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Resumo

BORGES, D. G. L. A¢cdo potencializadora de quercetina associada a ivermectina sobre
Haemonchus contortus: influéncias quimicas e bioldgicas. 2018. xx f. Tese (Doutorado) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul, Campo Grande, MS, 2018.

Quercetina é um flavonoide que em avaliages in vitro tem demonstrado potencializar o efeito
de ivermectina sobre larvas de Haemonchus sp. Avaliacdes farmacoldgicas in vivo de
quercetina demonstram que é viavel constituir associa¢es com anti-helminticos no intuito de
controlar populacdes de helmintos resistentes. Apesar dos resultados ja observados, tanto in
vitro quanto in vivo, o efeito anti-helmintico de associagdes contendo quercetina ainda precisa
ser comprovado. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a acdo anti-hemintica de
ivermectina associada a quercetina, administrados por via intra-abomasal, em ovinos
naturalmente infectados por isolado de Haemonchus contortus resistente a ivermectina.
Adicionalmente, avaliou-se, pela primeira vez, a influéncia do estagio de desenvolvimento e
do nivel de resisténcia de H. contortus sobre a capacidade de potencializacdo da quercetina
em larvas e adultos desse parasito. Foram realizados dois experimentos: experimento A - teste
anti-helmintico controlado para avaliar 0s seguintes tratamentos via intra-abomasal: grupo |
(Ivermectina, lvomec® oral), grupo Il (lvermectina, Ivomec® oral; quercetina Sigma-
Aldrich®) e grupo Il (quercetina); experimento B - teste de inibi¢do da migracdo larval e de
motilidade de adultos, com isolados com diferentes perfis de resisténcia (susceptivel;
resistente e muito resistente a ivermectina). A associacdo farmacologica ndo influenciou nas
contagens de OPG (p>0,05), assim como nao reduziu a carga parasitaria (p>0,05) em ovinos
infectados. No teste de inibicdo da migracao larval, a adicdo de diferentes concentracdes de
quercetina ndo reduziu significativamente a concentragdo efetiva média (EC50) para
ivermectina no isolado sensivel e no isolado com maior fator de resisténcia, porém reduziu
significativamente a EC50 para ivermectina no isolado com fator de resisténcia intermediario
(de FR=3,15 para FR=0,33). No teste de motilidade de adultos, quercetina ndo reduziu
significativamente a EC50 de ivermectina sobre os adultos em nenhum dos isolados testados.
A acdo potencializadora de quercetina foi influénciada pelo nivel de resisténcia e pelo estagio
desenvolvimento do parasito.

Palavras-chave: moduladores, Haemonchus, flavonoides, ivermectina, ruminantes



Abstract

BORGES, D. G. L. Potentiating action of quercetin associated with ivermectin against
Haemonchus contortus: chemical and biological influences. 2018. xx f. Thesis (Doctorate) -
School of Veterinary Medicine and Animal Science, Federal University of Mato Grosso do
Sul, Campo Grande, MS, 2018.

Quercetin is a flavonoid that in in vitro evaluations has been shown to potentiate the effect of
ivermectin on larvae of Haemonchus sp. In vivo pharmacological assessments of quercetin
demonstrate that it is feasible to form associations with anthelmintics in order to control
populations of resistant helminths. Despite the already observed results, both in vitro and in
vivo, the anthelmintic effect of quercetin-containing associations still needs to be proven. The
objective of the present study was to evaluate the anthelmintic action of ivermectin associated
with quercetin, administered intra-abomasal, in naturally infected sheep of Haemonchus
contortus isolate resistant to ivermectin. Additionally, the influence of the developmental
stage and the level of resistance of H. contortus on the potency of quercetin in larvae and
adults of this parasite was evaluated for the first time. Two experiments were carried out:
experiment A - controlled anthelmintic test to evaluate the following intra-abomasal
treatments: group | (lvermectin, Ivomec® oral), group Il (lvermectin, lvomec® oral,
quercetin Sigma-Aldrich®) and group 11 (quercetin); experiment B - inhibition test of larval
migration and adult motility, with isolates with different resistance profiles (susceptible,
resistant and very resistant to ivermectin). The pharmacological association did not influence
the OPG counts (p> 0.05), nor did it reduce the parasite load (p> 0.05) in infected sheep. In
the larval migration inhibition test, the addition of different concentrations of quercetin did
not significantly reduce the mean effective concentration (EC50) for ivermectin in the
susceptible isolate and the isolate with the highest resistance factor, but significantly reduced
the EC50 for ivermectin in the isolate with factor of intermediate resistance (from FR = 3.15
for FR = 0.33). In the adult motility test, quercetin did not significantly reduce the EC 50 of
ivermectin over adults in any of the isolates tested. The potentiating action of quercetin was
influenced by the level of resistance and by the development stage of the parasite.

Key words: modulators, Haemonchus, flavonoids, ivermectin, ruminants
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INTRODUCAO

A resisténcia a anti-helminticos torna as atividades de controle da verminose muito
mais dificeis. Por isso, processos adequados para combater parasitos resistentes sao urgentes.
A utilizacdo de farmacos que possuem a capacidade de interagir com 0s mecanismos de
resisténcia, expressos nos parasitos, e que possam ser utilizados em combinagdo com anti-
helminticos, € uma ferramenta muito promissora. Inimeros trabalhos apontam para diversos
farmacos que, in vitro, conseguem restaurar a susceptibilidade de diferentes espécies de
parasitos, dentre esses, os flavonoides, que sdo substancias muito ativas e com elevado indice
de seguranca clinica. No entanto, frequentemente os resultados obtidos in vitro ndo se repetem
em estudos de comprovagéo do efeito modulador em modelos in vivo, o que pode representar
um obstaculo aos avan¢os na pesquisa com antiparasitarios (Bartley et al., 2012; Askerog et
al., 2012).

As razdes pelas quais se verifica a incompatibilidade entre resultados in vitro e in
vivo nem sempre sdo claras e podem estar associadas a falta de informac6es sobre a propria
substancia que é analisada, sobre a metodologia e 0 organismo com o0s quais se trabalha.
Portanto, objetivou-se com esse trabalho reunir informacdes sobre a utilizacdo de flavonoides
como moduladores de resisténcia, sobre a relagédo entre testes in vitro e in vivo e sobre fatores

que podem influenciar essa relacao.

Flavonoides como agentes moduladores de glicoproteina-P

Glicoproteina-P (P-gp) € uma adenosina trifosfatase, proteina dependente de energia,
que esta ligada @ membrana celular de grande variedade de células e que realiza atividade de
efluxo, retirando do citoplasma xenobidticos que podem representar ameaca. E encontrada em
organismos simples, como bactérias, e em organismos mais complexos como seres humanos,
e pertence a familia ABC de transportadores. Em nematodas, atuam nos mecanismos de
resisténcia aos anti-helminticos, por isso, possuem elevada importancia para a sobrevivéncia
desses organismos (Ardelli et al., 2013; Gupta et al., 2014).

A modulacdo da atividade da glicoproteina-P representa uma estratégia possivel de
ser utilizada para o controle de populag¢fes de nematodas resistentes aos anti-helminticos que
atuam como substratos de P-gp, como as lactonas macrociclicas (ivermectina, doramectina,
eprinomectina, abamectina e moxidectina) (Lifschitz et al., 2010a; Lifschitz et al., 2010b). O
derivado opioide loperamida, considerado substrato da P-gp, quando utilizado em associacao
com ivermectina e moxidectina foi capaz de aumentar a biodisponibilidade, elevando,

consequentemente, a eficacia in vivo de ambas as drogas frente a isolados de Cooperia sp. e
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10

Ostertagia sp. resistentes. Verapamil e CL347,099 foram eficientes em bloguear P-gp em
Haemonchus contortus elevando a eficécia in vitro de ivermectina e moxidectina em isolados
resistentes, assim como vimblastina, dexametasona, ciclosporina A, trifluoperazina,
ceftriaxona, verapamil e o flavonoide quercetina potencializaram o efeito in vitro de
ivermectina sobre Haemonchus placei resistente (Molento et al., 2001; Heckler et al., 2014).

Flavonoides sdo habeis em modular P-gp (Chieli et al., 1995). Podem se ligar a
diferentes sitios de ligagdo nos dominios intracitoplasmaticos da P-gp de forma competitiva,
ndo competitiva ou alostericamente, interferindo com a hidrdlise de ATP, alterando a
integridade lipidica de membranas celulares e reduzindo a expressdo de P-gp (Lespine et al.,
2012; revisado por Gupta et al., 2014). S&o também conhecidos como moduladores
bifuncionais pela capacidade de sobreporem aos sitios de ligagdo ao ATP e de ligacdo a
antiprogesterona RU 486, um esteroide sintético (Conseil et al., 1998). O resultado da
interacdo entre flavonoides e P-gp é a reducdo da atividade da glicoproteina.

A interferéncia dos flavonoides sobre a P-gp é relacionada ndo somente com a
concentracdo do flavonoide, mas também ao tipo do substrato utilizado e da afinidade que
este substrato possui pela P-gp. Dessa forma, o efeito modulador pode ser relacionado com a
reducdo do efluxo do substrato ou mesmo o efeito inverso pode ser observado (Chieli et al.,
1995). Flavonoides como a quercetina, kaempferol e galangina foram relacionados com o
aumento da taxa de efluxo de adriamicina em células de cancer de célon HCT-15. Essas
discrepancias quanto a acdo moduladora podem também ser atribuidas a presenca de diversos
sitios de ligacdo no mesmo transportador (revisado por Di Pietro et al., 2002).

A afinidade dos flavonoides pelos sitios de ligacdo da P-gp € associada a estrutura
quimica e molecular dessas substancias. O nimero de hidroxilas, a estrutura planar e a
consequente hidrofobicidade sdo fundamentais para definir o grau de interacdo com P-gp
(Kitagawa et al., 2005). A afinidade de ligacdo aos sitios de ATP € aumentada pela adicdo de
moléculas hidrofébicas ao flavonoide (prenilacdo), e 0 mesmo ocorre com relagdo aos sitios
esteroides (revisado por Di Pietro et al., 2002).

A atividade inibitéria sobre P-gp e a seguranca clinica dos flavonoides os tornam
candidatos a moduladores (Kitagawa et al., 2005), e grande interesse tem sido despertado para
a utilizagdo dos mesmos em associac¢des farmacologicas com anti-helminticos para o controle
de populacGes de campo de helmintos resistentes, sobretudo a lactonas macrociclicas.

Quercetina foi avaliada preliminarmente como agente modulador de P-gp em

associagdo com moxidectina em ovinos (Dupuy et al., 2003) e aumentou significativamente a
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area sobre a curva concentragdo plasmatica-tempo para essa lactona. O efeito anti-helmintico
da associagéo ainda néo foi avaliado.

O efeito in vivo de farmacos moduladores deve ser avaliado com cautela e alguns
pontos praticos devem ser considerados durante os testes de validacdo, como: curta
persisténcia de alguns farmacos (alguns flavonoides) quando comparados com lactonas
macrociclicas, a presenca de residuos na carne e no leite e, finalmente, custos (Lespine et al.,
2008).

Quercetina, por exemplo, possui baixa biodisponibilidade oral em monogastricos
(Penalva et al., 2017). Em humanos a biodisponibilidade é de 44,8% (Guo et al., 2015). Em
ruminantes a biodisponibilidade deve ser ainda menor quando comparado com monogastricos
devido a fermentacdo ruminal (Berger et al., 2012). Estas caracteristicas relacionadas ao
metabolismo do hospedeiro podem contribuir para a subestimacdo do potencial modulador de
muitos flavonoides em avaliagGes in vivo, em detrimento aos resultados obtidos in vitro e, por
IS0, essas condi¢Oes devem ser ajustadas durante a determinacdo de metodologias adequadas

para a avaliacdo criteriosa de associagdes farmacoldgicas envolvendo esses moduladores.

Resultados in vitro versus in vivo: qual a relagdo prética?

Testes in vitro sdo conduzidos em laboratdrio, onde as condi¢cdes experimentais sdo
controladas e, acima de tudo, o estudo é limitado a interface droga/parasito. A condi¢do basica
qgue atende as exigéncias para a realizacdo desses estudos € o controle de variaveis que
possam interferir em qualquer etapa das avaliacdes, o que é desejavel e fundamental para
estudos in vitro, que sdo preliminares e indicados como bésicos e de carater obrigatério
durante a avaliacdo de drogas moduladoras. Da mesma forma, testes in vivo seguem 0s
mesmos padrdes de controle, porém, a presenca do hospedeiro animal representa fator
complicador em decorréncia da interacdo droga/hospedeiro/parasito e das variaces
individuais de resposta do proprio hospedeiro em relacdo aos parametros farmacocinéticos da
droga administrada. A relacdo entre resultados in vitro e o potencial in vivo de anti-
helminticos, frequentemente ndo ¢é clara (O’Grady & Kotze, 2004) e 0 mesmo € valido para o
estudo com moduladores de resisténcia, dentre esses, os flavonoides. Cetoconazol,
modulador de glicoproteina-P com atividade comprovada in vitro induzindo a potencializacéo
da eficacia de ivermectina (VM) sobre isolados resistentes, por sua vez, quando avaliado in
vivo, aumentou a concentracdo plasmatica de IVM, no entanto, isso ndo se refletiu em
aumento de eficacia (Bartley et al., 2012). Dexametasona, outra droga moduladora, quando

avaliada in vivo produziu efeito contrario ao observado em sistemas in vitro, reduziu a
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eficacia de IVM, condicdo atribuida & inducdo do metabolismo de IVM com eliminacdo mais
rpida e menor concentracdo plasmatica da droga (Askerog et al., 2012). Situagdes como a
verificada para o cetoconazol sugerem que a concentracdo do anti-helmintico no hospedeiro
ndo é o unico fator envolvido no aumento da eficacia, mas efeitos ainda ndo determinados e
que ocorrem especificamente nas proteinas transportadoras (mecanismos de resisténcia) nos
nematodas podem também ocorrer in vivo na presenca de alguns moduladores (Bartley et al.,
2012).

A auséncia de relacdo estreita entre resultados obtidos em testes in vitro e in vivo,
para uma mesma droga, pode ser atribuida as diferencas no tempo de exposicdo a droga,
concentracdo do farmaco, indugdo concomitante de diferentes vias metabolicas (no
hospedeiro e no parasito) e da extensdo da inibicdo dos mecanismos de resisténcia no parasito
(Ballent et al., 2006). Resultados subestimados ou superestimados para acdes bioldgicas de
farmacos podem ser observados em avaliagbes de triagem in vitro e isso se deve a
possibilidade de se manter os vermes por longos periodos em contato com elevadas
concentracdes de droga, muito maiores do que as encontradas no sitio de infeccdo. Além
disso, no hospedeiro, concentraces de farmacos que atingem o sitio de infeccdo podem
rapidamente se tornar indisponiveis para 0s parasitos, isso em se tratando principalmente de
farmacos administrados por via oral, pois podem se ligar as particulas do alimento, e
moverem-se com 0S mesmos para porgdes mais aborais do trato digestivo, podendo ainda ser
degradados por microrganismos intestinais ou inviabilizados em faixas especificas de pH
encontradas em alguns dos segmentos digestivos (O’Grady & Kotze, 2004).

Além disso, qualquer ensaio in vitro podera falhar em identificar o potencial anti-
helmintico de uma associagdo entre um anti-helmintico e um modulador se forem examinados
sobre estadios de vida do parasito que ndo sdo relevantes para estratégias de controle a campo
(O’Grady & Kotze, 2004). Portanto, avaliagGes in vitro representam uma etapa importante, e
quando realizadas de forma inadequada podem produzir resultados sem qualquer relagdo com
testes in vivo. Por outro lado, a escolha de técnicas que se mostram melhor relacionadas com
as técnicas in vivo, como a técnica do intestino invertido para avaliagdo de parametros
farmacoldgicos (Ballent et al., 2006), possuem maior eficiéncia em identificar drogas ativas,
de modo que as atividades de pesquisa podem ser concluidas em menor espaco de tempo e 0s

resultados podem ser mais confiaveis.

Expressao de glicoproteina-P nas diferentes fases do ciclo de vida de nematodas
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A maioria das técnicas in vitro avaliam os efeitos de farmacos sobre estadios de vida
livre de helmintos. Isso ocorre por uma razdo bem simples, esses estadios podem ser
facilmente obtidos e mantidos por periodos razoaveis em laboratorio.

No entanto, estadios de vida livre possuem fisiologia e bioquimica diferentes de
estadios parasitarios em relacdo ao potencial de detoxificagdo, o que é muito relevante para a
acdo de anti-helminticos (revisado por O’Grady & Kotze, 2004) e moduladores de resisténcia,
pois muitos desses mecanismos representam formas de escape dos parasitos aos tratamentos
com substancias nematicidas. Dentre esses mecanismos de escape, encontra-se a
glicoproteina-P, o principal e mais estudado mecanismo de resisténcia a lactonas
macrociclicas (revisado por Lespine et al., 2012). Diferengas fisioldgicas e bioquimicas
podem estar relacionadas ao modo de vida de cada estadio e a quantidade de substancias
toxicas as quais cada estadio € submetido. Por essa razdo que as células intestinais de
parasitos sdo ricas em P-gp. Sendo assim, pode-se dizer que houve evolugdo
caracteristicamente conservada para genes que codificam esses mecanismos de defesa entre os
nematodas (revisado por Ardelli, 2013). Dessa maneira, espera-se que estadios de vida livre
estejam expostos a variedade muito maior de substancias nocivas, 0 que justifica eventuais
diferencas que podem ser observadas entre formas parasitérias e de vida livre. Portanto, as
diferencas quanto a expressdo de mecanismos de resisténcia também contribuem para a
incompatibilidade de resultados entre testes in vitro e in vivo, entretanto, optou-se pela
discussdo em separado devido a maior riqueza de detalhes apresentados na literatura.

Em Teladorsagia circuncicta, diferencas foram observadas nos niveis de expressao
de P-gp entre os diferentes estadios de vida do parasito. Nesse caso, P-gp9 apresentou de
forma mais notavel, maiores niveis de expressdo em ovos e larvas de terceiro e quarto
estadios nos isolados resistentes a ivermectina (Dicker et al., 2011).

Em um isolado de Haemonchus contortus resistente & ivermectina, diferentes niveis
de expressdo de glicoproteina-P foram observados entre larvas e adultos. Hco-pgp-9, por
exemplo, foi expressa em maiores niveis em larvas de terceiro estadio (Sarai et al., 2013).

Em outro relato, com H. contortus, larvas de terceiro estadio apresentaram menor
sensibilidade ao efeito de ivermectina, associada com moduladores de terceira geragdo do que
larvas de primeiro e segundo estadios (Raza et al., 2015). Moduladores de terceira geracédo séo
os farmacos mais modernos dessa classe de medicamentos e com maior poténcia e
especificidade por P-gp e, além disso, ndo apresentam interacdo farmacocinética com
guimioterapicos (revisado por Huber et al., 2010). Segundo Raza et al. (2015), o efeito dos

moduladores pode variar de acordo com o préprio modulador, com o nivel de resisténcia dos
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isolados (expressdo de fatores de resisténcia), com o anti-helmintico avaliado e com a técnica
utilizada, no entanto, também sugeriram a existéncia de diferencas nos niveis de expressao de
P-gp entre larvas de primeiro, segundo e terceiro estadios de isolados sensiveis e resistentes, o
que estd em concordancia com os resultados apresentados por Dicker et al. (2011) quando
estudaram T. circuncicta. Em Caenorhabditis elegans, P-gpl2 € expressa em maiores
concentracfes em células do sistema excretorio de todos os estadios de vida; P-gpl3 é
pobremente expressa no intestino anterior de individuos adultos; P-gp14 é expressa na porcao
mais anterior da faringe até a metade do primeiro bulbo faringeano e a P-gp15 é expressa em
neuronios da regido anterior (cabecga) e da cauda (Zhao et al., 2004).

De fato, diferentes niveis de expressdo de P-gp tém sido observados entre diferentes
estadios de vida e tecidos de nematodas, no entanto, sdo muitos os tipos de P-gps; porém sem
identificacdo de quais sdo responsaveis pelo carater de resisténcia para uma determinada
lactona (Raza et al., 2015). Isso pode ser explicado pela aparente especificidade de
mecanismos de efluxo, em nivel de transportadores de membrana (P-gp), em tecidos de
nematodas parasitos. Essa hipOtese estd embasada em diferencas entre moléculas de uma
mesma familia em termos de sua capacidade de interagir com P-gp de mamiferos, o que
também pode ocorrer com P-gp de parasitos. Um exemplo préatico sdo as lactonas
macrociclicas, ha diferenca de afinidade por P-gp entre os membros dessa familia de anti-
helminticos e ivermectina é considerada o substrato com um dos maiores niveis de afinidade
(Lespine et al., 2012).

Em consequéncia do nivel de expressdo da glicoproteina-P entre os diferentes
estadios do ciclo de vida de nematodas, e de sua relagdo com a resisténcia a anti-helminticos,
que pode variar entre um isolado e outro, sdo necessarios mais estudos com os nematodas, no
intuito de se avaliar o comportamento de anti-helminticos e moduladores no organismo do
parasito. Isolados muito resistentes podem manifestar comportamento diferente em relacdo a
atuacdo de drogas moduladoras, pois podem apresentar um arsenal de mecanismos de escape
que podem atuar de forma compensatdria, quando necessario (Bartley et al., 2012). Portanto,
0 nivel de resisténcia pode ser um fator muito importante e que deve ser levado em
consideracdo, quando drogas moduladoras estédo sendo estudadas.

Em resumo, moduladores de resisténcia, quando sdo avaliados, estdo sujeitos a
influéncia do nivel de expressdo das diferentes P-gp. Sendo assim, a utilizacdo de isolados
com diferentes niveis de resisténcia e de mais de um estadio de desenvolvimento, em testes in
vitro, podem ser praticas desejaveis para se obter resultados mais condizentes com o real

potencial de um agente modulador e possiveis de reproducdo em modelos in vivo.
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Potentiating action of quercetin associated with ivermectin against Haemonchus
contortus: chemical and biological influences

Abstract: Quercetin is a flavonoid that in in vitro evaluations has been shown to potentiate
the effect of ivermectin on larvae of Haemonchus sp. In vivo pharmacological assessments of
quercetin demonstrate that it is feasible to form associations with anthelmintics in order to
control populations of resistant helminths. Despite the already observed results, both in vitro
and in vivo, the anthelmintic effect of quercetin-containing associations still needs to be
proven. The objective of the present study was to evaluate the anthelmintic action of
ivermectin associated with quercetin, administered intra-abomasal, in naturally infected sheep
of Haemonchus contortus isolate resistant to ivermectin. Additionally, the influence of the
developmental stage and the level of resistance of H. contortus on the potency of quercetin in
larvae and adults of this parasite was evaluated for the first time. Two experiments were
carried out: experiment A - controlled anthelmintic test to evaluate the following intra-
abomasal treatments: group | (lvermectin, lvomec® oral), group Il (lvermectin, Ivomec®
oral, quercetin Sigma-Aldrich®) and group Il (quercetin); experiment B - inhibition test of
larval migration and adult motility, with isolates with different resistance profiles
(susceptible, resistant and very resistant to ivermectin). The pharmacological association did
not influence the OPG counts (p> 0.05), nor did it reduce the parasite load (p> 0.05) in
infected sheep. In the larval migration inhibition test, the addition of different concentrations
of quercetin did not significantly reduce the mean effective concentration (EC50) for
ivermectin in the susceptible isolate and the isolate with the highest resistance factor, but
significantly reduced the EC50 for ivermectin in the isolate with factor of intermediate
resistance (from FR = 3.15 for FR = 0.33). In the adult motility test, quercetin did not
significantly reduce the EC 50 of ivermectin over adults in any of the isolates tested. The
potentiating action of quercetin was influenced by the level of resistance and by the
development stage of the parasite.

Keywords: Parasites; modulation; resistance; flavonoids, ruminants
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Resumo: Quercetina € um flavonoide que em avaliagcbes in vitro tem demonstrado
potencializar o efeito de ivermectina sobre larvas de Haemonchus sp. AvaliacOes
farmacologicas in vivo de quercetina demonstram que € viavel constituir associacfes com
anti-helminticos no intuito de controlar popula¢fes de helmintos resistentes. Apesar dos
resultados ja observados, tanto in vitro quanto in vivo, o efeito anti-helmintico de associacdes
contendo quercetina ainda precisa ser comprovado. O objetivo do presente trabalho foi avaliar
a acao anti-hemintica de ivermectina associada a quercetina, administrados por via intra-
abomasal, em ovinos naturalmente infectados por isolado de Haemonchus contortus resistente
a ivermectina. Adicionalmente, avaliou-se, pela primeira vez, a influéncia do estagio de
desenvolvimento e do nivel de resisténcia de H. contortus sobre a capacidade de
potencializacdo da quercetina em larvas e adultos desse parasito. Foram realizados dois
experimentos: experimento A - teste anti-helmintico controlado para avaliar os seguintes
tratamentos via intra-abomasal: grupo | (lvermectina, lvomec® oral), grupo Il (Ivermectina,
Ivomec® oral; quercetina Sigma-Aldrich®) e grupo 111 (quercetina); experimento B - teste de
inibicdo da migracdo larval e de motilidade de adultos, com isolados com diferentes perfis de
resisténcia (susceptivel; resistente e muito resistente a ivermectina). A associacdo
farmacoldgica ndo influenciou nas contagens de OPG (p>0,05), assim como ndo reduziu a
carga parasitaria (p>0,05) em ovinos infectados. No teste de inibicdo da migracdo larval, a
adicdo de diferentes concentracbes de quercetina ndo reduziu significativamente a
concentracdo efetiva média (EC50) para ivermectina no isolado sensivel e no isolado com
maior fator de resisténcia, porém reduziu significativamente a EC50 para ivermectina no
isolado com fator de resisténcia intermediario (de FR=3,15 para FR=0,33). No teste de
motilidade de adultos, quercetina ndo reduziu significativamente a EC50 de ivermectina sobre
0s adultos em nenhum dos isolados testados. A agdo potencializadora de quercetina foi
influénciada pelo nivel de resisténcia e pelo estagio desenvolvimento do parasito.

Palavras-chave: Parasitos; modulacéo; resisténcia; flavonoides; ruminantes
1.0.Introducéo

Quercetina é um flavonoide amplamente encontrado em diferentes espécies de
plantas que sdo utilizadas como alimento para humanos e animais de producdo (Besle et al.
2010) e, desta forma, compreende parte da base alimentar dessas espécies. Possui inimeras
atividades bioldgicas (Rice-Evans 2001, Havsteen 2002, Spencer et al. 2004), dentre elas a
capacidade de atuar na reversdo bioquimica da resisténcia a ivermectina em Haemonchus spp.
(Bartley et al. 2009; Heckler et al. 2014). O efeito de reversdo da resisténcia a ivermectina
tem sido atribuido a modulacdo da glicoproteina-P (P-gp), que é o principal mecanismo
associado a resisténcia anti-helmintica a lactonas macrociclicas (revisado por Lespine et al.,
2012). Flavonoides como a quercetina sao promissores para a reversao da resisténcia multipla
as drogas (Miron et al., 2017), pois podem interagir eficientemente com transportadores ABC
(Gupta et al., 2015).

O mecanismo de agdo da quercetina, que resulta na inibicdo da P-gp ainda ndo é
completamente esclarecido, no entanto, sugere-se que a ligacdo da quercetina a sitios de
substratos, ao sitio de hidrolise do ATP, a regido de interacdo com esteroides ou a sitios
alostéricos determine a modulagéo da funcdo de bombeamento desta glicoproteina (Miron et
al., 2017).

Avaliacbes in vivo da quercetina como agente reversor da resisténcia a anti-
helminticos sdo escassas em ruminantes, apesar dos promissores resultados ja demonstrados
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com metodologias in vitro (Bartley et al. 2009; Heckler et al. 2014). Ha somente um estudo in
vivo em que quercetina foi avaliada como agente modulador de P-gp. Apenas a combinagéo
de moxidectina com quercetina (via subcutanea) foi estudada em ovinos (Dupuy et al., 2002),
porém, nesse estudo, o efeito anti-helmintico da combinac¢do ndo foi avaliado e somente a
influencia da quercetina sobre os parametros farmacocinéticos de moxidectina foram
determinados. Nesse caso, quercetina foi responsabilizada por aumento significativo da area
sob a curva para moxidectina. Nesse estudo, conclui-se que quercetina pode apresentar duas
formas de atuagdo: a primeira no hospedeiro, aumentando a biodisponibilidade dos anti-
helminticos, 0 que, em consequéncia, permite que o0 parasito entre em contato com
concentra¢fes maiores do antiparasitario; a segunda, no parasito, inibindo os mecanismos de
resisténcia aos farmacos que s@o expressos nos individuos resistentes.

A relacdo entre os resultados observados em avaliagfes anti-helminticas in vitro e o

potencial in vivo, frequentemente ndo é clara. No modelo animal, a concentracdo do farmaco
que atinge o sitio de infeccdo (trato digestivo para nematodas gastrintestinais) pode tornar-se
rapidamente indisponivel para o parasito, isso porque o farmaco pode se ligar a particulas de
alimento, pode ser degradado por microrganismos do trato digestivo, ou ainda ser

inviabilizado por influéncia das diferentes faixas de pH do trato digestivo (O’ Grady & Kotze,
2004).

Outros parametros, como a biodisponibilidade e tempo de vida médio, influenciam
sobremaneira a acdo do mesmo farmaco no organismo animal e sdo responsaveis por garantir
gue o principio ativo atinja a concentracdo adequada e permaneca pelo tempo minimo
necessario no sitio de acdo. Portanto, farmacos considerados eficazes quando avaliados a
partir de técnicas in vitro, ndo necessariamente tém a eficacia comprovada in vivo (O’Grady
& Kotze, 2004).

Quercetina possui baixa biodisponibilidade oral em monogastricos (Penalva et al.,
2016). Em humanos a biodisponibilidade oral € de 44,8% (Guo et al., 2015) e o tempo de vida
médio depois de administrada por via intravenosa em suinos é de 17,2h. Quercetina é
rapidamente degradada, oito horas depois da administracdo ha predominio de metabdlitos
circulantes e com 24 horas ndo € possivel detectar quercetina ou metabolitos circulantes no
plasma (Ader et al., 2000). Assume-se que a biodisponibilidade de quercetina fornecida por
via oral deve ser menor em ruminantes quando comparada com monogastricos devida a
extensa fermentacdo ruminal. A biodisponibilidade oral em bovinos é de 0,1% e, assim como
em monogastricos, a metabolizacao é extremamente rapida. Quercetina e seus metabdlitos sdo
completamente eliminados do organismo de bovinos oito horas ap6s a administracéo oral e
seis horas apds a administracdo intravenosa (Berger et al., 2012). O tempo de vida médio em
bovinos é de 3,3 horas, resultado de rapida degradacao hepatica (Gohlke et al., 2013).

Em consequéncia das caracteristicas farmacocinéticas de quercetina e das
particularidades fisiol6gicas dos bovinos, tem-se buscado alternativas que permitam o
aumento da biodisponibilidade e a reducdo da degradacdo do farmaco nessa espécie. Nesse
sentido, a administracdo de quercetina por via duodenal € responsavel por concentracao
plasmaéticas 10 vezes maior do que a alcangada com a via intraruminal (Gohlke et al., 2013).

Além disso, outro fator que pode influenciar no efeito modulador da quercetina € o
estdgio de vida do parasito. Estagios de vida livre sdo bioquimica e fisiologicamente
diferentes de estagios parasitarios em muitos aspectos relevantes para o potencial de
metabolizacdo de drogas. Essas diferencas também podem estar relacionadas & observagdo de
incompatibilidades entre resultados obtidos por metodologias in vitro e in vivo para um
mesmo farmaco. Portanto, testes com adultos devem ser considerados como um passo
importante no processo de triagem de atividade moduladora ou nematicida de farmacos
(revisado por O’Grady & Kotze, 2004).
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Portanto, quercetina é um agente modulador de glicoproteina-P com potencial para a
reversdao bioquimica da resisténcia anti-helmintica frente a lactonas macrociclicas em
nematodas gastrintestinais de ruminantes. No entanto, sua acdo in vivo precisa ser avaliada.
Diante da necessidade de provar o efeito modulador in vivo da quercetina em ruminantes,
levando em consideracdo as caracteristicas farmacologicas desse flavonoide e as
particularidades fisiologicas desses poligastricos, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a
acao anti-hemintica de ivermectina associada a quercetina, administrados por via intra-
abomasal, em ovinos naturalmente infectados por isolado de Haemonchus contortus resistente
a ivermectina. Adicionalmente, avaliou-se, pela primeira vez, a influéncia do estagio de
desenvolvimento e do nivel de resisténcia de H. contortus sobre a capacidade de
potencializacdo da quercetina no efeito de ivermectina em larvas e adultos desse parasito.

2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi dividido em dois experimentos: no primeiro (experimento A), avaliou-
se a acdo anti-helmintica da associacdo de ivermectina com quercetina, administrados por via
intra-abomasal, em ovinos naturalmente infectados com H. contortus resistente a ivermectina;
no segundo (experimento B), avaliou-se, in vitro, a influéncia do estagio de desenvolvimento
(larvas de terceiro estadio e adultos) e do nivel de resisténcia (definido pelo célculo do fator
de resisténcia) de H. contortus sobre a acdo da quercetina como agente potencializador do
efeito anti-helmintico de ivermectina.

2.1. Experimento A: AvaliacBes coproparasitolégicas e necropsia parasitoldgica dos
tratamentos realizados por via intra-abomasal

2.1.1. Animais e area experimental

Dezoito ovinos, machos, com idade entre 5 e 8 meses, naturalmente infectados por
um isolado misto com mais de 95% de Haemonchus contortus. foram selecionados de acordo
com a contagem de OPG, dentre outros animais de um rebanho comercial da regido de Campo
Grande, MS. O referido isolado era resistente a ivermectina, uma vez que em avaliacao
anterior, o percentual de reducdo da contagem de ovos por grama de fezes foi menor que
80%.

Os animais selecionados (OPG>300) foram transferidos para as baias de isolamento
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul (FAMEZ), onde foram mantidos durante periodo de adaptacédo de 10 dias e por todo o
periodo experimental (nove dias) recebendo silagem de milho (2% do peso vivo em matéria
seca, por dia) e agua ad libidum.

As técnicas coproparasitologicas (OPG e coproculturas) foram realizadas dois dias
antes do tratamento (D-2), um dia antes do tratamento (D-1) e no dia do tratamento (D0). No
DO, os animais foram classificados em ordem crescente de acordo com a contagem média de
OPG. Em seguida, divididos em blocos de trés animais e distribuidos, por sorteio, entre 0s
grupos experimentais, um animal para cada grupo.

Uma vez formados os grupos, os mesmos foram sorteados entre os diferentes
tratamentos (quercetina, ivermectina e ivermectina+quercetina), de modo que 0s animais do
grupo | (lvermectina, lvomec® apresentacdo de uso oral) receberam 0,008mg/kg de
ivermectina; os animais do grupo Il (lvermectina, Ilvomec® apresentacdo de uso oral;
quercetinaSigma-Aldrich®) receberam 0,008mg/kg de ivermectina e 120 mg/kg de quercetina
e 0s animais do grupo Il (quercetina) receberam 120 mg/kg de quercetina. A administracao
dos tratamentos foi realizada por via cirdrgica. A dosagem adotada para ivermectina levou em
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consideracdo a concentracdo luminal de ivermectina no fluido abomasal, que é atingida apds a
administracdo oral da dosagem terapéutica do fa&rmaco (Lloberas et al. 2012).

2.1.2. Farmacos utilizados

Quercetina: Quercetina Sigma-Aldrich®a 6% foi diluida em &cido oléico (Sigma-
Aldrich®) e acido linoléico (Sigma-Aldrich®) em uma relacdo de 6:4, dando origem a uma
suspensdo. A suspensdo de quercetina em Oleo foi utilizada visando aumentar o tempo de
permanéncia da associacdo de farmacos no abomaso e a liberacdo mais lenta de quercetina
para o fluido abomasal.

Ivermectina: Solugdo comercial de Ivomec Solucdo Oral — Merial Saide Animal®
(Partida: EA905/15).

2.1.3. Administracdo dos tratamentos por via intra-abomasal

Inicialmente, os animais foram submetidos a jejum alimentar de 18 horas e hidrico
de seis horas, sendo posteriormente pesados em balanca moével previamente calibrada
(Coimma®, ICM - 300). Os animais foram sedados com cloridrato de xilazina (Calmiun®)
0,1mg/Kkg, por via intramuscular e ap6s constatado o estado de sedagao, realizou-se tricotomia
da metade anterior da parede abdominal direita. Lidocaina (Lidovet®, 10 mL/animal) foi
administrada por via subcutanea e intramuscular na linha de inciséo (linha reta de 10 cm de
comprimento com origem a 5 cm posterior a cartilagem xifoide e 3 cm acima da origem da
prega umbilical), ap6s a antissepsia local. Individualmente, os animais foram mantidos em
decubito lateral esquerdo.

Divulcionou-se 0 mdusculo reto abdominal seguido da abertura do peritonio,
permitindo acesso ao abomaso que foi entdo tracionado para o exterior da cavidade
abdominal, de forma a facilitar a administracdo dos farmacos diretamente no Iimen com o
auxilio de seringa de 60mL e agulha 40x12mm. Ap6s a administragdo dos farmacos o
abomaso foi reposicionado e a musculatura e o peritdnio foram suturados com fio absorvivel
sintético, nimero 0 (Vicryl®). A pele foi suturada com fio ndo absorvivel de nylon, nimero
2-0.

A higienizag8o pos-cirurgica da ferida foi realizada com solucdo de iodo a 1%, uma
vez ao dia e antibioticoterapia a intervalos de dois dias com penicilina benzatina
30000UI/kg/IM (Multibiético®, Ourofino) em um total de trés aplicagdes. A terapia com anti-
inflamatdrios foi realizada com flunixin-meglumine na dose de 1,1mg/kg/IM (Banamine®,
Ourofino) por cinco dias consecutivos. Esses farmacos foram escolhidos por ndo serem
considerados substratos da glicoproteina-P.

2.1.4. Avaliacdes coproparasitoldgicas e necropsia parasitoldgica

Foram realizados exames coproldgicos para avaliagdo do efeito dos medicamentos na
reducdo das contagens de ovos de nematodas (OPG) nos dias 3, 5, 7 e 9 pos-tratamento (DPT)
utilizando-se a técnica McMaster modificada com sensibilidade de 1: 25 e coproculturas
(Robert & Sullivan 1950). A classificagdo das larvas de terceiro estadio foi realizada como
preconizado por Ueno & Gongalves (1998).

No D9, os animais foram eutanasiados em ambiente tranquilo e adequado, longe de
outros animais e do alojamento dos mesmos. Conforme preconizado pelas Diretrizes da
Préatica de Eutanasia do conselho nacional de controle de experimentagéo animal (CONCEA).
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Todos os procedimentos pré-eutandsia foram cuidadosos para minimizar o
sofrimento, 0 medo, a ansiedade e a apreensdo. Os animais foram submetidos a pré-anestesia
com cloridrato de detomidina a 1%, por via intramuscular, 0,3mg/kg e posteriormente foram
anestesiados com Tiopental Sddico a 25%, por via intravenosa, na dose de 15mg/kg. A
eutanasia foi realizada a partir da administracdo de solucdo saturada de Cloreto de Potassio,
por via intravenosa, na dose de 40 mi/animal.

Ap0s a eutanasia, o abomaso foi separado por meio de ligaduras duplas e todo o
contetdo foi tamisado (0,297 mm / tyler 48) e a parte sélida fixada em &lcool 70%. A
recuperacdo de formas adultas ou imaturas embebidas na mucosa abomasal foi realizada por
meio de digestdo em solucdo de &cido cloridrico 3%, a 36°C durante 24 horas(Wood et al.,
1995; Vercruysse et al, 2001).

Utilizou-se o contetdo total de cada abomaso para exame e quantificacdo da
intensidade parasitaria (helmintos). A coleta, contagem e identificacdo genérica dos helmintos
foram efetuadas em microscépio estereoscopico (Optika SZR-10) e a identificacdo especifica
(Costa 1982), em microscopio de luz (Nikon eclipse E100).

2.2. Experimento B: Influéncia do estagio de desenvolvimento e do nivel de resisténcia
de H. contortus sobre a agdo moduladora de quercetina

2.2.1. Parasitos

No presente estudo foram utilizados trés isolados de H. contortus:

(i) RsHcol: isolado mantido na Universidade Estadual Paulista Professor Julio de
Mesquita Filho, campus de Botucatu-SP, e gentilmente cedido pelo Dr. Alexandre F. T. do
Amarante; susceptivel a ivermectina (Amarante et al., 2017).

(i) FAMEZHcol: isolado de campo mantido na Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, Campo Grande-MS; isolado massivamente exposto a diferentes anti-helmintos
por mais de oito anos; resistente a ivermectina.

(iii) ROHco1.: isolado de campo obtido em uma propriedade do Estado de Rondbnia
(RO); isolado resistente a ivermectina.

2.2.2. Farmacos

Foram utilizados ivermectina (Sigma-Aldrich) e quercetina (Xi’na Frankherb
BiotchCo., Ltd.,) grau técnico. Para cada farmaco, uma solucéo estoque foi preparada a 10°M
em DMSO (dimetilsulfoxido). As solucbes foram divididas em aliquotas, congeladas e
mantidas a -20°C até a realizacdo dos testes.

2.2.3. Teste de inibicdo da migracdo larval
Obtencéo de larvas

Para a manutencéo dos isolados, seis ovinos foram estabulados em baias de alvenaria
com piso de concreto, devidamente preparadas, onde permaneceram durante todo o periodo
experimental. Os animais recebiam silagem de milho como alimento, 2,5% do peso vivo em
base de matéria seca, sal mineral apropriado e &gua ad libitum. Em seguida a estabulagdo, os
animais foram desverminados com sulfoxido de albendazole 10mg/kg via oral
(Ricobendazole®, Ourofino Saude Animal) combinado com levamisole 10mg/kg também por
via oral (Ripercol®, Zoetis) por cinco dias consecutivos. Ao final desses cinco dias, 0s
animais foram submetidos a avaliagdo da contagem de ovos nas fezes (OPG) pela técnica
McMaster (Gordon & Whitlock, 1939) com sensibilidade 1: 25. Nenhuma forma parasitaria
foi encontrada nas fezes. Os animais foram avaliados por mais 15 dias e permaneceram com
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OPG nulo durante todo esse periodo e dessa forma foram considerados livres de infeccdo por
helmintos. Nesse momento, os animais foram divididos em trés grupos (n=2) e entdo cada
grupo foi inoculado com um dos isolados de H. contortus (10.000 larvas de terceiro estadio
por animal) e 30 dias ap6s a inocula¢do, amostras fecais passaram a ser coletadas diariamente
visando a obtencéo de larvas de terceiro estadio.

Culturas fecais foram realizadas de acordo com Robert & Sullivan (1950).
Permaneceram incubadas por sete dias a 27°C, quando foram extraidas. As larvas coletadas
foram transferidas para tubos tipo Falcon com capacidade para 45mL, e armazenadas em
geladeira (5 a 8°C) por mais sete dias, até a realizacdo dos testes.

Teste de migracao

A habilidade de ivermectina sozinha ou combinada a quercetina de inibir a migracéo
de larvas de H. contortus foi determinada usando o teste de inibicdo da migracéo larval
(TIML), descrito por Demeler et al. (2010), com modificagdes. Foram realizados dois
experimentos para cada isolado, o experimento C, para a determinacdo da concentragdo
efetiva média (EC50) para ivermectina, e o experimento D, para determinacdo da EC50 da
ivermectina em combinacdo com quercetina. As larvas das culturas fecais foram submetidas a
técnica de Baermann com peneira de abertura de 25um, para garantir que apenas as larvas
viaveis fossem usadas. Entdo, as larvas viaveis foram coletadas do aparato de Baermann e
quantificadas, de modo que, a suspensdo de larvas foi padronizada em 100 larvas de terceiro
estadio em 20uL de solugdo fisiologica. Placas de 24 pogos foram utilizadas para o teste.
Foram adicionados em cada poco (seis pogos, replicas, por tratamento), solucdo fisiologica
(1690uL), 20uL de suspensdo de larvas e a solugdo de farmacos (90uL para ivermectina no
experimento C e 45ul de ivermectina e 45yl de quercetina quando utilizados em
combinacdo, experimento D), totalizando o volume final de 1800ul por pogo. As
concentracdes de ivermectina (10°M a 10°M para RsHcol e 10® a 107 para FAMEZHcol e
ROHco1l) utilizadas no experimento C e D e de quercetina (10°M para ambos isolados)
utilizada no experimento D, foram obtidas de acordo com Demeler et al. (2010), no entanto,
utilizou-se solucao fisiologica a 0,9% em lugar de agua destilada.

Controle com quercetina sozinha na concentracdo de 10°M foi incluido no
experimento D. As larvas foram incubadas com a droga por 24 horas. Placas de migracdo de
24 pocos foram previamente preenchidas com 400uL de agar 1,4% e apods o arrefecimento do
agar, as larvas foram transferidas das placas de incubacdo para placas de migracdo e
permaneceram migrando por 24 horas. Apo6s o periodo de migracdo, larvas migrantes e ndo
migrantes foram quantificadas nas proprias placas de migracdo com auxilio de microscopio de
luz invertido.

2.2.4. Teste de motilidade fémeas de H. contortus
Recuperacéo de adultos

Quatro borregos previamente inoculados, dois animais inoculados com RsHcol, um
com FAMEZHcol e um com ROHcol, apresentando OPG>4000 foram eutanasiados. A
cavidade abdominal foi aberta, ligaduras foram colocadas na transi¢cdo entre omaso e abomaso
e na porgéo inicial do duodeno. O abomaso foi imediatamente retirado e acondicionado em
caixa térmica apropriada para evitar o resfriamento do 6rgéo e, em seguida levado para o
laboratério. O 6rgdo foi seccionado ao longo de sua curvatura maior e em seguida imerso em
solucéo fisiologica (NaCl a 0,9%) aquecida a 37°C. As fémeas foram recuperadas em placas
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de Petri, lavadas e mantidas em solucédo fisiologica. Em seguida foram levadas para estufa,
onde permaneceram acondicionadas a 37°C até a realizagdo dos ensaios de motilidade.

Teste de motilidade

A habilidade de ivermectina sozinha ou combinada a quercetina em inibir a
motilidade de fémeas de H. contortus foi determinada usando o teste de motilidade (TMA)
descrito por Demeler et al. (2014) com modificacGes. Foram realizados dois experimentos
para cada isolado, o experimento E, para a determinacdo da EC50 para ivermectina, e o
experimento F, para determinacdo da EC50 da combinagdo de quercetina com ivermectina.
Placas de 24 pocos foram utilizadas para o teste. Foram adicionados em cada poco (sete
pogos, replicas, por tratamento), solucdo fisiologica a 0,9% (1710uL), trés fémeas e a solugdo
de farmacos (90uL para ivermectina no experimento E e 45ul de ivermectina e 45ul de
quercetina quando utilizados em combinagéo, experimento F), totalizando o volume final de
1800uL por poco. As concentragdes de ivermectina (10°M a 10°M para RsHcol e 10° a 10”7
para FAMEZHcol e ROHco1) utilizadas nos experimentos E e F e de quercetina (10°M para
ambos isolados) utilizada no experimento F, foram obtidas de acordo com Demeler et al.
(2010), no entanto, utilizou-se solucéo fisiologica a 0,9% em lugar de agua destilada.

Controle com quercetina na concentracdo de 10°M foi incluido no experimento F.
As fémeas foram incubadas com os farmacos por oito horas. Quando se completaram quatro
horas de incubacdo a motilidade das fémeas foi avaliada sob estereomicroscépio. Novas
avaliacdes foram realizadas ap0s seis e oito horas de incubacdo. A avaliacdo da motilidade foi
realizada por poco, de forma que as fémeas contidas em cada poco foram avaliadas durante
um minuto de forma ininterrupta. A motilidade foi classificada em trés niveis: um (auséncia
de motilidade); dois (movimentos lentos) e trés (movimentos rapidos) (Tabela 1).

2.3. Analise estatistica
2.3.1. Experimento A

Os valores de OPG foram transformados na base Log (y+1) e normalizados
(apresentados como frequéncia, de 0 a 100%). Em seguida foram submetidos a andlise de
variancia considerando dois fatores, tempo ¢ tratamento, com a=0,05.

As contagens de helmintos foram submetidas ao teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov, com 0=0,05. Como ndo possuiam distribuicdo normal foram entdo
transformados na base de Log (y+1), normalizados e em seguida, submetidos a analise de
variancia considerando apenas um fator, o tratamento, com a=0,05. Para as analises
estatisticas foi utilizado o GraphPadPrism versdo 5.03 para Windows.

A eficacia do tratamento, quanto a reducdo na contagem de ovos nas fezes, se deu
pela seguinte formula: ((Média pré tratamento — Média pds tratamento/ Média pré
tratamento)x100) e a eficacia quanto a redugdo na contagem de helmintos foi calculada pela
seguinte formula: (Média geométrica do controle (quercetina) — Média geométrica dos
tratamentos/Média geométrica do controle (quercetina))x100.

2.3.2. Experimento B
Teste de inibigdo da migragéo larval

As concentracdes de ivermectina foram transformadas em log (x) e as contagens de
larvas migrantes, sobreviventes ao tratamento, foram normalizadas e expressas em forma de
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frequéncia (0-100%). A frequéncia foi calculada de acordo com a seguinte férmula:
Percentual de larvas migrantes=((n° de larvas migrantes/(n° de larvas migrantes + n° de larvas
ndo migrantes)*100).

Os dados foram submetidos a anélise de regressdo nao linear, obtendo-se a EC50 e
uma curva sigmoide da relacdo dose-resposta. A EC50 foi calculada usando a seguinte
equacdo: Y = 100 / (1 + 10"((Log EC50 — X) * HillSlope)), onde Y = Bottom + (Top —
Bottom) / (1 + 10"((Log EC50 — X) * HillSlope)), na qual X = log da concentragdo, Y =
larvas migrantes (%), Bottom = percentual minimo de migragdo, Top = percentual méximo de
migracao, e HillSlope = a inclinacdo da curva dose-resposta. Apds a determinacdo das EC50
para os isolados (RsHcol, FAMEZHcol e ROHcol), calculou-se o fator de resisténcia (Paiva
et al., 2001) para FAMEZHcol e ROHcol através da seguinte formula: FR= (EC50 de
FAMEZHcol ou ROHcol/EC50 de RsHcol). Para avaliagdo do potencial da quercetina,
quando utilizada sozinha, para inibir a migracao de larvas de terceiro estadio de H. contortus,
0s percentuais de migracdo desse tratamento foram comparados com os percentuais de
migracdo para o controle (DMSO a 0,5%) utilizando-se o teste Tukey para comparagdo de
médias com 0=0,05.

Teste de motilidade de adultos

O ndmero de vermes de cada escore de motilidade dos pocos com ivermectina, com a
associacdo e dos pocos controle foram expressos como percentual do nimero total de vermes
no poco (indice de motilidade por pogo para cada escore). Entdo, os indices de motilidade 3
de cada poco, em relacdo ao indice médio de motilidade 3 do controle, foram utilizados para o
calculo da EC50 e para gerar a curva sigmoide, como realizado para o teste de inibicdo da
migracao larval. As concentracfes de ivermectina foram transformadas em log (x). Para o
calculo da EC50, foi considerada a avaliacdo no tempo seis horas. Apés a determinacdo das
EC50 para ambos isolados (RsHcol, FAMEZHcol e ROHcol), calculou-se o fator de
resisténcia (Paiva et al., 2001) para FAMEZHcol e ROHcol através da seguinte formula:
FR= (EC50 de FAMEZHcol ou ROHcol/EC50 de RsHcol). Para avaliacdo do potencial da
quercetina, quando utilizada sozinha, para inibir a motilidade de adultos de H. contortus, os
indices de motilidade 3 de cada poco desse tratamento foram comparados com os indices de
motilidade 3 obtidos para o controle (DMSO a 0,5%) utilizando-se o teste Tukey para
comparagao de médias com 0=0,05.

A realizacio do presente trabalho foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da UFMS, estando de acordo com todos principios éticos previstos legalmente,
certificado no protocolo n° 475/2012.

3.0. RESULTADOS
3.1. Experimento A
3.1.1. PGs operatorio

No pds-operatorio, os animais ndo manifestaram qualquer anormalidade associada a
administracdo dos farmacos, e a Unica alteracdo relatada a necropsia parasitolégica foi o
acumulo pontual de pequena quantidade de material amorfo de coloragdo amarelada entre a
mucosa e a submucosa abomasal, em dois animais. O material era compativel com quercetina,
e provavelmente foi depositado acidentalmente durante a administracdo do farmaco, e néo foi
absorvido.
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3.1.2. Teste de reducdo da contagem de ovos nas fezes em animais tratados por via intra-
abomasal

A eficécia de ivermectina na reducdo da contagem de ovos nas fezes oscilou entre 0,00
e 24,00% atingindo eficacia maxima no quinto dia ap6s o tratamento (24; 1C95% = 0-90)
(Tabela 2). Nao houve diferenca significativa entre os percentuais de eficacia calculados para
D3, D5, D7 e D9 poés-tratamento. A eficacia da associacdo de ivermectina com quercetina
variou entre 0,00 e 59,00%, atingindo eficAcia méxima no D7 (59; 1C95% = 0-84). As
contagens de OPG foram consideradas semelhantes entre os grupos em todas as datas de
avaliacdo, de forma que, ndo houve diferenca significativa entre os diferentes tratamentos, em
relacdo a reducdo na contagem de ovos (p>0,05), assim como néo foi verificada a presenca de
interacdo entre as variaveis tempo e tratamento (p>0,05). Haemonchus contortus foi o
nematoda mais encontrado nas coproculturas (95 — 100%).

3.1.3. Teste anti-helmintico controlado em animais tratados por via intra-abomasal

Reducdo de 8,17% na contagem de helmintos foi verificada nos animais que
receberam o tratamento com IVM, no entanto, a contagem média de helmintos ndo diferiu
estatisticamente dos grupos que receberam quercetina ou quercetina associada com VM
(p=0,7878) (Tabela 3). Nos animais dos grupos que receberam quercetina ou IVM associada
com quercetina ndo houve reducdo na contagem de helmintos. Todos os individuos adultos
recuperados do abomaso foram identificados como Haemonchus contortus.

3.2.0. Experimento B
3.2.1. Efeito da quercetina sobre a migracgéo de larvas e a motilidade de adultos

Os percentuais de migracdo observados para quercetina a 10°M néo diferiram dos
percentuais de migracdo observados para o controle (p=0,3350). Quercetina também néo teve
influéncia sobre a motilidade de adultos de H. contortus (p=0,1885) e, por isso, pode-se
considerar que quercetina utilizada sozinha a 10°M n#o reduz a viabilidade de larvas e
adultos de H. contortus.

3.2.2. Efeito de ivermectina e da associa¢do de ivermectina com quercetina sobre larvas de
H. contortus

A curva que descreve o efeito dose-resposta para ivermectina nos diferentes isolados
(RsHcol, ROHcol e FAMEZHcol) é apresentada na Fig. 1. Quercetina ndo reduziu
significativamente a EC50 para ivermectina nos isolados ROHcol (Fig. 2a) e RsHcol (Fig.
2¢), porém reduziu significativamente a EC50 para ivermectina no isolado FAMEZHcol (Fig.
2b). Quercetina potencializou o efeito de ivermectina sobre FAMEZHcol reduzindo o FR de
3,15 para 0,33. Os dados referentes as ECs50 de ivermectina e da associacdo de ivermectina
com quercetina, assim como os intervalos de confianca calculados para cada EC50
encontram-se apresentados na Tabela 4.

3.2.3. Efeito de ivermectina e da associagdo de ivermectina com quercetina sobre adultos de
H. contortus

Quercetina ndo alterou significativamente a EC50 dos isolados RsHcol, ROHcol e
FAMEZHcol, embora tenha aumentado numericamente a EC50 de FAMEZHcol e
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diminuido a EC50 de RsHcol (Tabela 4). O FR de FAMEZHcol foi elevado em mais de seis
vezes. O célculo para a determinagcdo da EC50 da associacdo de ivermectina com quercetina
para o isolado ROHcol ndo foi realizado devido a inadequacdo do modelo de regressdo nédo
linear em descrever o comportamento da varidvel percentual de adultos com motilidade 3
(R?=0,05). A resposta observada para adultos expostos & associacdo de ivermectina com
quercetina teve forte tendéncia linear (Figura 3). O percentual de individuos com motilidade 3
variou entre os momentos de avaliacdo (quatro, seis e oito horas de incubacgdo), como
demonstrado para o grupo controle de ambos isolados (Fig. 4), com redugdo gradativa ao
longo do tempo desse percentual para FAMEZHcol e ROHcol. Percentuais de individuos
com motilidade 3 apo6s oito horas de incubacdo foram menores do que 50% para ambos
isolados. A EC50 para individuos adultos foi sempre menor do que a de larvas.

4. DISCUSSAO

No presente estudo a associagdo farmacoldgica de ivermectina com quercetina, via
intra-abomasal, apresentou eficacia nula sobre a reducédo da contagem adultos de Haemonchus
contortus e modesta redugédo da contagem de ovos nas fezes de animais infectados (ndo houve
diferenca estatistica entre animais tratados e ndo tratados com a associacdo), resultado
diferente do que foi observado por Bartley et al. (2009) e por Heckler et al. (2014) em testes
in vitro com larvas de terceiro estadio de H. contortus e H. placei, respectivamente.

Essa diferenca entre testes in vitro e o ensaio in vivo realizados no presente trabalho,
em relacdo a atividade da quercetina como farmaco modulador de resisténcia, pode ser
atribuida, a interacdo quercetina/hospedeiro e quercetina/parasito.

Considerando a interacdo quercetina/hospedeiro, quando o farmaco é administrado
pela via intra-abomasal, propriedades acido-base da quercetina em solugfes aquosas podem
influenciar sobre atuacdo do farmaco como agente modulador de resisténcia nos parasitos. De
acordo com Chebotarev & Snugur (2015) a distribuicdo das formas ion-moleculares de
quercetina ocorre de forma diferente de acordo com as faixas de pH (1-13). Em solucdes com
pH abaixo de 3 as formas protonadas carregadas positivamente (HgA") sdo encontradas em
maior concentracdo. A medida que o pH aumenta, o préton é destacado do grupo carbonila
protonado (HsA") e entdo ha a formacdo da molécula neutra de quercetina (HsA). Moléculas
neutras sdo usualmente sollveis em lipideos e podem se difundir através de membranas
celulares. Contrariamente, moléculas protonadas sdo usualmente impedidas de penetrar a
membrana lipidica por causa de sua baixa lipofilicidade (Benet et al., 1990). O pH da solu¢éo
de quercetina com ivermectina, solubilizados em DMSO e solucdo fisioldgica, que é utilizada
para testes in vitro, nos quais quercetina mostrou-se ativa, permanece proximo a 5,0 (dados
ndo publicados) e permite a ocorréncia de quercetina em sua forma neutra (Chebotarev &
Snugur, 2015), altamente lipofilica que interage com a membrana das células dos parasitos
bloqueando mecanismos de resisténcia a anti-helminticos como a P-gp. Por outro lado, no
abomaso, o pH do fluido encontrado na regido fandica é proximo a 1 e no conteudo (digesta)
abomasal o pH é mantido ao redor de 3 (Reece, 2006), assim as formas protonadas
predominam. Como possuem baixa lipofilicidade, apresentam menor capacidade de interagir
com membranas plasmaticas e, por isso, o efeito modulador da quercetina ndo pode ser
observado no abomaso ap6s a administracdo intra-abomasal.

Diversos testes de reducdo da contagem de ovos nas fezes de ovinos naturalmente
infectados por Haemonchus contortus foram conduzidos com a associagédo de ivermectina
com quercetina, previamente a realizacdo deste estudo (dados ndo publicados). Nesses testes,
ivermectina foi avaliada em associacdo com quercetina pelas vias subcuténea, endovenosa e
oral em diferentes concentragdes, intervalos de administragdo e até mesmo por infusédo
continua por 12 horas ininterruptas. A ocorréncia de resultados diversos (eficacias de 0,0 a
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62%, porém sem significancia estatistica) sobre a reducdo da contagem de OPG em animais
tratados com associacOes de ivermectina com quercetina, foi determinante para a realizagdo
do ensaio utilizando a via intra-abomasal, no intuito de se esclarecer a existéncia ou ndo do
efeito potencializador da quercetina na eficacia de ivermectina, para tratamento de animais
infectados por Haemonchus contortus.

Quercetina é um farmaco com comprovada capacidade de reversdo bioquimica da
resisténcia a anti-helminticos em nematodas parasitos de ruminantes, quando avaliada in vitro
(Bartley et al., 2009; Heckler et al., 2014). A utilizagdo in vivo desse modulador pode, no
entanto, ser limitada em razdo da rapida e eficiente metabolizacdo hepatica e excre¢édo renal
no hospedeiro, 0 que determina reduzida biodisponibilidade do farmaco. Além disso, em
ambiente ruminal, quercetina é quase totalmente degradada pela microbiota local (Berger et
al. 2012). A baixa biodisponibilidade oral da quercetina também pode ser atribuida as suas
caracteristicas lipofilicas e a afinidade por bombas de efluxo e ao citocromo P-450, os quais
estdo presentes no epitélio intestinal (Penalva et al., 2016), e ao préprio muco, recentemente
descrito como barreira a absorcao de flavonoides (Gonzales et al., 2016). Portanto, a auséncia
ou mesmo o reduzido efeito modulador de quercetina nos experimentos preliminares com
ovinos infectados pode ser atribuida as caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinadmicas
desse farmaco.

Em decorréncia da baixa biodisponibilidade da quercetina, diferentes metodologias
tém sido utilizadas com sucesso para aumentar a biodisponibilidade desse farmaco como
microemulsdes, dispersdo em polivinilpolirrolidona, complexacdo a lecitina, ciclodextrina,
nanocristais (Gonzales et al., 2016) e a associacdo com particulas lipidicas (Penalva et al.,
2016), porém, essas estratégias permanecem restritas a monogastricos e pesquisas Sao
necessarias em ruminantes.

Em virtude dos desafios farmacocinéticos e farmacodindmicos da utilizacdo da
quercetina, a via intra-abomasal foi escolhida para o presente estudo como alternativa para
garantir condigdo na qual quercetina e ivermectina estivessem em contato direto com o
parasito, dentro do organismo animal (sitio de infeccdo) e, portanto, sujeitos as influéncias
quimicas e fisicas do organismo do hospedeiro, em um mesmo momento.

Considerando a interacdo quercetina/parasito, dois fatores a serem analisados sdo a
acdo da quercetina sobre as diferentes fases dos parasitos e a influéncia do nivel de resisténcia
dos parasitos sobre a acdo desse farmaco modulador. O efeito modulador de quercetina foi
descrito para formas adultas pela primeira vez no presente trabalho, assim como, pela
primeira vez, quercetina foi avaliada em larvas (L3) e adultos de isolados com diferentes
perfis de resisténcia a ivermectina.

No presente estudo, quercetina quando associada a ivermectina (IVM) foi eficiente
em potencializar o efeito desse anti-helmintico sobre larvas de H. contortus (isolado
FAMEZHcol, FR=3,15), no entanto, ndo demonstrou nenhum efeito sobre adultos do mesmo
parasito. O efeito de quercetina sobre larvas de Haemonchus sp. ja tem sido relatado (Bartley
et al. 2009; Heckler et al. 2014), o que demonstra que nossos resultados concordam com a
literatura. Um fato interessante observado no presente trabalho, foi a auséncia do efeito
potencializador da quercetina sobre a acdo de IVM em larvas de RsHcol que é sensivel a
IVM e em larvas de ROHcol, que se mostrou com elevado fator de resisténcia para
ivermectina (FR=24,35). Esse resultado difere do observado por Demeler et al. (2013), que
observaram o aumento de eficacia de Ivermectina contra isolados sensiveis e resistentes,
guando associada ao verapamil, outra droga moduladora de P-gp. Da mesma forma, Bartley et
al. (2009) observaram que quercetina também foi eficiente em aumentar a susceptibilidade de
larvas de primeiro estadio de isolados sensiveis a IVM de H. contortus e Teladorsagia
circuncicta e capaz de restaurar a susceptibilidade em isolados resistentes. Por outro lado,
elacridar e zosuquidar, moduladores de terceira geracdo, ndo foram eficientes em aumentar a



935
936
937
938
939
940
941
942
943
944
945
946
947
948
949
950
951
952
953
954
955
956
957
958
959
960
961
962
963
964
965
966
967
968
969
970
971
972
973
974
975
976
977
978
979
980
981
982
983
984

30

susceptibilidade de larvas de terceiro estadio de H. contortus susceptivel a IVM. Isso sugere
que os mecanismos de efluxo com os quais elacridar e zosuquidar interagem sdao menos ativos
em larvas susceptiveis do que em larvas resistentes, o que deve ter contribuido para a
ocorréncia desse efeito (Raza et al., 2015).

Em relacdo ao principal mecanismo de efluxo com o qual quercetina interage, a
glicoproteina-P (P-gp) (revisado por Di Pietro et al., 2004), h& evidéncias de diferencas nos
niveis de expressdo entre P-gps nos diversos estdgios de desenvolvimento de nematodas
parasitos (Dicker et al., 2011; Sarai et al., 2013; Raza et al., 2015) e sugere-se que essa
diferenca seja presente entre isolados sensiveis e resistentes (Raza et al., 2015). Dessa forma,
as diferencas nos niveis de expressdo de P-gps poderiam explicar a atuacéo de quercetina no
aumento da susceptibilidade a IVM em larvas L; sensiveis (Bartley et al., 2009) e ao nédo
aumento da susceptibilidade em L3 de H. contortus sensiveis, como no presente estudo, assim
como o efeito significativo na potencializacdo do efeito de IVM em Lj resistente de
FAMEZHcol. A auséncia de efeito modulador em larvas de terceiro estddio do isolado
ROHcol, também pode sugerir a ocorréncia de mecanismos de resisténcia adicionais (Bartley
etal., 2012) e que podem ter sido muito importantes nesse caso.

Adultos de H. contortus mostraram-se mais sensiveis a atuacdo de IVM do que larvas
em todos os isolados, 0 que pode ser evidenciado pela EC50. A menor poténcia de IVM sobre
Ls , segundo Demeler et al. (2014), pode ser devido a uma série de fatores, dentre eles, a
expressdo de receptores, a estrutura cuticular da larva, o fato de larvas ndo se alimentarem, as
condicdes de incubacdo e finalmente as metodologias de estudo in vitro.

A acgéo potencializadora de quercetina sobre o efeito de IVM ndo foi verificada sobre a
motilidade de individuos adultos de H. contortus, independentemente se eram sensiveis ou
resistentes. A razdo para a ocorréncia desse resultado ndo é clara, no entanto, algumas
hipdteses poderiam ser mencionadas. Primeiramente, as diferencas nos niveis de expressdo de
P-gp que ocorrem entre estagios de desenvolvimento (Dicker et al., 2011; Sarai et al., 2013;
Raza et al., 2015) poderiam ser suficientes para explicar. Secundariamente, somada aos
diferentes niveis de expressdo de P-gp, a especificidade sugerida por Lespine et al. (2012)
para mecanismos de efluxo, poderia contribuir com a ineficiéncia de quercetina. Levando em
consideracdo essas duas hipoteses, P-gps expressas em Lg teriam maior afinidade por
quercetina, e as expressas em adultos ndo teriam ou manifestariam menor afinidade pela
guercetina. Uma terceira hipdtese seria a expressao de mecanismos de defesa adicionais como
outros transportadores e enzimas em adultos, e em maior intensidade em individuos
resistentes (Bartley et al., 2012) como nos isolados FAMEZHcol e ROHcol, sobretudo em
resposta a presenca de moduladores, o que ndo seria observado em larvas. Esta Ultima
hipbtese também explicaria 0 aumento numérico da EC50 em FAMEZHcol e ROHcol em
relacdo a EC50 de RsHcol. Em resumo, quercetina nao potencializou o efeito de VM sobre a
motilidade de adultos de H. contortus. Além disso, sua acdo em larvas foi influenciada pelo
nivel de resisténcia dos isolados. Isolados sensiveis ou muito resistentes (ROHcol com
FR=24,35) ndo foram sensiveis a acdo de quercetina como agente modulador de P-gp.

A avaliacdo da motilidade em escores, principalmente quando analisa o percentual de
individuos que decrescem do nivel de motilidade 3 para os niveis menores é bastante sensivel
(Kotze et al., 2012). Essa sensibilidade ocorre pelo efeito de IVM na motilidade de adultos.
IVM ndo mata, mas reduz a motilidade na regido central do corpo do nematoda, o suficiente
para que adultos decres¢cam no nivel de motilidade, 3 para 2 ou para 1, por exemplo (Kotze et
al., 2012). Dessa forma a diminuicdo da motilidade de niveis elevados (3) para niveis
inferiores é razoavelmente mais importante do que a deteccdo de individuos imdveis, e por
isso foi utilizada neste trabalho. Outro fator considerado foi 0 momento da avaliacdo, em
horas de incubagdo. Determinamos que apos seis horas de incubacdo deveriamos coletar os
dados que seriam utilizados para as avaliagdes estatisticas. Esse momento foi determinado
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porque o tempo quatro horas poderia representar um periodo de incubagcdo muito curto e no
tempo oito horas a viabilidade dos adultos decrescia bastante, como evidenciado no isolado
FAMEZHcol.

Novos ensaios com quercetina devem priorizar a avaliacdo da influéncia de
modificagdes estruturais da molécula de quercetina sobre a biodisponibilidade do farmaco em
ruminantes, resisténcia a degradacdo pela microbiota ruminal, propriedades acido-basicas em
solugdes aquosas e efeito dessas modificagdes sobre a modulacdo da resisténcia a anti-
helminticos.

5. CONCLUSAO

A combinacdo de ivermectina com quercetina, quando administrada por via intra-
abomasal, ndo foi eficiente em reduzir o OPG e nem a carga parasitria de ovinos
naturalmente infectados por Haemonchus contortus resistente a ivermectina. A acao
potencializadora de quercetina associada a ivermectina sobre a motilidade de larvas e adultos
de Haemonchus contortus foi influénciada pelo nivel de resisténcia e também pelo estagio de
desenvolvimento do parasito.
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Tabela 1. Sistema de classificacdo da motilidade de fémeas de H.contortus, expostas ou
ndo a ivermectina e/ou a combinacdo de ivermectina com quercetina por escores de

motilidade

Escore de
motilidade

Descricdo

1

Nenhum movimento.

Movimento limitado (<75% do corpo
se movendo: movimento de uma ou de
ambas extremidades do corpo e a regido
central do corpo enrolada ou mesmo
distendida, mas imovel). Corpo
enrolado em forma de bobina
independente do grau de movimento.
Movimento minimo, movimentos de
menor intensidade observado somente
nas extremidades do corpo, <10% de
movimento.

Movimento  répido e  sinusoidal
envolvendo todo o corpo do individuo,
>90% do corpo em movimento.
Movimento significante: espalhado por
mais que 75% do corpo.

Fonte: Adaptado de Kotze et al. (2012).
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Tabela 2. Médias de OPG, desvio padrdo e eficdcias de reducdo das contagens de ovos nas
fezes de ovinos submetidos a tratamentos por via intra-abomasal com ivermectina,
ivermectina associada a quercetina e quercetina, nos dias 0, 3, 5, 7 e 9 p0s-tratamento.
Experimento .

Parametros Ivermectina
Dia 0 Dia +3 Dia +5 Dia +7 Dia +9
Média 579,17° 750,00° 441,67° 783,33° 1640,00°
Desvpad 893,49 1471,73 805,09 1711,48 2958,81
Eficacia (%) 0,00 (0-85) 24,00 (0-90) 0,00 (0-86) 0,00 (0-67)
Ivermectina + quercetina
Dia0 Dia +3 Dia +5 Dia +7 Dia +9
Média 454,17° 208,33% 258,33% 187,50° 358,33°
Desvpad 290,73 148,88 124,16 171,57 230,58
Eficécia (%) 54,13 (0-80) 43,12 (0-71) 59,00 (0-84) 21,10 (0-64)
Quercetina
Dia 0 Dia +3 Dia +5 Dia +7 Dia +9
Média 430,56° 241,67° 225,00° 487,50° 375,00°
Desvpad 218,12 119,02 198,12 626,00 325,96

Letras iguais, nas linhas e colunas, demonstram que as médias de OPG para os diferentes
grupos e datas de avaliacdo ndo diferiram estatisticamente.
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1196  Tabela 3. Contagem de helmintos recuperados a necropsia em ovinos submetidos a trés
1197  diferentes tratamentos por via intra-abomasal (quercetina, IVM e a associagdo de IVM com
1198  quercetina). Experimento |.

Tratamento Média Méd. geo. Desvpad Eficacia

Ivermectina 174,50° 84,92 248,04 8,17

Iver+querc. 157,67 12530 99,34 0,00

Querc.  100,33* 92,48 39,98 -

1199  Letras iguais nas colunas demonstram que as médias de contagem de helmintos, para os
1200 diferentes grupos, ndo diferiram estatisticamente.
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Tabela 4. EC50 de ivermectina e da associagao de ivermectina com quercetina na migracdo de larvas de terceiro estadio e na motilidade de

adultos de trés isolados de H. contortus, RsHcol (sensivel a ivermectina), FAMEZHcol e ROHcol (resistentes a ivermectina).
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Tratamento/

Ensaio realizado . RsHcol FAMEZHcol ROHco1l
experimento FR FR
lvermectina/ EC50 M 95% IC EC50 M 95% IC EC50 M 95% IC
s e N 5 T
Teste de inibigdo da C 5,966x10 4,076x10° - 8,734x10°  1,874x10° 1,016x10°- 3,15  1,453x10™* 4,057x10°- 24,35
migracéo larval 3,457x10 5,202x10
+ 6_ 5.
(TIML) qb‘éfg o 6,234x10°  4,640x10°—8,375x10°  1,080x10° 1;255‘)}?0_6 0332  1,909x10 48%‘(‘)07’;11%4 32
Ivermectina/ 11 -9
E 4557x101°  1,2557x1071° - 1,652x10°  5,274x10%° 1,225x10 8 1,15 5,007x10°® 5,520x10 - 109,87
Teste de motilidade com 2,271x10 4,542x10
adultos (TMA)
Iver + ” 13 9 9 1,505x10710 —
querc.F 1,375x10 1,474x10™3 — 1,288x10 2,938x10 5 736x10° 6,45 - - -

EC50: concentracdo efetiva média; IC: intervalo de confianca; FR: fator de resisténcia.
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1209
1210  Figura 1. Curva dose-resposta para ivermectina nos isolados RsHcol, FAMEZHcole
1211 ROHCcol no teste de inibicdo da migracéo larval.
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Figura 2. Efeito de ivermectina e da associacdo de ivermectina com quercetina sobre a
migracdo de larvas de terceiro estadio de trés isolados de H. contortus: isolado muito
resistente ROHcol (a); isolado resistente FAMEZHco1l (b) e isolado sensivel RsHcol (c).
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Figura 3. Efeito da associagéo de ivermectina com quercetina sobre a motilidade de adultos de
H. contortus, isolado ROHco1.
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Figura 4. Distribuicdo da frequéncia de escores de motilidade para adultos de H. contortus dos
isolados FAMEZHcol, RsHcol e ROHcol ndo submetidos a tratamento (controle). Cada
coluna representa o percentual médio (média de 7 réplicas ou pocos com 3 individuos adultos
por poco)de individuos com motilidade 3 em cada momento de avaliagéo (4, 6 e 8 horas).
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Considerac0es finais

Flavonoides devem ser avaliados com cautela, principalmente em testes in vivo, pois
sua farmacocinética é diferente da observada para os anti-helminticos que estdo presentes no
mercado. As incompatibilidades, entre resultados de testes in vitro e in vivo, sdo frequentes e
estdo relacionadas ao comportamento farmacoldgico das drogas. As diferengas, quanto a
expressdo de P-gp, entre as diferentes fases do ciclo de vida dos nematodas, também s&o fonte
de divergéncia entre resultados de avaliacdo in vitro e in vivo de moduladores e anti-
helminticos. Para solucionar essa questdo, testes in vitro devem ser realizados de forma que os
farmacos possam ser avaliados sobre diferentes estadios do parasito e contra isolados com

diferentes niveis de resisténcia.



