUE (M) TRI (M) VER (M) CLA(M) VIM(M) CEF(M)
A 2x10™ 1,939x10~ 10™ 5x107 5x10° 64x10” 256x107 32x10° 3,6x10™
B 10 1,939x10° 10° 10® 4,5x10% 32x10° 128x10° 16x10° 1,8x10™
C 2x10° 1,939x10” 10” 5x10° 4x10° 16x10-x107 64x10°® 8x10° 9,01x10°
D 107 1,939x10°® 107 107 3,5x10 8x10° 32x10° 4x10° 3,6x10°
E 2x10° 1,939x10” 10 5x107 3x10% 4x10° 16x10°° 2x10° 1,8x10”
F 10°° 1,939x10™* - 10” 2,5x10% 2x10° 8x10° 1x10°® 9,01x10°°
G 2x10°7 - - 5x10° 2x10° 1x10°° - 0,5x10°° 3,6x10°°
H 10”7 - - 10°® 1,5x10 - - - 2,7x10°®

*Molar (M), ivermectina (IVM), aceturato de diminazene (A.D.), dexametasona (DEX), quercetina (QUE), trifluoperazina (TRI), verapamil (VER),

ciclosporina A (CLA), vimblastina (VIM) e ceftriaxona (CEF).
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Tabela 2. Diluicbes e percentagem de eficicia de aceturato de diminazene, dexametasona, quercetina, trifluoperazina, verapamil, ciclosporina A, vimblastina e ceftriaxona,

observados no teste de inibi¢do da migragao larval (TIML), associadas a ivermectina (CE50), contra o isolado HPFFAMEZ1

Aceturato de Dexametasona Quercetina Trifluoperazina Verapamil Ciclosporina A Vimblastina Ceftriaxona
diminazene
Diluicéo Eficacia Diluicdo Eficicia Diluicdo Eficacia Diluicdo Eficacia Diluicdo Eficacia Diluicao Eficacia Diluicdo Eficacia Diluicéo Eficacia

(M) (%) (M) (%) (M) (%) (M) (%) (M) (%) (M) (%) (M) (%) (M) (%)
1,939x10° 54,79 107 67,63  5x10° 89,81  5x10% 68,03  64x10° 96,10 256x10-° 37,43  32x10° 26,35 3,6x10™ 32,7
1,939x10° 57,57 10° 60,98 10° 53,32  45x10° 59,01  32x10° 96,56 128x10°® 2859  16x10° 17,86 1,8x10™ 29,28
1,939x107 54,90 107 70,90 5x10° 57,91 4x1072 59,24  16x10° 96,54 64x10° 25,99 8x10® 21,02 9,01x10° 21,96
1,939x10® 48,14 107 40,36 10° 56,87  3,5x10% 62,23 8x107 91,49 32x10° 25,47 4x10°® 18,49 3,6x10° 31,47
1,939x10° 41,89 107 65,41 5x10” 59,23 3x107 59,88 4x10°° 87,13 16x10°® 23,04 2x10° 19,09 1,8x10° 37,54
1,939x10%° 43,52 10” 57,61  2,5x10% 54,08 2x107® 80,44 8x10® 22,87 1x10° 36,68 9,01x10° 38,44
5x10°® 48,31 2x10°° 54,51 1x107® 69,25 0,5x10° 21,52 3,6x10° 26,17
10° 53,32  1,5x10% 50,00 2,7x10° 39,25
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Tabela 3. Valores de coeficiente de determinacéo (R?), concentragéo efetiva média (CE50), fator de inclinagéo da curva (hillslope) e intervalo de confianca (95%) para ivermectina

isoladamente e associada ao aceturato de diminazene, dexametasona, quercetina, trifluoperazina, verapamil, ciclosporina A, vimblastina e ceftriaxona contra o isolado HPFFAMEZ1

IVM AD+IVM  DEX+IVM  QUE+IVM TRI+IVM VER+IVM CLA+IVM VIM+IVM CEF +IVM
CE50(M) 4,381x10° 1,651x10® 1,240x10° 2,710x10°" 1,159x10°" 1,026x10°  9,877x10°  7,136x10"  2,739x10°’
1.C.95% (UM)  2.636a7.279x10°  9.515x107 a 6.193x10" a 9.498x10%a  5,854x10%a  1,788x107a 1,477x10%a 1,448x107a 3,541x10%a
2.863x10° 2.481x10° 7.734x107 2,294x10°7 5,888x10°  6,604x107  3,517x10°  2,119x10°
FI 0,9208 0,5835 0,6600 0,4159 0,4703 0,2873 0,2742 0,3595 0,2998
1.C.95% 1.287 2 0.5551 0.7676 a 0.9506 a 0.6128 a 0,6222 a 0,4782 a 0,4228 a 0,6027 a 0,5111a
0.3994 0.3693 0.2190 0,3183 0,0963 0,1257 0,1163 0,0885
R? 0,8501 0,8757 0,8057 0,7697 0,9092 0,5140 0,6194 0,5481 0,4926

*Molar (M), ivermectina (IVM), aceturato de diminazena (A.D.), dexametasona (DEX), quercetina (QUE), trifluoperazina (TRI), verapamil (VER), ciclosporina-A (CLA),

vimblastina (VIM) e ceftriaxona (CEF).
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Figura 1. Curvas sigmoides da relacdo dose x resposta de ivermectina isoladamente e associada & dexametasona
(10" M), aceturato de diminazene (1,939x10°® M), quercetina (5x10° M), trifluoperazina (3x10? M), verapamil
(8 mM), ciclosporina A (256 M), vimblastina (32 uM) e ceftriaxona (3,6x10™ M), respectivamente, utilizadas
na segunda etapa do TIML para o isolado HPFAMEZ1

* Diferenga significativa (P<0,05), ** altamente significativa (P<0,01) ou *** extremamente significativa
(P<0,001) na quantidade de larvas encontradas nos diferentes moduladores, associados a VM, comparado com a

mesma isoladamente, pelo teste de Bonferroni.
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