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“Ainda que eu andasse pelo vale da sombra da morte, ndo temeria mal algum,
porque tu estas comigo; a tua vara e o teu cajado me consolam.”

Salmos 23:4
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Resumo

NAKATANI, M.T.M. Associacao entre lactonas macrociclicas contra Haemonchus
contortus. 2020. 51p. Dissertacdo de Mestrado — Programa de Pds-Graduacdo em
Ciéncias Veterinarias. Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2020.

A resisténcia de nematodas gastrointestinais (NGIs) aos anti-helminticos (AHs) quimicos € um
problema de caréater global, ndo havendo métodos alternativos suficientemente efetivos. Frente
a isso, ha a associagéo de diferentes AHs e 0 uso de moduladores de resisténcia. Porém, a
associacao de diferentes AHs pode ser inefetivo em situac6es de resisténcia a maltiplas drogas,
enguanto que o uso de moduladores ainda é limitado pela alta variabilidade de resposta clinica,
toxicidade e diferengca de farmacocinética entre o modulador e a droga. Posto isso, outra
alternativa que pode possibilitar o0 aumento de eficacia contra NGls resistentes € associacao de
moléculas pertencentes ao mesmo grupo quimico. Possivel efeito aditivo, sinérgico ou
antagbnico, pode ser observado nas associagBes, sendo resultado das distintas
farmacocinéticas, farmacodinamicas e interag8es com mecanismos moleculares de resisténcia.
No entanto, a metodologia estatistica normalmente empregada pode limitar a observacdo dos
efeitos, isso, considerando apenas o uso da média simples da eficacia obtida, compara a média
simples esperada, de acordo com a associagdo das moléculas em uma Unica proporgao.
Portanto, o presente trabalho teve por objetivo verificar se ha efeito aditivo, antagdnico ou
sinérgico, da associacdo de diferentes lactonas macrociclicas (LMs) contra Haemonchus
contortus. Larvas infectantes (L3) de dois isolados, caracterizados como sensivel (RsHcol) e
resistente (FAMEZHcol) a ivermectina, foram utilizados no teste de inibicdo da migragéo larval
(TIML). Apés estimada a concentracdo efetiva sobre 50% da populagéo (EC50) de abamectina
(ABA), eprinomectina, (EPR), ivermectina (IVM) e moxidectina (MOX), para ambos os isolados,
as associacdes foram delineadas pelo modelo cubico especial e quadratico de experimento de
mistura simplex-centroid. Efeito sinérgico foi observado na associacdo EPR+MOX contra o
isolado sensivel e nas associagcdes EPR+MOX e IVM+MOX contra o isolado resistente, sendo
também observado efeito antagbnico da associacdo EPR+IVM+MOX. No isolado sensivel foi
verificado aumento de inibicdo em propor¢cdes maiores de EPR e em propor¢des menores das
demais drogas, comparada a mistura de referéncia (mistura das quatro LMs em igual propor¢éo
—0,25:1), enquanto que para o isolado resistente inibicao superior a da mistura de referéncia foi
observada em maiores propor¢des de IVM e em menores propor¢cdes de MOX e EPR. O efeito
sinérgico de EPR+MOX, contra o isolado sensivel, de ABA+IVM, EPR+MOX e IVM+MOX, contra
o0 isolado resistente, e o efeito antagbnico de EPR+IVM+MOX, s@o dependentes da associagéo
de drogas com diferentes poténcias e das proporcdes utilizadas, sendo EPR e IVM as moléculas

de maior impacto nesses efeitos.

Palavras-chave: resisténcia anti-helmintica, in vitro, sinergismo
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Abstract

The resistance of gastrointestinal nematodes (NGIs) to chemical anthelmintics (AHS) is a global
problem, with no sufficiently effective alternative methods. Faced with this, there is the association
of different AHs and the use of resistance modulators. However, the association of different AHs
can be ineffective in situations of resistance to multiple drugs, while the use of modulators is still
limited by the high variability of clinical response, toxicity and pharmacokinetic difference between
the modulator and the drug. That said, another alternative that can enable increased efficiency
against resistant NGIs is the association of molecules belonging to the same chemical group.
Possible additive, synergistic or antagonistic effect, can be observed in the associations, resulting
from the different pharmacokinetics, pharmacodynamics and interactions with molecular
mechanisms of resistance. However, the statistical methodology normally used can limit the
observation of effects, this, considering only the use of the simple average of the obtained
efficiency, compares the simple average expected, according to the combination of the molecules
in a single proportion. Therefore, the present study aimed to verify whether there is an additive,
antagonistic or synergistic effect, of the combination of different macrocyclic lactones (MLs)
against Haemonchus contortus. Infectious larvae (L3) from two isolates, characterized as
sensitive (RsHcol) and resistant (FAMEZHcol) to ivermectin, were used in the larval migration
inhibition test (TIML). After estimating the effective concentration on 50% of the population (EC50)
of abamectin (ABA), eprinomectin, (EPR), ivermectin (IVM) and moxidectin (MOX), for both
isolates, the combinations were outlined by the special cubic and quadratic model simplex-
centroid mixing experiment. Synergistic effect was observed in the EPR + MOX combination
against the sensitive isolate and in the EPR + MOX and IVM + MOX combinations against the
resistant isolate, and an antagonistic effect of the EPR + IVM + MOX combination was also
observed. In the sensitive isolate, an increase of inhibition was observed in higher proportions of
EPR and in smaller proportions of the other drugs, compared to the reference mixture (mixture of
the four LMs in equal proportion - 0.25: 1), whereas for the resistant isolate superior inhibition that
of the reference mixture was observed in higher proportions of IVM and in lower proportions of
MOX and EPR. The synergistic effect of EPR + MOX, against the sensitive isolate, of ABA + IVM,
EPR + MOX and IVM + MOX, against the resistant isolate, and the antagonistic effect of EPR +
IVM + MOX, are dependent on the association of drugs with different potencies and proportions

used, with EPR and IVM being the molecules with the greatest impact on these effects.

Keywords: anthelmintic resistance, in vitro, synergism

Vil



10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

CAPITULO 1

Introducéo

A rentabilidade da atividade pecuaria esta fortemente ligada ao controle de
nematodas gastrintestinais (NGIs), que pode ser realizado de duas principais
formas: a primeira, realizada com o uso de anti-helminticos quimicos, enquanto a
segunda, utiliza métodos alternativos sem 0 uso de quimioterapicos. Esse ultimo,
engloba o manejo de pastagem; controle biolégico; suplementacdo nutricional;
vacinacdo e selecao genética de animais resistentes aos NGIs (STEAR et al.,
2006). Contudo, nenhum método alternativo ao controle quimico, atualmente
disponivel, é suficientemente efetivo no controle de NGIs (WOLSTENHOLME et al.,
2004). Segundo Jackson e Miller (2006), além da limitada eficacia, os métodos
alternativos podem possuir elevado custo de aplicacdo e dificuldades de aplicacéo,
acesso e disponibilidade de materiais e procedimentos.

Assim, 0s quimioterapicos se mantém como principal método de controle.
Entretanto, o tratamento massivo, a elevada frequéncia de tratamento e o regime
de utilizacdo de uma unica droga foram alguns fatores que favoreceram o
desenvolvimento da resisténcia anti-helmintica (RA) aos principais grupos
guimicos, representando um sério risco a produtividade (SHALABY, 2013). A RA
pode ser resultado de diferentes processos: (i) modificacdo da estrutura molecular
do alvo de agéo da droga, tornando-a inefetiva; (i) alteracdo de metabolismo que
inativa ou remove a droga; (ii) mudanca de distribuicdo da droga no organismo
alvo, impossibilitando a droga de acessar seu local de acédo ou (iv) 0 aumento da
expressao de genes responsaveis pela regulacdo de mecanismos que reduzem a
acao da droga (WOLSTENHOLME et al., 2004).

A baixa disponibilidade de drogas eficazes, aliada as limitac6es dos métodos
alternativos e a auséncia de perspectiva de desenvolvimento de novas moléculas,
resultaram na demanda por pesquisa e desenvolvimento de métodos que
potencializem a acéo, retardem o desenvolvimento da RA ou recuperem a eficacia
dos anti-helminticos (AHSs) disponiveis contra populacdes de NGIs resistentes. De
acordo com Lanusse e Lifschitz (2014), as principais estratégias farmacoldgicas no
uso de AHs, se baseiam na otimizagdo farmacocinética (aumento de exposicdo do
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parasita) e combinacdo de diferentes grupos quimicos (diferentes niveis de
resisténcia, locais e modos de acdo). A combinacdo de drogas pertencentes a
diferentes classes € uma boa opcdo para aumentar a eficacia e retardar o
desenvolvimento de RA, prolongando a vida atil das drogas (LEATHWICK, 2012).
A logica do uso de combinagBes se baseia no fato de que individuos de uma
populacdo podem ter menor grau de resisténcia a formulacdes de mdaltiplos
componentes, comparado a formulagcbes de uma Unica molécula, no entanto, as
limitadas informacdes disponiveis ndo s&o claras sobre os potenciais efeitos
aditivos ou sinérgicos da coadministracdo de duas ou mais moléculas (LANUSSE
& LIFSCHITZ, 2014).

Desse modo, além do aumento de eficacia sobre individuos de uma
populacdo de NGIs resistente, através dos diferentes modos de acdo de cada
classe de moléculas, ha a possibilidade de atuacéo sinérgica de diferentes drogas
sobre um mesmo receptor alvo e/ou mecanismo de detoxificacdo. As proteinas de
resisténcia a multiplas drogas (RMD), descobertas na metade da década de 1970,
estdo presentes em praticamente todos os organismos vivos (SARKADI et al.,
2006). E elas funcionam como uma barreira de permeabilidade transmembranar,
expulsando ativamente xenobibticos para fora das células (LESPINE et al., 2009),
e estdo envolvidas no processo de RA por limitarem a eficacia dos quimioterapicos
(PRICHARD et al., 2012). O melhor entendimento da relagéo entre os mecanismos
moleculares de resisténcia e a falha terapéutica, resultou, também, na pesquisa e
desenvolvimento de substancias com efeito modulador, sendo essas, associadas a
guimioterapicos ja ineficazes, com a finalidade de restituir a eficacia da droga. No
entanto, até o presente momento, resultados observados in vitro ndo puderam ser
reproduzidos in vivo, isso, devido a toxicidade do modulador; elevada variabilidade
da resposta clinica; distinta farmacocinética e aumento da toxicidade do
quimioterapico utilizado (SHUKLA et al., 2008).

No contexto da combinacdo entre moléculas com efeito anti-helmintico e/ou
moduladores de resisténcia contra NGIs resistentes, a associacdo de moléculas
pertencentes a mesma classe, com semelhante modo de ag&o, necessita também
ser explorada. Exemplo disso € a existéncia de uma Unica formulagdo comercial de
ivermectina + abamectina, disponivel para bovinos, que apresentou maior eficacia
anti-helmintica do que a ivermectina ndo associada, havendo também diferencas

na farmacocinética e na farmacodindmica das moléculas quando associadas,
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comparadas a ivermectina e abamectina ndo-associadas (BORGES et al., 2007,
BORGES et al., 2008; BALLENT et al., 2019). No caso das lactonas macrociclicas
(LMs), as diferencas e semelhancas, relacionadas ao arranjo molecular,
farmacocinética e afinidade pelos mecanismos de resisténcia de cada
representante, podem possibilitar uma associacdo mais segura, estavel e eficaz,
comparadas as associacdes atualmente disponiveis.

Assim, evidéncias, in vitro e in vivo, descritas na literatura (DIDIER e LOOR,
1996; SMITH e PRICHARD, 2002; BORGES et al., 2007; LESPINE et al., 2007;
BORGES et al., 2008; LLOBERAS et al., 2013; KOTZE et al., 2014; GODOY et al.,
2015a; GODOY et al.,, 2015b GODOY et al.,, 2016; BALLENT et al., 2019),
corroboram com a possibilidade de aumento de eficacia por efeito aditivo ou
sinérgico, mediante a associacao de diferentes moléculas pertencentes a mesma
classe de anti-helminticos, contra populacbes de NGIs resistentes, podendo ainda
haver um possivel efeito modulador sobre os mecanismos moleculares de
resisténcia. Essa ultima possibilidade, além de estender a viabilidade das LMs e de
outros grupo quimico existentes, e pode também, definir uma nova aplicacdo para

essas moléculas.
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Objetivos

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito, in vitro, de diferentes

associacoes entre abamectina, eprinomectina, ivermectina e moxidectina, contra

Haemonchus contortus.
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Revisdo de Literatura

Lactonas macrociclicas

As LMs sdo um grande grupo de compostos hidrofébicos, estruturalmente
semelhantes, amplamente utilizados em animais, humanos e para o controle de
pragas em plantacbes (LESPINE et al., 2009; PRICHARD et al., 2012).
Desenvolvidas na década de 1980, as LMs revolucionaram o controle quimico
parasitario (MCKELLAR e BENCHAOUI, 1996), sendo os antiparasitarios mais
utilizados em animais nos ultimos 30 anos (LLOBERAS et al., 2013), devido sua
seguranca clinica, elevado espectro de acdo e facilidade de utilizacdo (BURG et
al., 1979; MCKELLAR e BENCHAOQUI, 1996; PRICHARD et al., 2012). O excelente
espectro de acdo, contra endo e ectoparasitas, resultou na criacdo do termo
“‘endectocida” para designar essa classe de moléculas (MCKELLAR e
BENCHAOUI, 1996).

As LMs possuem diversos representantes, que podem ser de origem
biossintética, obtidas a partir de processos fermentativos de espécies de
actinobactérias do solo ou semissintética, produzidas a partir de modificacbes
estruturais de moléculas biossintéticas, utilizando processos fisico-quimicos. Além
disso, sdo subdivididas em avermectinas (AVMs) e milbemicinas (MBNs), de
acordo com a espécie de actinobactéria utilizada, assim, as AVMs sao derivadas
da espécie Streptomyces avermitilis, enquanto as MBNs sdo provenientes das
espécies S. hygroscopicus e S. cyaneogriseus (BURG et al., 1979; DAVIES e
GREEN, 1986; SHOORP et al., 1995; PRICHARD et al., 2012).

Dentre as AVMs mais conhecidas, abamectina (ABA) e doramectina (DOR)
sao biossintéticas, porém, a DOR é produzida apartir de uma cepa mutante de S.
avermitilis, enquanto que eprinomectina (EPR), ivermectina (IVM) e selamectina
(SEL) séo semissintéticas (PRICHARD et al., 2012; KIM et al., 2017). No caso das
MBNs, milbemicina oxima é produzida pela espécie S. hygroscopicus, enguanto
gue a moxidectina (MOX) é uma molécula semissintética, produto da nemadectina,
produzida pela espécie S. cyaneogriseus (PRICHARD et al., 2012; KIM et al.,
2017).

12
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Estruturalmente, as LMs s&o intimamente relacionadas a classe dos
antibacterianos macrolideos, devido a presenca de um anel macrociclico de lactona
com 16 atomos (MISHIMA et al., 1975; FISHER e MROZIK, 1984; MCKELLAR e
BENCHAOQUI, 1996), fundido, em um arranjo tridimensional, aos grupos espirocetal
e benzofurano (PRICHARD et al., 2012). Apesar da estrutura semelhante a dos
macrolideos, as LMs ndo sdo usualmente agrupadas a essa classe, por nao
apresentarem acao antibacteriana e nem antifingica (BLIZZARD et al., 1990).

As semelhancas estruturais entre AVMs e MBNs se restringem a presenca
do anel macrociclico. As AVM se caracterizam pela presenca de um dissacarideo
na posicao carbono 13 (C-13), ausente nas MBNs, enquanto as AVMs apresentam
radicais butil ou isopropil no C-25, as MBNs possuem radicais metil ou etil, além
disso, AVMs podem apresentar um ligacédo simples ou dupla entre C-22 e C-23, ao
passo que MBN apresentam uma ligacéo simples (BURG et al., 1979; TAKIGUCHI
et al., 1980; SHOOP et al., 1995), (Figural).

As AVMs sédo produto da mistura de oito diferentes configuracoes
denominados A:a, Aib, Aza, Ab, Bia, Bib, Boa e Byb. Nessa nomeclatura, o
componente “A” representa um grupo metoxilo em C-5, enquanto “B” possui um
grupo hidroxila; o componente “1” apresenta uma dupla ligacdo entre C-22 e C-23,
enquanto que em “2” had uma ligacdo simples e uma hidroxila em C-23; e 0
componente “a”
radical isopropil (SHOOP et al., 1995), (Figura 1).

A nomeclatura utilizada para designar as diferentes configuracdes de MBNSs,

representa um radical butil em C-25, enquanto “b” apresenta um

segue um padrdo semelhante ao das AVMs, no entanto, inicialmente havia 13
diferentes configuracfes (al-10 e B1-3), subdivididas entre A, B e C (SUNAZUKA
et al., 2002), posteriormente foram desenvolvidas as configuragdes D, E, F, G e H.
Basicamente as configuragdes “a” possuem um anel tetraidropirano fundido ao anel
macrociclico (verdadeiros analogos das AVMSs), enquanto que nas configuracées
“B” o anel esta ausente (DAVIES e GREEN, 1986), (Figura 1). Diferencas nos
radicais incluem grupos metoxila ou hidroxila na posicao C-5, grupos etil, metil ou
propil em C-25 (DAVIES e GREEN, 1986; SHOOP et al., 1995), (Figura 1).
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AVERMECTINAS MILBEMICINAS

OCH3

Selamectina

OHey,,
7

X  R1(A) R1(B) R2(a) R2(b) R3 R1  R2

Ivermectina CHz2 - CH2 OCH3 OH BUT IsO OH - -
Abamectina CH=CH OCHs OH BUT IsO OH - -
Doramectina CH=CH OCH3 OH CICLOHEXANO OH - -
Eprinomectina CH=CH OCH3 OH BUT IS0 NHCOCH3 - -
Moxidectina - - - - - - OH DIMETIL- BUTIL
Milbemicina - - - - - - OH  CHsouCzHs
Milbemicina D - - - - - - OH CH(CHa)2
Milbemicina oxima - - - - - - =NOH CHs ou C2Hs

Figura 1. Configurag6es moleculares e radicais substituintes de diferentes lactonas macrociclicas.
Butil — BUT e isopropil — ISO.

O potencial acaricida, inseticida e anti-helmintico das LMs € devido ao
aumento de permeabilidade da membrana plasmatica aos ions cloreto (CI), através
da interacdo das LMs com canais de CI' mediado pelo glutamato (GIuCl),
encontrados apenas em invertebrados, o influxo de CI interrompe a agéo inibitoria
ou excitatoria muscular, levando a paralisia e consequente morte por inanicdo ou
eliminacéo do parasito (ARENA et al., 1992; CULLY et al, 1994; CULLY et al, 1996;
CLELAND, 1996). Adicionalmente, as LMs, em altas concentracbes, podem atuar
de forma secundaria sobre canais mediados pelo acido gama-aminobutirico (FENG
et al., 2002), além da possivel atuagdo sobre canais relacionados a histamina,
dopamina, tirosina e serotonina (PRICHARD et al. 2012).

Mecanismos moleculares de resisténcia
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Resisténcia a droga é definida como uma mudanca de frequéncia génica de
uma populacdo, podendo ser espontanea ou resultado da selecdo produzida pela
préopria droga, na qual, uma quantidade maior de droga € necessaria para produzir
0 mesmo efeito antes da selecdo (SHOOP, 1993). A ocorréncia da resisténcia se
tornou o maior problema para o controle parasitario em animais de produgéo e esta
globalmente difundida, tornando prioritaria a pesquisa e identificacdo de mutacdes
génicas relacionadas a esse fendbmeno (GILLEARD, 2013).

Em todos os organismos, as enzimas biotransformadoras servem como uma
eficiente defesa contra a acdo negativa dos xenobibticos, desativando e facilitando
sua excrecdo, em helmintos, pode causar reducéo de eficacia de AH (VOKRAL et
al., 2010). De acordo com Matouskova et al. (2016), em helmintos, a metabolizacédo
intracelular de xenobioticos ocorrem em duas fases, na primeira fase ocorre a
oxidacao, reducdo e hidrélise do xenobidtico, levando a exposicdo ou insercdo de
por¢Bes hidrofilicas reativas na estrutura da molécula, na segunda fase, a droga ou
seus metabdlitos sdo conjugados a compostos enddgenos, possibilitando e/ou
facilitando o transporte ativo para fora da célula (Figura 2). Na primeira fase de
metabolizacdo, 0s principais grupos enzimaticos responsaveis por esse processo
sao: citocromo P450 (CYP); aldo-ceto redutase (AKR) e desidrogenases de cadeias
curtas (SDR), enquanto que na segunda fase, as enzimas responsaveis Ssao:
glutationa S-transferase (GST) e uridina difosfato glicuronil transferase (UDP-GT)
(MATOUSKOVA et al., 2016).

Célula
FASE|l FASEI

Oxidagao
Redugdo Conjugacgio
Hidrélise
Transportador Transportador
de de
influxo efluxo

Figura 2. Esquema do metabolismo intracelular de xenobidticos. Droga (A), metabdlito da droga
(B), composto endégeno (C) e conjugado metabdlito-composto endégeno (D).
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CYP é um grande grupo de enzimas encontradas em quase todos o0s
organismos vivos, sendo uma das mais importantes no metabolismo de
xenobioticos (Nelson et al., 1993). Aumento de efeito in vitro e/ou expressao genica
foi verificado em Cooperia oncophora; Haemonchus contortus; Ostertagia ostertagi
e Trichostrongylus colubriformis (KOTZE et al., 2006; ALGUSBI et al., 2014; LAING
et al., 2015), quando submetidos aos diferentes grupos de AH associados ou nao
ao butoxido de piperonila, que é um inibidor do CYP.

Além do CYP, outros importantes grupos enzimaticos, relacionadas ao
metabolismo de primeira fase, também podem exercer grande influéncia sobre a
RA. De acordo com Penning (2015), os grupos enzimaticos AKR e SDR,
responsaveis pela reducdo de aldeidos e cetonas, realizam reacdes de
conformacao funcional, sendo que, as AKR estdo presentes em quase todos o0s
filos, representadas por proteinas oxidoredutases monomeéricas, dependentes de
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADP) e nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADH), possuem ampla especificidade de substrato e podem
transformar acuUcares, aldeidos lipidicos, cetoesteréides, ceto-prostaglandinas e
agentes carcinogénicos.

As enzimas conjugadoras UDP-GT e GST, em H. contortus, além de
demonstrarem aumento significativo de atividade in vitro, quando expostos ao
albendazole e ao flubendazole, também demonstram menor atividade em cepa
sensivel, comparado a cepas resistentes, sendo sua atividade dependente do
estresse oxidativo durante a acdo da droga sobre o parasito, isso contribui para sua
sobrevivencia e consequente desenvolvimento de resisténcia (VOKRAL et al.,
2010; VOKRAL et al., 2012; VOKRAL et al., 2013).

Além dos processos metabdlicos, a resisténcia a multiplas drogas (RMD),
esta altamente correlacionada a proteinas de transporte de efluxo. As proteinas de
RMD, descobertas na metade da década de 1970, pertencem ao grupos das
proteinas ATP-dependentes (ABC) e estdo presentes em praticamente todos os
organismos vivos (SARKADI et al., 2006). Em humanos, as trés maiores ABC-RMD
incluem membros dos subgrupos ABCB, ABCC e ABCG (SARKADI et al., 2006).
Dentre as proteinas relacionada a RMD, a P-gp, principal representante do
subgrupo ABCB, expressa pelo gene ABCB1 (MDR1), € a mais conhecida e
estudada. Enquanto proteinas ABCB possuem maior afinidade por grande

moléculas hidrofébicas, proteinas ABCC e ABCG podem transportar moléculas
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hidrofébicas e grandes moléculas anidnicas (SARKADI et al., 2006). Portanto, a
competicdo de diferentes moléculas pelos sitios de ligacdo em ABCC e ABCG
reduz a participacdo dessas proteinas no desenvolvimento da resisténcia a
determinados quimioterapicos.

A glicoproteina-P (P-gp) foi a primeira ABC-RMD a ser relatada, funcionando
como uma barreira de permeabilidade transmembranar, expulsando ativamente
xenobioticos para fora das células (MEALEY, 2004; LESPINE et al., 2009). Nos
mamiferos sdo encontradas em varios érgaos atuando como barreira de protecao,
porém, também limitam a eficacia dos quimioterapicos, envolvidos na RA, devido a
baixa disposi¢do das drogas no sitio de a¢do (KERBOEUF e GUEGNARD, 2011;
PRICHARD et al.,, 2012). Caenorhabditis elegans, nematoda de vida livre
normalmente utilizado como modelo de andlise, possui 14 genes homélogos de P-
gp, sendo encontrados 10 em Haemonchus contortus, dos quais, dois (pgp-16 e
pgp-17) sao isolados apenas em H. contortus, a P-gp é presente em todos 0s
estagios de desenvolvimento, de ovo a adulto (RIOU et al., 2005; LAING et al.,
2011; LAING et al., 2013). Através do uso da eletroforese, da imunofluorescéncia
e da imunomarcag¢do com ouro, é possivel verificar a presenca e a localizacdo da
P-gp nos tecidos dos diferentes estagios de desenvolvimento. Em adultos de H.
contortus, a P-gp esta predominantemente presente nos tecidos do trato digestivo,
onde ocorrem altos niveis de transporte de membrana, particularmente
concentrada dentro da faringe, na localizacdo das glandulas faringeanas dorsal e
subventral (SMITH e PRICHARD, 2002; GODOQY et al., 2015a). Em fémeas adultas
€ também observada elevada quantidade no tecido uterino (GODOY et al., 2016).
Sendo que na fase adulta ha nivel muito superior de transcricdo de pgp-16,
comparado aos demais estagios evolutivos (ISSOUF et al., 2014). Nos ovos de H.
contortus é observada a presenca de P-gp em diversas camadas da casca, estando
presente também no intestino e em diversas camadas das cuticulas dos estadios
L1, L2 e L3, além da presenca na bainha de L3, sendo que a distribuicdo de P-gp
nos ovos e nos adultos € mais uniforme, enquanto que nos estagios larvais ha mais
concentragfes pontuais, porém, no estadio L1 e L2 ha concentracdes maiores de
P-gp, comparado ao estadio L3 e aos adultos de H. contortus (RIOU et al., 2005).
As variacGes na localizacdo e concentracdo de P-gp, nos diferentes estagios de
desenvolvimento, se deve a variacdo de ambiente de desenvolvimento e habito

alimentar inerente a cada estéagio.
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Lactonas macrociclicas x mecanismos moleculares de resisténcia

A eficacia das diferentes LMs é dependente da configuragdo molecular,
apresentando maior ou menor nivel de interagdo com seus respectivos receptores
e proteinas de transporte (LESPINE et al., 2009). As diferentes configuractes
moleculares das LMs também afetam a pressdo de selecdo de resisténcia,
seguranca clinica e flexibilidade no uso das formulagbes (PRICHARD et al., 2012).
Diferencas de eficacia de LMs ja foram demonstradas, utilizando diferentes
métodos in vitro e in vivo, contra NGls de ovinos e bovinos (LIFSCHITZ et al., 2010;
De GRAEF et al.,, 2012; ALMEIDA et al.,, 2013; KOTZE et al., 2014), sendo
verificada maior eficacia da MOX, comparado as AVMs.

De acordo com Pohl et al. (2011), a base molecular da resisténcia as LMs
ainda nao é totalmente compreendida, porém, em alguns nematodas e artropodes
a insensibilidade de canais GIuCl é associada a resisténcia a IVM (DENT et al.,
2000; McCAVERA et al., 2009; KWON et al., 2010), enquanto que em artropodes,
a resisténcia as LMs é também associada ao metabolismo oxidativo e hidrolitico
(SCOTT, 1989; ARGENTINE et al, 1992). Dentre 0S mecanismos
biotransformadores a CYP, responséavel principalmente pelos processos oxidativos,
€ 0 mecanismo mais estudado e que pode representar maior relevancia na
resisténcia as LMs (ALVINERIE et al., 2001; KOTZE et al., 2006; KELLEROVA et
al., 2019; YILMAZ et al.,, 2019). Porém, para nematodas, ndo ha informacao
disponivel sobre os demais mecanismos biotransformadores que precedem a
eliminagdo das LMs por ABC-MRDs.

Grande volume de informacg@es sobre a relacdo de ABC-MRDs e a RA esta
disponivel. Nesse aspecto as distintas LMs apresentam significativas diferencas na
farmacocinética e no nivel de afinidade com a P-gp, dependendo do tecido e do
estagio de desenvolvimento do nematoda, porém, utilizando diferentes métodos de
analise, a P-gp demonstra maior afinidade da pelas AVMs, comparadas a MOX
(LESPINE et al., 2007; LIFSCHITZ et al., 2010; GODOQOY et al., 2015a; GODOY et
al., 2015b; DAVID et al.,, 2016; GODOY et al., 2016). Essa diferenca € muito
evidente no caso da pgp-16, a qual demonstra pouquissima interagdo com a MOX,
comparado as AVMSs, resultando em menor eliminacdo e consequente maior

eficacia contra H. contortus, devido ao prolongamento do periodo de permanéncia
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e de ligacdo com os receptores alvo (GODOQY et al., 2015b). A principal razdo para
essas diferencas é o distinto coeficiente de particdo (logP), tornando as molécula
mais ou menos hidrofobicas, consequentemente alterando a capacidade de
absorcao, periodo de permanéncia, velocidade de eliminacdo da droga e nivel de
interacdo com a P-gp (LESPINE et al., 2009).

Nas AVMs a presenca do dissacarideo em C-13 reduz o logP dessas
moléculas, tornando-as menos hidrofébicas comparado as MBNs, de forma
semelhante, porém menos marcante, funciona a dupla ligagdo entre C-22 e C-23,
presentes na ABA e EPR (LESPINE et al., 2009; KERBOEUF e GUEGNARD, 2011;
GODOY et al, 2015b). As estruturas moleculares impactam diretamente na
afinidade da P-gp pelas LMs, sendo a presenca do dissacarideo fator determinante
na elevada afinidade da P-gp pelas AVMs, havendo afinidade de duas a trés vezes
maior por ABA, DOR, EPR, IVM e SEL, comparas a IVM aglicona (ivermectina sem
o dissacarideo em C-13) e a MOX (LESPINE et al., 2007; DAVID et al., 2016). Além
disso, MOX apresenta uma cadeia lateral olefinica em C-25 e um grupo metoxima
em C-23, sendo essas duas ultimas estruturas especificas da MOX, ndo estando
presente em outras AVMs ou MBNs comerciais, porém, o0 impacto desses
substituintes nas propriedades fisico-quimicas ainda necessita ser determinado
(KERBOEUF e GUEGNARD, 2011; PRICHARD et al., 2012; PRICHARD e GEARY,
2019). Essas caracteristicas demonstram a elevada relagdo das LMs com a P-gp,
portanto, pode ser considerada o maior alvo de modulag&o, visando o aumento de
concentracdo das drogas (LESPINE et al., 2007).

Moduladores de resisténcia anti-helmintica

Desde a descoberta da mediacéo de transportadores ABC na resisténcia a
guimioterapicos, esfor¢cos continuos tem sido destinados ao desenvolvimento de
terapias que possibilitem bloquear ou inativar esses transportadores, aumentando
a concentracao da droga no sitio de acdo (KATHAWALA et al., 2015). A partir dessa
possibilidade, o termo “modulador de resisténcia” comegou a ser utilizado.

A possibilidade de controle da atividade de transportadores ABC, foi
inicialmente verificada por Tsuruo et al. (1981), que observaram aumento na
eficacia de quimioterapicos utilizados no tratamento da leucemia (vincristina e

vimblastina), associados ao verapamil, contra células resistentes ao tratamento.
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Posteriormente, diversas substancias, com a capacidade controlar a atividade
desses transportadores, foram testadas.

Atualmente os moduladores de resisténcia sao divididos em trés geracgoes.
A primeira inclui verapamil, cyclosporina A e quinina (KATHAWALA et al., 2015),
substancias utilizadas com outras finalidades, porém, atuam também como
substrato inibidor da P-gp (SRIVALLI e LAKSHMI, 2012). A segunda geracao,
moléculas pertencentes a primeira, porém, com algumas modificacdes estuturais,
tornando-as mais eficazes e menos toxicas, é representado pelo dexverapamil,
valspodar e biricodar (SHUKLA et al, 2008; SRIVALLI e LAKSHMI, 2012;
KATHAWALA et al., 2015). A terceira geracdo é representada pelo tariquidar,
elacridar e mitotano, moléculas profundamente modificadas e com grande aumento
de poténcia, utiizando métodos quantitativos de relacdo estrutura-atividade e
triagem de alto rendimento, de acordo com parametros obtidos das duas primeiras
geracOes (SHUKLA et al, 2008; SRIVALLI e LAKSHMI, 2012; KATHAWALA et al.,
2015).

Apesar do potencial modulador, as geracbes atualmente disponiveis
apresentam limitacdes de aplicacdo, principalmente relacionadas a baixa eficacia
terapéutica e elevada toxicidade, portanto, novas abordagens e compostos com
potencial modulador estdo sendo pesquisados e desenvolvidos (MOHAMMAD et
al., 2018). Toda a informacao obtida das trés primeiras geracoes, aliada ao melhor
entendimento dos mecanismos de resisténcia, estdo sendo utilizados visando o
desenvolvimento de uma quarta geracdo de moduladores de resisténcia.

De acordo com Lespine et al. (2007), as AVMs apresentam grande potencial
na reversao da RMD. Aumento de poténcia, in vitro, de quimioterapicos
antineoplasicos é verificado sobre células cancerigenas, quando associado a IVM,
sendo que a IVM possui elevada capacidade de inibir a atividade da P-gp, além
disso podem também inibir a atividade da ATPase da P-gp, levando a uma
exaustao energetica pelo aumento de atividade (DIDIER e LOOR, 1996; ENEROTH
et al., 2001; LESPINE et al., 2007). Portanto o aumento de poténcia €,
possivelmente, resultado da ligacdo da IVM com proteinas de transporte,
responsaveis pela detoxificagdo celular, impedindo ou reduzindo a eliminacdo de
guimioterapicos. Porém, segundo Lespine et al. (2007), as diferentes LMs (ABA,
EPR, DOR, MOX e SEL) possuem distintos potenciais de inibicdo da P-gp. Essa

pode ser uma caracteristica desejavel ou indesejavel, dependendo da formulacéo
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e da combinacdo de drogas utilizadas. A capacidade das LMs em bloquear o sitio
de ligacdo, reduzir a atividade da P-gp e também causar exaustdo energética, sao
caracteristicas altamente desejaveis nos moduladores de resisténcia. Aléem disso,
a elevada seguranga clinica, as semelhancas e diferengas na famacocinética e no
nivel de interacdo com os mecanismos moleculares de resisténcia, tornam as LMs
fortes candidatas a uma nova classe de moduladores de resisténcia com atividade

anti-helmintica.
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Resumo

Avresisténcia de nematodas gastrointestinais (NGIs) aos anti-helminticos (AHs) quimicos é um problemade
caréter global, ndo havendo métodos alternativos suficientemente efetivos. Frente a isso, hd a associacéo de
diferentes AHs e o uso de moduladores de resisténcia. Porém, aassociagdo de diferentes AHs pode ser inefetivo
em situacdes de resisténcia a multiplas drogas, enquanto que o uso de moduladores ainda € limitado pelaalta
variabilidade de resposta clinica, toxicidade e diferencade farmacocinéticaentre o mudalodor e adroga. Posto
isso, outra alternativa que pode possibilitar o aumento de eficacia contra NGls resistentes é associacdo de
moléculas pertencentes ao mesmo grupo quimico. Possivel efeito aditivo, sinérgico ou antagdnico, pode ser
observado nas associac¢des, sendo resultado das distintas farmacocinéticas, farmacodindmicas e interagdescom
mecanismos moleculares de resisténcia. No entanto, ametodologia estatistica normalmente empregada pode
limitar a observagdo dos efeitos, isso, considerando apenas o uso da médiasimples da eficaciaobtida, compara
amédia simples esperada, de acordo com a associagdo das moléculas em uma Unica proporcdo. Portanto, o
presente trabalho teve por objetivo verificar se ha efeito aditivo, antagdnico ou sinérgico, da associagdo de
diferentes lactonas macrociclicas (LMs) contra Haemonchus contortus. Larvas infectantes (L3) de dois
isolados, caracterizados como sensivel (RsHco1l) e resistente (FAMEZHco1) aivermectina, foram utilizados
no teste de inibicdo da migracéo larval (TIML). Ap6s estimada a concentragdo efetivasobre 50% da populagéo
(EC50) de abamectina (ABA), eprinomectina, (EPR), ivermectina (IVM) e moxidectina (MOX), para ambos
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os isolados, as associacdes foram delineadas pelo modelo cibico especial e quadratico de experimento de
misturasimplex-centroid. Efeito sinérgico foi observado naassociagdo EPR+MOX contra o isolado sensivele
nas associagbes EPR+MOX e IVM+MOX contra o isolado resistente, sendo também observado efeito
antagonico da associacdo EPR+IVM+MOX. No isolado sensivel foi verificado aumento de inibicdo em
propor¢Bes maiores de EPR e em propor¢6es menores das demais drogas, comparada a mistura de referéncia
(mistura das quatro LMs em igual proporc¢éo — 0,25:1), enquanto que para o isolado resistente inibigdo superior
a damisturade referénciafoi observadaem maiores proporgdes de IVM e em menores proporc¢des de MOX e
EPR. O efeito sinérgico de EPR+MOX, contra o isolado sensivel, de ABA+IVM, EPR+MOX e IVM+MOX,
contrao isolado resistente, e o efeito antagdnico de EPR+IVM+MOX, séo dependentes da associagio de drogas
com diferentes poténcias e das proporgdes utilizadas, sendo EPR e IVM as moléculas de maior impacto nesses

efeitos.

Palavras-chave: resisténcia anti-helmintica, in vitro, sinergismo.

1. Introducéo

O controle de nematodas gastrintestinais (NGIs) é realizado principalmente de forma
quimica. Porém, o desenvolvimento de resisténcia anti-helmintica (RA), representa um risco
a sustentabilidade dessa forma de controle (Shalaby, 2013). A combinacdo de drogas
pertencentes a diferentes grupos quimicos é uma alternativa valida para retardar o avanco da
RA e estender a vida util dos anti-helminticos (AHs) disponiveis (Anderson et al.,1988;
Smith, 1990; Lanusse et al., 2018). A combinacdo de diferentes drogas pode resultar em
efeito aditivo, antagbnico ou sinérgico (Entrocasso et al.,2008; Foucquier e Guedj, 2015). O
efeito aditivo ocorre quando o efeito de duas drogas combinadas é igual a soma de suas
atividades independentes, enquanto que o efeito sinérgico ocorre gquando a combinacgéo
resulta em efeito superior ao aditivo (Entrocasso etal., 2008; Bartrametal., 2012). De acordo
com Bartram et al. (2012), inumeros trabalhos indicam efeito aditivo de combinagdes de
moléculas anti-helminticas pertencentes a diferentes grupos quimicos, porém, apenas dois
(Anderson et al., 1991; Miller e Craig, 1996) reportama possibilidade de efeito sinérgico. A
escassez de trabalhos com associacBes que demonstram efeito sinérgico é, aparentemente,
devido a baixa sensibilidade dos métodos de delineamento e analise utilizados. Além da
dificuldade de determinar o tipo de efeito observado, a combinagdo de diferentes AHs, pode
eventualmente se tornar inefetiva em caso de resisténcia a multiplas drogas (RMD).

No combate a RMD, uma alternativa quimica € a atuacao sobre transportadores ATP-
dependentes (ABC) responsaveis pela expulsdo de quimioterapicos. A glicoproteina-P (P-

gp), dentre as ABC-RMD, é representante mais importante e maior alvo de modulacgdo para
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AHs (Lespine et al., 2007). Diversos trabalhos in vitro, utilizando moduladores de P-gp,
demonstram aumento de eficacia dos quimioterdpicos, no entanto, esses resultados ndo
foram reproduzidos in vivo, devido a elevada toxicidade, elevada variabilidade da resposta
clinica e distinta farmacocinética entre droga e modulador (Shukla et al., 2008; Kathawala
etal., 2015; Borges, et al. 2020).

Frente a esses obstaculos, uma alternativa, que necessita ser melhor explorada e que
pode unir o efeito positivo da combinacao de diferentes moléculas e da modulacdo da P-gp,
¢ associacdo de moléculas pertencentes a mesma classe de AHs. Nesse contexto, trabalhos
in vivo, utilizando uma formulacdo comercial ou a aplicacdo concomitante de formulagcbes
separadas de duas lactonas macrociclicas (LMs) (abamectina (ABA) + ivermectina (IVM)),
demonstraram aumento de eficacia e alteragdes de farmacoldgicas significativas,
comparadas aos principios ativos ndo associados (Borges et al., 2007; Borges et al., 2008;
Ballent etal., 2019). Segundo Ballent et al. (2019), ha possivel efeito sinérgico da associacao
de ABA+IVM contra NGls.

As LMs sdo antiparasitarios, estruturalmente semelhantes, subdivididos em
avermectinas (AVMs) e milbemicinas (MBNs), amplamente utilizados em animais e
humanos (Lespine et al., 2009; Prichard et al., 2012). Esses antiparasitarios possuem elevada
seguranca clinica e apresentam capacidade de modulagéo de atividade da P-gp, em distintos
niveis de acordo com a afinidade de cada molécula (Didier e Loor, 1996; Lespine et al.,
2007; Lloberas et al., 2013). Maior afinidade da P-gp pelas diferentes AVMs é observada,
comparada a moxidectina (MOX), uma MBN e a mais potente LM comercialmente
disponivel (Lespine et al., 2007; David et al., 2016). A principal razdo para as diferencas de
afinidade pela P-gp é o distinto coeficiente de particdo (logP), tornando as moléculas mais
ou menos hidrofébicas, alterando a capacidade de absorcdo, periodo de permanéncia,
velocidade de eliminacdo da droga e nivel de interacdo com a P-gp (Lespine et al., 2009).
Nas AVMs a presenca do dissacarideo em C-13 reduz o logP dessas moléculas, tornando-as
menos hidrofébicas comparado as MBNs, de forma semelhante, funciona a dupla ligacéo
entre C-22 e C-23, presentes na ABA e EPR (Lespine et al., 2009; Kerboeuf e Guégnard,
2011; Godoy et al., 2015b). A presenca do dissacarideo ¢ fator determinante na afinidade da
P-gp pelas AVMs, havendo afinidade de duas a trés vezes maior por abamectina,
doramectina, eprinomectina, ivermectina e selamectina, comparadas a ivermectina aglicona
(dissacarideo ausente em C-13) e a MOX (Lespine et al., 2007; David et al., 2016). Além
disso, MOX apresenta uma cadeia lateral olefinica em C-25 e um grupo metoxima em C-23,
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no entanto, o impacto desses substituintes nas propriedades fisico-quimicas ainda necessita
ser determinado (Kerboeuf e Guégnard, 2011; Prichard etal., 2012; Prichard e Geary, 2019).

O possivel efeito sinérgico e modulacdo da P-gp, produzido pela associagdo de
diferentes LMs, pode prolongar a vida Util e estabelecer uma nova aplicacéo para esse grupo
quimico como moduladores de resisténcia. Considerando a necessidade de definir o tipo de
efeito produzido pela associacdo de LMs ja existente, e também de outras associa¢des ainda
ndo consideradas, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o tipo de efeito, in vitro, de
diferentes associacfes entre abamectina, eprinomectina, ivermectina e moxidectina, contra

Haemonchus contortus.

2. Material e métodos

2.1. Haemonchus contortus: manutengédo, producdo e cultivo larval

Foram utilizados dois isolados de H. contortus, mantidos sob criopreservacdo no
Laboratdrio de Doencas Parasitarias (LADPAR) na Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul (UFMS), previamente caracterizados como sensivel e resistente a ivermectina:

Isolado laboratorial RsHcol, gentilmente cedido pelo Professor Doutor Alessandro
Francisco Talamini do Amarante (Universidade Estadual Paulista Julio Mesquita Filho,
Botucatu, Sdo Paulo), caracterizado como sensivel a ivermectina por Borges et al. (2020).
Sensibilidade confirmada mediante teste de inibicdo de migracéo larval (CE50: 8,84x107);

Isolado de campo FAMEZHcol, caracterizado fenotipicamente como resistente a
ivermectina por Borges et al. (2020), através de teste de redugdo de contagem de ovos por
gramas de fezes e de teste de inibicdo da migracéo larval. Resisténcia confirmada mediante
teste de inibicdo de migracdo larval (CE50: 3,92x10).

Para a manutencéo e producdo de larvas infectantes (L3) de ambos os isolados, foram
utilizados dois ovinos, entre oito e doze meses de idade, sem raga definida, pesando 25 kg
cada, livres de infeccdo, confirmada mediante a realizagdo da técnica de Willis no D+3, D+5,
D+7, D+14, D+21 e D+30 ap06s o tratamento dos animais no DO com triclorfon via oral
(Neguvon® - Bayer Saude Animal —100mg/kg), seguido de tratamento via oral no D+3 com
a associacdo de monepantel (Zolvix® - Novartis Saide Animal — 2,5mg/kg) + closantel
(Closan® - Agener Unido — 5mg/kg) + fenbendazole (Panacur® - MSD Saude Animal -
5mg/kg). Os animais foram mantidos isolados em baias separadas, higienizadas diariamente
com detergente e hipoclorito de sodio a 1%, recebiam alimento em forma de silagem a base

de milho, 5kg/animal/dia e possuiam acesso ad libitum a agua.
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Os animais foram experimentalmente infectados, por via oral, com 500 L3/kg, sendo
apos 30 dias, realizadas coletadas de fezes diarias, diretamente da ampola retal, utilizadas
para o cultivo larval, seguindo o descrito por Roberts e O’Sullivan (1950). As L3s, extraidas
das coproculturas e utilizadas no teste, foram mantidas sob refrigeracéo a 10°C, por periodo
de sete dias, sendo a pureza dos isolados confirmada mediante identificacdo genérica, de

acordo com chave de identificacdo de Ueno e Gongales (1998).

2.2. Substancias

Todas as substancias utilizadas eram em grau analitico de pureza, sendo elas ABA
(abamectina, Merck Sharp & Dohme Saude Animal Ltda.), IVM (ivermectina, Merck Sharp
& Dohme Salde Animal Ltda.), EPR (eprinomectina, KONO CHEM Co., Ltd.), MOX
(moxidectina, Zoetis Industria de Produtos Veterinarios Ltda.), DMSO (dimetilsulfoxido,

Neon Comercial Ltda.) e Tween 80 (polisorbato 80, Neon Comercial Ltda.) .

2.3. Teste de inibicdo da migracao larval (TIML)

Previamente ao teste, foi realizada a selecdo das L3 vidveis com capacidade de
migracdo, utilizando o método de Baermann-Moraes, com tela de nylon de 25 um de
abertura, por periodo de 12 horas. Apos a selecdo, apenas as L3s viaveis foram utilizadas no
teste de inibicdo da migracdo larval (TIML), adaptada por Demeler et al. (2010), com
modificacBes. Nos pocos foram adicionados 1690 pl de solucdo fisiologica misturada com
Tween 80 a 1%, 90 pl de droga diluida em DMSO e 20 pl de suspenséo larval, contendo de
90 a 100 L3, em solucdo fisiologica, perfazendo o volume final 1800 ul. As placas foram
incubadas a 27°C, em estufa BOD por 24 horas.

Todos os testes foram realizados com ambos os isolados de H. contortus, de modo
pareado e em triplicata, em conjunto ao controle negativo (DMSO - 0,5% + Tween 80 - 1%)
e positivo (L3 aquecidas a 60°C durante 10 minutos), utilizando placas de cultivo celular
com 24 pocos.

Para a preparacao das solucdes estoque, os principios ativos foram pesados e diluidos
em DMSO 100%, até a concentracéo de 102 molar (M), sendo posteriormente congelados a
-5°C, utilizadas ematé 30 dias apds o preparo. A partir da diluicdo da solucdo estoque, foram
obtidas, de forma seriada, dez diferentes concentragdes (10 5x10°; 10-5; 5x106; 10%; 5x10-

-107; 5x10%; 10® e 5x10°M) nos pogos, com concentracéo final de DMSO a 0,5%.

2.4. Delineamento e avaliacdo das associacdes
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Para a avaliacdo das associacOes pelo TIML foram utilizadas as concentragdes
efetivas sobre 50% da populacdo (CE50), de cada molécula, estimadas no primeiro teste in
vitro (Tabela 1). As proporgdes de drogas nas associagOes foram planejadas utilizando
modelo cubico especial e quadratico de experimento de mistura simplex-centroid da

ferramenta de planejamento de mistura do programa Minitab® 18 (Quadro 1).

Quadro 1. Delineamento das associacdes pelo modelo cubico especial e quadratico de experimento de
mistura simplex-centroid. Quantidade de abamectina (ABA), eprinomectina (EPR), ivermectina (IVM) e
moxidectina (MOX) na mistura, de acordo com a CE50 de cada molécula, expressas em porcentagem.

Principios ativos ABA VM MOX
100%
N&o associados 100%
100%
50%
50% 50%
50% 50%
50%
50%
50% 50%
33% 33%
Associados 33% 33%
33% 33% 33%
33% 33%
25% 25% 25%
62,5% 12,5% 12,5%
12,5% 12,5% 12,5%
12,5% 62,5% 12,5%
12,5% 12,5% 62,5%

2.5. Estatistica

2.5.1. ConcentracOes efetivas 50%

Curvas dose-resposta foram construidas, para cada principio ativo, atraves de uma
regressdo ndo-linear de declive varidvel, seguindo a transformagdo logaritmica das
concentragfes (X = logX) e normalizacdo da resposta, expressa em porcentagem pela
seguinte formula: % de inibicdo da migracdo larval = n° de larvas ndo-migrantes / n° de
larvas ndo-migrantes + n° de larvas migrantes * 100. As CE 50 foram calculadas através da
seguinte equacao: Y =100 / (1+10 ™ ((LogCES50 - X) * Hill Slope)), no qual Y = Bottom +
(Top — Bottom) / (1 + 10 ~ ((Log EC50 — X) * HillSlope)), na qual X = log da concentracéo,
Y = larvas ndo migrantes (%), Bottom = percentual minimo de inibi¢do, Top = percentual

maximo de inibicdo, e HillSlope = inclinagdo da curva dose-resposta.
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Foi calculado o coeficiente de determinacdo (R?) de cada teste, para a avaliagdo da
qualidade de ajuste do modelo. Apds a obtencdo da CE50 de cada molécula, contra cada
isolado, foi calculado o fator de resisténcia de acordo com a seguinte formula: fator de
resisténcia = CE50 isolado resistente / CE50 isolado sensivel. A significancia das CE50 e
dos HillSlopes entre drogas e isolados foram avaliado pela auséncia de sobreposicdo de
intervalos de confianca (IC).

O célculo das CE50 e a construcdo gréfica das curvas dose-resposta foramrealizadas

utilizando o programa estatistico GraphPad Prism® 8.

2.5.2. Associacoes

O delineamento das associagfes foi construido utilizando o planejamento simplex-
centroid para os modelos matematicos cubico especial e quadratico (Cornell, 2002). Foram
utilizados 19 pontos experimentais (Quadrol), reproduzidos em duplicata, sendo a soma dos
componentes de cada ponto igual a 100%, de acordo com a CE50 das moléculas. A inibicdo
da migracdo larval, em porcentagem, foi utilizada como variavel dependente na analise e
simulacdo das respostas. Ap6s a analise de regressdo, os modelos cubico especial e
quadratico foram utilizados para simular as respostas dos componentes da mistura e
determinar a proporcéo tedrica 6tima da EC50 das moléculas.

O efeito das associagdes no TIML, comparado ao das drogas ndo associadas foi
avaliado pela analise de variancia dos coeficientes de regressdo de resposta ajustados (Coef)
das medias de inibicdo da migracdo larval das réplicas, com nivel de significancia menor
que 0,05. Coefs positivos com p<0,05 demonstram efeito sinérgico entre 0s componentes
das associag0es, enquanto que Coefs negativos com p<0,05 demonstram efeito antagonico.

O software Minitab® 18 (Minitab Inc., State College, PA, EUA) foi usado para
definir o delineamento experimental, realizar a analise estatistica e construir os graficos de

contorno ternarios de mistura e tracos de resposta COX.

3. Resultados

3.1. ConcentracOes efetivas 50

Na anélise dos IC das CEs50 (Tabela 1) de cada molécula, contra os isolados sensivel
e resistente, foram observadas sobreposi¢des dos IC da CE50, em ambos os isolados, entre
as drogas significativamente mais potentes, ABA e MOX, assim como entre as menos

potentes, EPR e VM. Na comparacdo entre isolados, houve sobreposicao de IC apenas para
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ABA. Portanto, na comparacgdo das CEs50, entre isolados, EPR, IVM e MOX demonstram
CES50 significativamente menores contra o isolado sensivel. Os fatores de resisténcia,
calculados a partir das CE50, apresentado pelo isolado resistente, comparado ao sensivel,
para ABA, MOX, IVM e EPR, foram respectivamente: 1,48; 1,61; 4,43 e 5,33.

Tabela 1. Concentragdo efetiva sobre 50% da populagdo (CE50), inclinagdo da curva dose-resposta
(HillSlope), coeficiente de determinacdo (R2) e intervalos de confianca (IC) de abamectina (ABA), e
moxidectina (MOX), ivermectina (IVM) e eprinomectina (EPR), contra isolado sensivel e resistente.

o Sensivel Resistente
variaveis TaABA MOX IVM EPR ABA MOX IVM EPR
EC50 3,98x10° 4,07x105 8,84x105 9,98x105  590x10° 6,56x10° 3,92x10%4 5,32x10-4
2,82x105 3,39x105 6,97x105 6,80x105  3,94x105 4,89x105 2,12x10% 2,25x10
IC ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
5,72x105 4,87x105 1,31x104 1,95x10“4  1,01x10* 9,35x10 1,17x10% 2,71x10-3
HillSlope  0,9384 1,205 1,12 0,7224 07124 1121 06372 0,4915
06434 09661  0,6863 04681 04977 07496 04303 03213
IC ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
1,369 1,521 2,105 1,164 1,010 1,722 09410 0,7489
R? 08315 09362  0,8015  0,7796 0,8023 0,7960 0,8002 0,7211

Na inclinagéo das curvas dose-resposta (HillSlope), auséncia de sobreposicao de IC
foi verificada apenas entre MOX e EPR no isolado sensivel (Tabelal). Nas curvas dose-
resposta (Figura 3) ABA e MOX, em ambos os isolados, demonstraram maior deslocamento
a esquerda (maior capacidade de inibicdo sob as mesmas concentracdes) comparadas a IVM
e EPR.

Sensivel Resistente
100 100 100 100
< ABA & b5 ABA
ol = EPR 1 (%« EPR
80 F80 a4 VM 804 F80 & VM
5 701 L70  + MOX 5 70 L70 < MOX
< 604 H60 < 601 4 6o
8. 501 5 50 ‘S, 501 4 F50
2 401 Y 40 2 40 ; +40
= 304 ps L30 301 S ¥ I
201 ; %",/ 20 201 L7 l;$ 20
101 :k 4 L10 104 2% 10
5y §i Ljasz o HEL & SR
: 3 -85 80 -75 -7.0 65 -60 55 50 45 4.0 -35

85 -8.0 -7.5 -7.0 -65 6.0 5.5 5.0 -4.5 4.0 -3.5

[1M(log)

[1M(log)

Figura 3. Curvas dose-resposta de inibicdo da migracéo larval de abamectina (ABA), eprinomectina (EPR),
ivermectina (IVM) e moxidectina (MOX), contra o isolado sensivel e resistente.

3.2. Associacdes

De acorco com os graficos ternarios de contorno de mistura (Figura 4), a area que
engloba maior inibicdo da migracdo larval relativa contra o isolado sensivel, no contorno
ABA-EPR-IVM, apresenta pequeno deslocamento em direcdo a maiores proporgdes de
ABA e IVM. No contorno ABA-EPR-MOX a &rea de maior inibicdo estd deslocada em
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direcdo a maiores proporcoes de EPR e MOX. No contorno ABA-IVM-MOX, a area com
maior inibicdo esta restrita a elevadas propor¢des de ABA e IVM. No contorno EPR-IVM-
MOX é observado maior deslocamento da area de maior inibicdo em direcdo a maiores
proporgdes de EPR e MOX.

Para o isolado resistente, a &rea com maior inibi¢cdo no contorno ABA-EPR-1VM esta
deslocada em direcdo a maiores propor¢des de IVM. No contorno ABA-EPR-MOX a érea
de maior inibicdo est4 deslocada em direcdo a maiores proporc¢des de EPR. Para o contorno
ABA-IVM-MOX, a area de maior inibicdo se encontra deslocada em direcdo a maiores
proporcdes de IVM. No contorno EPR-IVM-MOX, a area de maior inibicdo encontra-se
restrita aos eixos IVM-MOX e EPR-MOX, com delocamento em direcdo a maiores
propor¢Oes de IVM e EPR. Em ambos os isolados menor inibicdo é observada em areas com

maior propor¢do de MOX.

Sensivel
ABA ABA
1 1 Inibigéo relativa (%)
m <30
0 0 0 0 gm30-34
m 34 - 38
i 0 1 1 o 1 H ig B ﬁ
EPR IVM EPR MOX 46 — 50
ABA EPR 50 — 54
1 1 54 - 58
m 58 - 62
M 62 - 66
0 0 0 0 O 66 — 70
) > 70
1 0 1 1 0 1
VM MOX IVM MOX
Resistente
ABA ABA

Inibigao relativa (%)

O < 50,0
W 50,0 - 52,5
W 525 - 55,0
B 55,0 - 57,5

57,5 - 60,0
EPR IVM EPR X 60,0 — 62,5
ABA EPR 62,5 - 65,0
65,0 - 67,5
I 67,5 - 70,0
| 70,0 - 72,5
- 72,5 - 75,0
> 75,0
MOX IVM

Figura 4. Graficos ternarios de contorno de misturas otimizado do delineamento experimental das quatro
lactonas macrociclicas. Areas de inibico, variando entre a menor (vermelho escuro) e amaior (verde escuro)
porcentagem de inibicdo relativa, expressas em porcentagem, de acordo com a propor¢do de abamectina
(ABA), eprinomectina (EPR), ivermectina (IVM) e moxidectina (MOX), contrao isolado sensivel e resistente.
Pontos pretos indicam pontos experimentais observaveis: ponto central — todas as drogas do contorno,
associadas em igual propor¢ao,1 — droganéo associada, 0 — auséncia da droga do vértice oposto naassociagao.
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Na analise de variancia das associa¢cdes do modelo cubico especial (Tabela 2), a
associacdo EPR+MOX, contra o isolado sensivel, e EPR+MOX e IVM+MOX, contra o
isolado resistente, demonstraram efeito sinérgico significativo (p<0,05). A associacao
EPR+IVM+MOX demonstrou efeito antagbnico significativo (p<0,05). No modelo
quadratico (Tabela 2) o efeito sinérgico significativo da associacdo EPR+MOX se manteve
em ambos os isolados, havendo também efeito sinérgico significativo da associagdo
ABA+IVM, contra o isolado resistente. As demais associacfes avaliadas, em ambos 0s

modelos, ndo demonstraram efeitos significativos (p>0,05).

Tabela 2. Analise de variancia dos termos do modelo cubico especial e quadratico de experimento de mistura
simplex-centroid. AssociacOes de abamectina (ABA), eprinomectina (EPR), ivermectina (IVM) e
moxidectina (MOX), contrao isolado sensivel e resistente. Coeficientes de regressdo de respostaajustado
(Coef.), erro padrdo (EP), razdo entre o Coef e EP (T ) fator de inflacdo da variancia (VIF), desvio padrdo
(DP) e coeficiente de determinagdo (R?).

Sensivel Resistente
Modelo Termos VIF
Coef. EP T Valor-p Coef. EP T Valor-p
ABA 50,01 785 - - 5418 431 - - 245
EPR 485 7,85 - - 59,82 431 - - 245
IVM 4756 7,85 - - 7017 431 - - 245
MOX 286 7,85 - - 5254 431 - - 2,45
ABA+EPR 159 395 040 0,692 36 21,7 017 0,869 2,49
E ABA+IVM 472 395 120 0,244 244 217 112 0,273 2,49
8 ABA+MOX 349 395 088 0,386 -14.1 21,7 -0,65 0,523 2,49
% EPR+IVM 14 395 035 0,727 -93 21,7 -043 0,671 2,49
g EPR+MOX 96,3* 395 244 0,023 58,7 21,7 271 0,013 2,49
E IVM+MOX -31 395 -0,08 0,939 457 217 211 0,046 2,49
S ABA+EPR+IVM 421 277 1,52 0,142 241 152 158 0,127 2,25
O ABA+EPR+MOX 412 277 149 0,150 -29 152 -0,19 0,848 2,25
ABA+IVM+MOX -400 277 -144 0,162 85 152 0,56 0,583 2,25
EPR+IVM+MOX 348 277 1,26 0,221 -319* 152 -210 0,047 2,25
ABA+EPR+IVM+MOX -3707 2688 -1,38 0,181 1746 1476 1,18 0,249 2,36
DP= R2= DP= R2=
11,3986 0,6291 6,26126 0,6747
ABA 49,7 835 - - 53,16 4,68 - - 2,41
EPR 465 835 - - 59,73 4,68 - - 2,41
IVM 474 835 - - 69,81 4,68 - - 2,41
o MOX 284 835 - - 5281 4,68 - - 2,41
8 ABA+EPR 499 36,6 1,36 0,183 19,9 20,5 097 0,340 1,86
\E ABA+IVM 381 366 1,04 0,307 46,7 205 2,28 0,031 1,86
-c% ABA+MOX 254 36,6 0,69 0,494 -6,1 20,5 -0,30 0,769 1,86
8; EPR+IVM 447 36,6 1,22 0,233 -84 20,5 -0,41 0,684 1,86
EPR+MOX 127* 366 346 0,002 452* 205 221 0036 186
IVM+MOX -16 366 -044 0,665 383 205 187 0072 186
DP= R2= DP= R2=
12,2350 04798 6,85216 0,5357

*Coeficiente de regressdo de resposta ajustado da associagdo, estatisticamente significativo (p<0,05) pela analise de
variancia, comparado as drogas ndo associadas.
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922

923 De acordo com o grafico COX de desvio de proporc¢édo da CE50 de cada droga (Figura
924  5), para o isolado sensivel, tendo como referéncia a mistura das quatro drogas em igual
925  proporc¢ao (0,0 = 0,25:1), proporcdes de EPR entre 0,25:1 e 0,85:1 resultaram em inibi¢des
926  superiores a da mistura de referéncia, havendo pico de inibi¢do na proporg¢édo 0,55:1. Para
927  ABA, inibigdes superiores a da mistura de referéncia foram observadas em proporcGes
928 inferiores a 0,25:1 e entre 0,25:1 e 0,85:1. Para IVM e MOX, aumento de inibi¢do foi
929  observado de acordo com a reducédo de proporcao da CE50 na mistura.

930 No isolado resistente, foi verificado aumento de inibicdo, em proporcdes superior a
931  da mistura de referéncia, apenas para IVM, entre as proporgdes 0,25:1 e 0,60:1. Para ABA
932 e IVM, tanto o0 aumento, quanto a reducdo da proporgdo na mistura resultaram em redugéo
933  de inibicdo, comparado a mistura de referéncia. Para MOX, a reducdo da propor¢do na

934  mistura resultou em aumento de inibigéo, atingindo pico na proporc¢éo de 0,1:1.
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937 Figura 5. Graficos de traco de resposta COX. Inibigdo da migracdo larval relativa (%), de acordo com a
938  proporc¢ao de abamectina (ABA), eprinomectina (EPR), ivermectina (IVM) e moxidectina (MOX) namistura,
939  contrao isolado sensivel e resistente. Linhasélida (0,0): misturade referéncia (0,25 da CE50 de cada droga).
940
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De acordo com os graficos ternarios de contorno de misturas otimizado (Figura 4) e
os graficos de traco resposta COX (Figura 5), para o isolado sensivel, a associacdo
EPR+MOX apresentou proporcao 6tima teorica de 0,85:1 da CE50 de EPR +0,15:1 da CE50
de MOX. No isolado resistente a proporcéo 6tima tedrica de ABA+IVM foi de 0,25:1 da
CE50 de ABA + 0,75:1 da CE50 de IVM da CE50, para a associacdo EPR+MOX, a
proporc¢ao otima tedrica foi de 0,6:1 da CE50 de EPR + 0,4:1 da CE50 de MOX, enquanto
que para IVM+MOX, a proporc¢do 6tima teorica foi de 0,65:1 da CE50 de IVM + 0,35:1 da
CE50 de MOX.

4. Discussao

De acordo com Cornell (2002), determinar o tipo de efeito (aditivo, antagbnico e
sinérgico) de uma mistura é algo complexo, considerando o nimero de componentes, a
proporcdo e demais fatores que influenciam a resposta da mistura. A aplicacdo do modelo
cubico especial e quadratico simplex-centroid, permite realizar a triagem do efeito de um
grande ndmero de componentes em diferentes associa¢fes de forma simultanea,
possibilitando facilitar e acelerar o processo de identificagdo das combinagfes com maior
potencial. O modelo cubico de andlise ja foi utilizado para identificar efeito sinérgico e
determinar a relacdo Otima, entre componentes e propor¢fes de mistura de complexos
enzimaticos, utilizados na degradacdo de biomassa lignocelulosica, (Gao et al., 2010;
Laothanachareon et al., 2015). A racionaliza¢do do delineamento experimental atraves desse
método, € extremamente Util para aumentar a eficacia dos complexos enzimaticos, otimizar
seu uso e reduzir o custo de produgdo dos materiais (Gao et al., 2010; Laothanachareon et
al., 2015).

O modelo cubico especial permite avaliar a resposta de um maior namero
associacoes, incluindo misturas com mais de dois componentes, entretanto, 0 aumento do
nimero de comparacdes resulta no aumento do erro tipo |Il, consequéncia da
multicolinearidade entre as variaveis independentes, demonstrado pelo aumento de VIF,
como Visto nesse estudo, o que resulta em menor sensibilidade para identificar efeito
sinérgico significativo. A aplicacdo do modelo quadratico, subsequente ao modelo cubico,
possibilitou refinar a avaliacdo da resposta de associacdes com dois componentes, pela
reducdo da quantidade de comparacGes. O aumento de sensibilidade do método foi
demonstrado pela reducdo do VIF, resultando no aparecimento de efeito sinérgico da

associacdo ABA+IVM, contra o isolado resistente.
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Maior eficicia da associacdo de ABA+IVM, ja foi demonstrado contra isolados
mistos de NGIs de bovinos, utilizando formulacdo comercial (Borges et al., 2008), e
mediante a aplicacdo concomitante das moléculas suspensas em formulages separadas,
havendo nesse caso possivel efeito sinérgico (Ballent et al., 2019). No presente trabalho foi
possivel confirmar a possibilidade levantada por Ballent et al. (2019), sobre o efeito
sinérgico da associacdo de ABA+IVM, previamente observados in vivo, contra isolados
resistentes de NGlIs hé interacdo sinérgica significativa dessas moléculas.

O perfil de poténcia relativa das moléculas (ABA =~ MOX > IVM = EPR) contra 0s
isolados sensivel e resistente, obtido no TIML, estad proximo ao previamente observado por
Kotze etal. (2014), em teste de desenvolvimento larval. As diferentes poténcias relativas das
LMs sdo muito importantes para a relacdo sinérgica entre as moléculas, pois no presente
trabalho efeito sinérgico foi observado nas associagfes de moléculas mais potentes com as
menos potentes (ABA+IVM, MOX+EPR e MOX+IVM).

A P-gp apresenta elevada afinidade por EPR e IVM, possuem grande poténcia de
inibicdo de atividade desse transportador e também de inibicdo da atividade da ATPase,
sendo observado o oposto no caso da MOX (Lespine et al., 2007). Apartir dos resultados
obtidos no presente trabalho, é possivel afirmar que os efeitos sinérgicos observados sdo
resultado da atuacdo de LMs com maior afinidade pela P-gp (EPR e IVM), possibilitando
prolongar a atuacdo de moléculas com maior poténcia relativa e menor nivel de afinidade
(ABA e MOX), seja pelo bloqueio do sitio de ligacdo, pela reducdo de atividade ou pela
sobrecarga e exaustdo energética do parasito (Didier e Loor, 1996; Eneroth et al., 2001;
Lespine et al., 2007). Nesse caso, grande atencdo deve ser dada a EPR. Dentre as demais
LMs é a que mais se relaciona e coma P-gp e a primeira a apresentar reducdo de poténcia e
eficacia (Lespine etal., 2009; Kotze etal., 2014; David et al., 2016). Essa caracteristica pode
ser muito valiosa no controle da RA. Sendo que, mesmo no isolado sensivel foi verificado
sinergismo da associagdo EPR+MOX. Outro resultado que sustenta a atuacdo das
associacOes contra a P-gp é a auséncia de outros efeitos sinérgicos contra o isolado sensivel,
ndo havendo diferenca entre o uso das moléculas associadas ou ndo, a excessdo de
EPR+MOX. O isolado sensivel teve seu uso previamente estabelecido como uma espécie de
controle negativo, com a finalidade de demonstrar que o efeito sinérgico das associagdes,
contra o isolado resistente, depende principalmente dos mecanismos moleculares de
resisténcia.

A capacidade de LMs atuarem como moduladores e possibilitarem a reverséo da

resisténcia (Lespine et al., 2007), principalmente se associadas, € muito mais atrativo que o
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uso de substancias com potencial efeito modulador, devido a elevada segurancga clinica e
facilidade de utilizacdo das LMs (Burg et al., 1979; McKellar e Benchaoui, 1996; Prichard
etal., 2012). Substancia como o verapamil (Demeler et al., 2013), quercetina (Bartley et al.,
2009; Borges et al., 2020), elacridar, zosuquidar (Raza et al., 2015) e diversas outras
substancia ja demonstraram capacidade de modulacdo da P-gp in vitro, algumas tendo sido
associadas a diferentes AHs. No entanto, os resultados in vitro ndo se reproduzem in vivo,
devido a elevada toxicidade, elevada variabilidade da resposta clinica e distinta
farmacocinética entre droga e modulador (Shukla et al., 2008; Kathawala et al., 2015;
Borges, et al. 2020). Portanto, a associacdo de LMs com diferentes poténcias e nivel de
interacdo com a P-gp, possibilitam a producdo de formulacGes muito mais seguras, estaveis
e efetivas, comparado ao uso de outras substancias moduladoras de resisténcia, tendo em
vista os resultados positivos ja observado in vivo (Borges et al., 2007; Borges et al., 2008;
Ballent et al., 2019).

A razdo do efeito antagbnico da associacdo EPR+IVM+MOX, contra o isolado
resistente, ndo é clara, mas pode estar relacionado com a super expressdao de genes
relacionados a P-gp e também a proporcdo das moléculas na mistura. Caenorhabditis
elegans, nematoda de vida livre, normalmente utilizado como modelo de analise, possui 14
genes homélogos de P-gp, sendo encontrados 10 em H. contortus, dos quais, dois (pgp-16 e
pgp-17) sdo isolados apenas nele, estando a P-gp presente em todos os estagios de
desenvolvimento, de ovo a adulto (RIOU et al., 2005; LAING et al., 2011; LAING et al.,
2013). Esse grande nimero de genes podem ser expressos pelo parasito, em diferentes niveis
e tecidos, dependendo do tipo e quantidade de droga ao qual é exposto. Em C. elegans a
transcricdo de diversos genes MRP aumenta apos exposicdo a IVM e MOX, sendo que IVM
induz mudancas na amplitude e no tempo de expressdo em diferentes tecidos (Ardelli e
Prichard, 2008; Ardelli e Prichard, 2013; Ardelli, 2013). A importancia do tipo e quantidade
de LM, utilizada na associacdo é demonstrado pelos graficos ternarios de contorno de
mistura (Figura 4) e traco de resposta COX (Figura 5), havendo relagdo direta da inibicdo
relativa com a proporgéo das drogas na mistura.

O perfil de resposta das moléculas, quando em mistura, difere muito de acordo com
o nivel de resisténcia da populacdo avaliada (Figura 5). No perfil de inibicdo relativa das
moléculas, a associacdo de LMs foi mais efetiva contra a populacdo resistente,
principalmente com presenga de EPR ou IVM na mistura, isso, demonstra que a efetividade
das associacBes é dependente do nivel de resisténcia, estando esse efeito, provavelmente,

relacionado a acdo dessas moléculas sobre os mecanismos de resisténcia, sendo que, no caso
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do isolado sensivel, a possivel reduzida presenca e impacto desses mecanismos, resultou em
inibicGes relativas muito proximas entre moléculas associadas e ndo associadas, tendo como
excessdo a EPR, com perfil de inibi¢do superior quando associada. Por tanto, o uso de EPR
ou IVM nas mistura é determinante para a obervacdo de efeito sinérgico contra contra L3s
de H. contortus.

Os modelos utilizados podem predizer a propor¢édo tedrica 6tima das associagdes,
entretanto, o estabelecimento da proporcao 6tima real das moléculas, necessita de avaliacdo
mais refinada, commaior nimero de proporc¢des daquelas moléculas que apresentaramefeito
sinérgico. Além disso, testes in vivo também necessitam serem realizados, com a finalidade

de determinar a eficacia e a seguranca clinica dessas associacoes.

5. Conclusdes

O efeito sinérgico de EPR+MOX, contra o isolado sensivel, de ABA+IVM,
EPR+MOX e IVM+MOX, contra o isolado resistente, e o efeito antagbnico de
EPR+IVM+MOX, séo dependentes da associa¢do de drogas com diferentes poténcias e das
proporcdes utilizadas, sendo EPR e IVM as moléculas de maior impacto nesses efeitos.
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ANEXO 1. Resolucéo de aprovacao de projeto de mestrado

RESOLUGAO N° 48 DE 01 DE AGOSTO DE 2018.

O PRESIDENTE EM EXERCICIO DO COLEGIADO DE CURSO DOS
CURSOS DE MESTRADO E DOUTORADO EM CIENCIAS VETERINARIAS da

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Fundacdo Universidade Federal de Mato

Grosso do Sul, no uso de suas atribui¢des legais, resolve, ad referendum:

Aprovar os projetos dos mestrandos referentes a disciplina — Projetos -, a qual foi

ofertada no primeiro semestre de 2018, conforme constam na tabela abaixo.

Orientador

Aluno

Titulo do Projeto

Veronica Jorge Babo Terra

Carolina Pereira Marinho

Resisténcia antimicrobiana de Escherichia coli
isolada do trato urinario de caes

Fabricio de Oliveira
Frazilio

Carolynne Ferreira
Barbosa

Bloqueio ecoguiado do plano transverso abdominal
com levobupivacaina isolada, ou em associagao a
dexmedetomidina, em gatas submetidas a ovario-
histerectomia

Larissa Gabriela Avila

Daniela Lopes Rici

Problemas oclusionais associados ao risco de
alteracdes na articulacdo temporomandibular em
equinos diagnosticadas por imagens radiograficas e
ultrassonograficas

Eliane Vianna da Costa e
Silva

Marcos Vargas da Silveira

Precocidade sexual em fémeas nelore submetidas a
estimulos hormonais pré-estacao de monta

Fernando de Almeida
Borges

Matheus Takemi Muchon
Nakatani

Associagdo entre lactonas macrociclicas contra
Haemonchus contortus

Carlos Alberto do
Nascimento Ramos

Rodrigo Leite Soares

Pesquisa molecular de filarideos caninos e seus
hospedeiros artrépodes em Campo Grande, MS,
Brasil.

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - FAMEZ
Avenida Senador Filinto Muller n° 2443 - Cidade Universitaria - Caixa Postal 549 - 3345-3645
79070-900 Campo Grande-MS / hitps://www.ufms.br email: civet.famez@ufms.br

BRENO FERNANDES BARRETO SAMPAIO.
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1208 ANEXO 2. Certificado da comissao de ética no uso de animais

30/03/2020

SEIUFMS - 0848404 - Certificado

Servigo Publico Federal
Ministério da Educacao

Fundagdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

CERTIFICADO

J

g

Certificamos que a proposta intitulada “Associagdo entre lactonas
macrociclicas contra Haemonchus contortus”, registrada com o n° 983/2018, sob a
responsabilidade de Fernando de Almeida Borges - que envolve a utilizagio de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa
cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovada
pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL/UFMS, na 9% reunido ordinaria do dia

25/10/2018.

FINALIDADE

( ) Ensino ( x) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacéo

1°/11/2018 a 30/05/2019

Espécie/Linhagem/Raga  |Ovis aries / SRD

IN°® de animais 4

Peso/Idade 15 kg / 4 meses

Sexo Fémeas

Origem Fazenda Escola FAMEZ/UFMS

file/l/C:/Users/mathe/Downloads/Certificado_0848404.html
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30/03/2020

SEI/UFMS - 0848404 - Certificado

Joice Stein

Coordenadora da CEUA/UFMS

Campo Grande, 29 de outubro de 2018.

Documento assinado eletronicamente por Joice Stein,

T Professor do Magisterio Superior, em 01/11/2018, as 07:43,

;ane,(!,’, '3} | conforme horario oficial de Mato Grosso do Sul, com

e fundamento no art. 62, § 19, do Decreto n? 8.539, de 8 de
outubro de 2015.

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site

; E~!h_'ctps:[(sei.ufms.br[sei[controlador externo.php?

53 acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0,
informando o codigo verificador 0848404 e o codigo CRC
DC75956E.

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
Av Costa e Silva, s/n° - Cidade Universitaria
Fone:

CEP 79070-900 - Campo Grande - MS

Referéncia: Processo n?

o
23104.036532/2018-50 SEl n® 0848404

file/l/C:/Users/mathe/D ownloads/Certificado_0848404.html
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