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RESUMO

CARACTERIZACAO DA RESISTENCIA A ANTI-HELMINTICOS E ANALISE
MOLECULAR DE POPULACOES DE Haemonchus contortus FRENTE AOS
BENZIMIDAZOIS NO MUNICIiPIO DE MOSSORO — RN. BEZERRA, Ana Carla
Diogenes Suassuna Bezerra. Caracterizacdo da resisténcia a anti-helminticos e andlise
molecular de populagdes de Haemonchus Contortus frente aos benzimidazois no
municipio de Mossor6 — RN. 2014. 84f Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) Programa
de Pos-Graduagio em Ciéncia Animal, Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA), Mossor6-RN, Brasil, 2014.

RESUMO: O aumento na resisténcia anti-helmintica em nematoides gastrintestinais de
pequenos ruminantes tornou-se um problema global para o desenvolvimento da pecuaria.
Nesse contexto, a fim de avaliar o cenario da resisténcia na regido do Rio Grande do
Norte foram realizados em 30 propriedades rurais testes de resisténcia in vivo € in vitro
utilizando produtos quimicos dos grupos das avermectina, salicilanilidas, benzimidazodis e
imidatiazois. Para o teste in vivo utilizou-se o grupo I controle quatro grupos
experimentais, sendo grupo II albendazol (10 mg/kg), grupo III levamisol (7,5 mg/kg),
grupo IV closantel (5,0 mg/kg) e grupo V ivermectina (0,2 mg/kg). A infec¢do por
nematoides foi determinada utilizando ensaios de ovos por grama de fezes (OPG) e a
eficiéncia de cada tratamento pelo teste de reducdo da contagem de ovos nas fezes
(FECRT). Para os teste in vitro, foi utilizando tiabendazol, com concentracdes necessaria
para inibir 50% de eclosdo dos ovos (ECsp) e ensaios com inibi¢do de 50% do
desenvolvimento larval, porém com a ivermectina foram realizados ensaios de inibi¢ado
de 50% do desenvolvimento e migracao larval (DLsg). Para andlise molecular foram
isolados Haemonchus contortus em cada propriedade avaliada para célculo da frequéncia
de alelos resistentes e sensiveis para os polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs):
F200Y, F167Y e E198A. Os resultados obtidos com os testes in vivo € in vitro mostraram
que a resisténcia foi detectado em todas as drogas testadas, com o levamisol e closantel
apresentando-se como os tratamentos mais eficientes, com resultados FECRT de 84,3% e
74,6%, respectivamente. Nas analises in vitro o resultado do tiabendazol no teste de
eclosdo foi ECsy 0,598 pg/ml (IC95%: 0,323-0,818), enquanto que no desenvolvimento
larval uma DLsy € DLgg de 0,518 pug/ml (IC95%: 0,432-0,887) e 4,359 pg/ml (IC95%:
3,047-8,178), respectivamente. Para ivermectina no teste de desenvolvimento larval foi
observado DLsy 0,637 ug/ml (C195%: 0,382 — 0,903 pg/ml) e DLgg 19,56 pg/ml (C195%:
11,44 — 46,55 pg/ml), enquanto que no de migragdo o valor da DLsy foi 16,337 uM
(CI95%: 12,7-21,3 uM). Na analise molecular observou-se uma frequéncia maior do
alelo resistente para o SNP F200Y apresentando porcentagens mais altas com valores de
85,81% e 73,11%, enquanto que o F167Y apresentou valores menores de alelos
resistentes variando entre 43,73% e 2,93%. No SNP E198A foram detectados alelos
apenas sensiveis. Avaliando o cendrio da resisténcia anti-helmintica na regido, percebe-se
que esta estabelecida para as principais drogas existentes no mercado.

Palavras chave: Pequenos ruminantes, parasitos gastrintestinais, polimorfismo



ABSTRACT

ANTHELMINTIC RESISTANCE CHARACTERIZATION AND MOLECULAR
ANALYSIS OF Haemonchus contortus POPULATIONS UPON
BENZIMIDAZOLES IN THE CITY OF MOSSORO - RN. Bezerra, Ana Carla
Diogenes Suassuna Bezerra. Anthelmintic resistance characterization and molecular
analysis of Haemonchus contortus populations upon benzimidazoles in the city of
Mossoro — RN. 2014. 84f Thesis (Ph.D. in Animal Science) Programa de P6s-Graduagao
em Ciéncia Animal, Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossoro-
RN, Brazil, in 2014.

ABSTRACT: The increase in anthelmintic resistance in gastrointestinal nematodes on
small ruminants became a worldwide issue on the development of livestock. In order to
assess the resistance scenario in that context in the Rio Grande do Norte region, in vivo
and in vitro resistance tests were carried out in 30 rural properties using chemicals in the
avermectin, salicylanides, benzimidazoles and imidatiazols groups. For the in vivo test,
group | was used as control and four other experimental groups received oral medication,
being group II given albendazole (10 mg/kg), group III levamisole (7.5 mg/kg), group IV
closantel (5.0 mg/kg) and group V ivermectin (0.2 mg/kg). The nematode infection was
determined using fecal egg count (FEC) essays and the efficiency of each treatment was
analyzed by the fecal egg count reduction test (FECRT). For the in vivo e in vitro tests,
using tiabendazole, the necessary concentration to inhibit 50% of egg hatching (ECso) and
assays with a 50% inhibition of larval development (LDsy) were assessed, however 50%
of larval development and migration inhibition assays (LDsy) essays were carried out
using ivermectin. For the molecular analysis Haemonchus contortus/property were
isolated for the calculation of the frequency of resistant and sensitive alleles for single
nucleotide polymorphisms (SNPs): F220Y, F167Y and E198A. The results obtained from
in vivo tests showed that resistance was detected for all of the drugs, with leavamisole
and closantel appearing as the most effective treatments with FECRT results of 84.3%
and 74.6%, respectively. In the in vitro assays, tiabendazole had a result in the hatching
test of ECso 0.598 pg/ml (95% IC: 0.323-0.818), while exhibiting in the larval
development test a LDso and LDgg 0.518 pg/ml (95% IC: 0.432-0,887) and 4.359 pg/ml
(95% IC: 3.047-8.178), respectively. For ivermectin in the larval development test, DLsg
0.637 png/ml (95% IC: 0.382 — 0.903 pg/ml) e DLog 19.56 pg/ml (95% IC: 11.44 — 46.55
pug/ml) was observed, while in the migration essay the LDsy value was 16.337 uM (95%
IC: 12.7-21.3 uM). In the molecular analysis a higher frequency of the resistant allele for
SNP F200Y was observed, presenting higher percentage values of 85.81% and 73.11%,
while the F167Y resistant alleles had lower values ranging from 2.93% to 43.73%. In the
E198A SNP, only sensitive alleles were detected. Assessing the scenario of anthelmintic
resistance in the region, one notices that it’s established for the main existing drugs on the
market.

Keywords: Small ruminants, gastrointestinal parasites, polymorphism.
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1 INTRODUCAO

A caprinocultura ¢ uma atividade em expansdo em todo o Brasil, em especial na
regido Nordeste, possuindo importancia socioeconomica entre os pequenos produtores,
melhorando sua renda, por meio da producdo de carne, leite e da venda de couro
(ALMEIDA et al., 2010).

Na regido semiarida do Rio Grande do Norte (RN), o desenvolvimento da criagao
caprina ¢ bastante evidente, porém o parasitismo por nematdides tem sido um dos
principais problemas sanitarios (COELHO, 2009), em razdo, das graves lesdes causadas
nos animais infectados, levando a percas significativas para o produtor (MOLENTO et
al., 2011).

O comércio e uso de drogas anti-helminticas com amplo espectro de atividade tem
sido uma ferramenta sélida ha quase 40 anos para o controle dos nematoides
gastrintestinais. Mas, se por um lado a utilizagdo dos anti-helminticos tornou-se
indispensavel propiciando aumento na produtividade dos rebanhos, por outro seu uso
continuo teve como consequéncia a selecdo de populagdes de helmintos resistentes
(AMARANTE, 2009).

A detecgdo precoce da resisténcia anti-helmintica (RA) ¢ um fator importante para o
controle quimico sustentavel, embora na maioria dos paises latino-americanos,
insuficientes programas preventivos tem sido implementados para impedir a deteccdo e
expansao dessa resisténcia (MOLENTO et al., 2011), que atualmente ocorre em todas as
classes de drogas utilizadas no controle de nematoides gastrintestinais de pequenos
ruminantes (DEMELER et al., 2014).

Dentre os endoparasitos resistentes, podemos destacar Haemonchus contortus, cuja
totalidade de 50 fémeas sobreviventes a determinado tratamento, podem eliminar meio
milhdo de ovos por dia, aptos a tolerar o composto, devido a transmissividade genética
da resisténcia (MOLENTO, 2009). Além disso, ¢ considerado de grande prevaléncia em
varias regioes, incluindo no Rio Grande do Norte, onde foi destacado por Coelho e
colaboradores (2010) como helminto encontrado com maior frequéncia.

RA em caprinos tem sido registrada em varias regides ao redor do mundo (TERRIL
et al., 2001; DEMELER et al, 2010; MARTINEZ-VALLADARES et al., 2013;
DEMELER et al.,, 2014), inclusive no Brasil em pequenos ruminantes (VIEIRA;
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CAVALCANTE, 1999; MELO et al, 2003; ALMEIDA et al., 2010; COELHO et al.,
2010; MOLENTO et al., 2011; VERISSIMO et al., 2012; SANTOS et al., 2014).

Viarios testes podem dectar a RA em pequenos ruminantes, com destaque para os
testes in vivo de redu¢ao do niimero de ovos nas fezes e in vitro como: eclosao de ovos,
desenvolvimento e migragdo larval (ROTHWELL; SANGSTER, 1993), além do
diagnostico molecular, com destaque para reagdo em cadeia da polimerase — PCR, com
potencial para identificagdo das espécies de parasitos resistentes (SANGSTER et al.,
2002).

Diante do exposto, fez-se necessario a caracterizagdo do nivel de resisténcia
parasitaria em unidades produtoras de caprinos, objetivando manter a eficacia dos
farmacos anti-helminticos, retardar o aparecimento da RA e possibilitar beneficios
diretos ao produtor do Rio Grande do Norte na escolha de anti-helminticos mais
eficazes. Como consequéncia uma reducao nos custos de produgdo através da utilizagao
racional desses medicamentos, melhoria nos indices produtivos dos rebanhos, alteragdes
nas praticas de manejo e consequente reducdo do nimero de obitos. Por fim, a analise
molecular do gene da beta tubulina de populagdes de H. contortus resistentes aos
benzimidazdis contribui para o avangco do conhecimento das mutacdes genéticas que

levam ao processo de resisténcia na regiao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar e caracterizar a presenca de resisténcia aos antihelminticos em unidades
produtivas de caprinos e investigar a presenga de polimorfismos responsaveis pela

resisténcia a benzimidaz6is em populagdes de H. contortus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Determinar o perfil das propriedades produtoras de caprinos no municipio de
Mossoro-RN quanto ao manejo;

* Identificar por meio de testes in vivo e in vitro populacdes de endoparasitos
gastrintestinais resistentes e sensiveis aos grupos quimicos das lactonas
macrociclicas, benzimidazois, imidatiazois e salicilanilidas em unidades
produtiva de caprinos;

* Isolar populagdes de H. contortus aos benzimidazdis;

* Investigar a presenca dos SNP F200Y; F167Y e E198A no gene codificante para
o isotipo 1 da pB-tubulina em populacdes de H. contortus resistentes a

benzimidazdis isolados em rebanhos caprinos do Rio Grande do Norte.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 CAPRINOCULTURA NO BRASIL

A caprinocultura ¢ uma atividade agroeconomica de grande importancia no
Brasil e que atualmente estd em franca expansio (SPRENGER, 2013), sendo a
producao de carne caprina em 2011 estimada em 42 mil toneladas, apresentando um
crescimento de 247% na ultima década (FAO, 2011).

O interesse por essa atividade vem aumentando significativamente devido a
facilidade de manuten¢do dos animais em rebanhos locais de pequeno e médio porte
(HAMMERSCHMIDT et al., 2012), voltando assim a atengdo por parte de governantes,
técnicos e produtores, e propiciando alteracdes em alguns setores como a intensificagao
de pesquisas com foco na exploragcdo racional de animais e beneficiamento de seus
produtos (ANDRE JUNIOR, 2013).

Neste contexto, devido a fatores ambientais e historicos, a caprinocultura se
sobressaiu como atividade econdmica no Nordeste do Brasil em relagdo as outras

regides (SOUZA et al., 2013).

3.2 CAPRINOCULTURA NO NORDESTE

A regido nordeste protagoniza em cenario nacional a maior concentragdo de
caprinos do Brasil, contendo cerca de 90,7% do rebanho nacional, o que equivale a
aproximadamente dez milhdes de cabecas (IBGE, 2012). Como fatores predisponentes
estdo a adaptacao desses pequenos ruminantes ao clima semiarido, baixa necessidade de
capital inicial, capacidade de acumulo de renda em pequena escala e a oferta de
produtos em novos mercados.

Essa atividade agropecuaria se caracteriza por apresentar um sistema de criagao
extensivo ou sistema tradicional, com rebanho compostos por animais sem padrao racial
definido ou por ragas nativas (SANTOS, 2001). No entanto, quando se observa o
panorama da caprinocultura no cenario nacional, verifica-se alta demanda por
conhecimentos e tecnologia que contribuam para a eficiéncia dessa atividade na regiao

(ANUALPEC, 2006).
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Assim, as doengas parasitarias, ocasionadas por nematoides gastrintestinais, figuram
entre as maiores preocupacoes dos produtores, técnicos do setor e industria farmacéutica

(DEMELER et al., 2014).

3.3 ENDOPARASITOS GASTRINTESTINAIS EM CAPRINOS

Os principais nematoides gastrintestinais observados sdo dos géneros
Haemonchus sp, Trichostrongylus sp, Strongyloides sp, Cooperia sp, Bunostomum sp,
Trichuris sp, Skrjabinema sp e Oesophagostomun sp (VIEIRA; CAVALCANTE,
1999). Desses géneros os de maior importancia econdmica sdao Haemonchus sp,
Trichostrongylus sp, Oesophagostomun sp e Strongyloides sp (BRITO et al., 1996),
com destaque para Haemonchus sp visto que, além da sua alta prevaléncia no Brasil
apresenta grande patogenicidade (VERISSIMO et al., 2012).

A maioria dos endoparasitos estd no abomaso, intestino delgado e intestino
grosso. Possuindo um ciclo de vida simples, direto, rapido e dura cerca de 21 dias.
Assim, no interior do trato digestivo adaptam os endoparasitos adultos que produzem
milhares de ovos os quais sdo lancados no meio ambiente por meio das fezes
(URQUHART et al., 1998).

Apos eclosdo, as larvas infectantes (L3) desenvolvem-se de acordo com as
condi¢des ambientais, ficando disponiveis na pastagem. Os animais ao se alimentarem,
ingerem essas larvas infectantes que desencapsulam no rumen, sofrem duas mudas e
penetram na mucosa do tubo digestivo, onde se desenvolverdo dando continuidade ao
ciclo. A presenca do parasito na mucosa causa irritacao e inflamagao pela migragao das
larvas, permitindo em algumas espécies o hematofagismo.

Os adultos, movem-se livremente na superficie da mucosa, fazendo com que os
animais ndo consigam absorver corretamente os nutrientes dos alimentos ingeridos,
consequuentemente ndo convertem em peso ou leite o que consomem (ATHAYDE et

al., 2005; McMANUS et al., 2010).

3.3.1 Trichostrongylus e Oesophagostomum

A espécie Trichostrongylus colubriformis, que parasita o intestino delgado e esta

presente em praticamente todas as criacdes de pequenos ruminantes. Estes helmintos
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lesam a mucosa intestinal, provocando exsudacdo local de proteinas séricas. Dessa
forma, em infecgdes macicas, os animais podem apresentar anorexia, diarréia e edema
submandibular. J4 Oesophagostomum sao responsaveis por enterite, que em infecgoes
agudas, provoca grave diarréia, constituindo o principal sinal clinico e rapida perda de
peso (URQUHART el al., 1990).

Porém, o parasito mais frequentes ¢ Haemonchus contortus, uma vez que,

ocasiona prejuizos bem sérios, principalmente por levar os hospedeiros a obito.

3.3.2 Haemonchus contortus

A importancia relativa das diferentes espécies de endoparasitos varia em fungao
de combinagdes de fatores como: intensidade da infecgdo, prevaléncia, patogenicidade
do parasito e resisténcia com base nesses fatores, pode-se afirmar que H. contortus ¢ a
principal espécie que parasita pequenos ruminantes no Brasil (RAMOS et al., 2004).

H. contortus possuem ciclo evolutivo direto, com os ovos eliminados nas fezes e
em condigdes favoraveis (18 a 26°C com 80 a 100% umidade relativa) se desenvolvem
no pasto em larva de terceiro estagio (L3) que € infectante em aproximadamente 5 dias
(FORTES, 2004). Por um lado, em condi¢des frias o desenvolvimento pode ser
retardado por semanas ou meses, sobrevivendo devido a manutencdo de um baixo

metabolismo.

3.3.2.1. Patogenicidade

O carater patogénico de H. contortus deve-se a sua acdo hematdfaga, em
decorréncia da sua lanceta bucal agir tanto sugando sangue como disseminando
substancias anticoagulantes que impedem a formagdo de fibrina no local de
alimentacdo, promovendo o surgimento de lesdes no abomaso (TAYLOR et al., 2007).
As lesdes provocadas na mucosa gastrica provocam quadros de inflamagdes diminui¢ao
do fluxo de &cido cloridrico e pepsinogénio, causando alteragdes no pH géstrico e
facilitando o desenvolvimento de bactérias anaerobicas.

Animais infectados por esse nematoide, na fase aguda da parasitose, apresentam

perda de peso, desidratagdo, diarreia, anemia e pelos arrepiados € sem brilho. Porém, em
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infeccdes mais intensas a anemia pode ser agravar, quando facilmente se nota as
mucosas (ocular, gengival e vulvar) extremamente palidas, podendo haver obitos nessa
fase, caracterizando uma hemoncose hiperaguda principalmente em animais jovens

(VIEIRA et al., 2009).

Fatores predisponentes podem auxiliar essas parasitoses com destaque para:
idade, sendo os jovens e senis mais sensiveis; estado nutricional inadequado, épocas de
maior extresse (como parto, lactagdo, desmame e nascimento), além de fatores do
animal como raga, manejo, superpopulacao e a introdugdo de animais portadores nos

rebanhos (ANDERSON, 1982).

3.4 CONTROLE PARASITARIO

3.4.1 Terapia Alternativa

Os estagios nao-parasitarios dos nematddeos gastrintestinais (ovos e larvas), no
meio ambiente, sofrem a influéncia de varios inimigos naturais, que sdo denominados
agentes antagonistas de nematodeos, tais como artropodes, fungos, bactérias, besouros
da ordem coledptera e virus (ARAUJO, 2009).

Com destaque para os fungos atuando na reducao das larvas infectantes na

pastagem (ARAUJO et al., 2007).

3.4.1.1 Fungos nematddeos

Esses fungos de nematddeos podem ser predadores, endoparasitas, oportunistas e
produtores de metabdlitos toxicos aos nematoides (MORGAN-JONES et al., 1988),
com os fungos nematofagos podendo ser isolados do solo, das fezes, do esterco e de
outros ambientes.

A utilizacao desses fungos no controle de verminose tem apresentado resultados
promissores, com a finalidade do controle bioldgico, reduzindo seu nimero em niveis
aceitaveis e manter um balanco entre o nematoides e o fungo (GRONVOLD et al.,

1996).
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3.4.1.2 Fitoterapicos

Muitos pesquisadores t€ém estudado o uso de 6leos essenciais € homeopatia, para
o controle dos parasitos (CHAGAS et al., 2008), além do controle biolégico com a
utilizacao de fungos nematofagos e de fitoterapia (KATIKI et al., 2011).

A fitoterapia no controle de verminoses € uma alternativa que podera reduzir o
uso de anti-helminticos, prolongando assim, a vida 1til dos produtos quimicos
disponiveis, onde muitas plantas sdo tradicionalmente conhecidas por suas atividades
anti-helminticas (VIEIRA, 2007).

Estudos das atividades biologicas das plantas usadas contra doencas nos animais
podem indicar caminhos promissores para o desenvolvimento de extratos que podem ser
usados de forma comercial (ELOFF et al., 2010), demonstrando uma excelente
aplicacdo biotecnolédgica do produto (OLIVEIRA-FILHO, 2013).

Virios trabalhos descrevem a promissora atuagdo destas plantas. Oliveira (2013)
comprovou que no teste in vitro, o tratamento com extratos aquosos de folhas de
Anacardium humile e Syzygium cumini foram capazes de reduzir o numero de ovos por
grama de fezes dos ovinos de maneira significativa. Enquanto que El-Sherbini (2013)
obteve, com extratos aquosos de frutos imaturos de Mangifera indica, alta eficacia para
a inibi¢ao do desenvolvimento larval de Strongyloides stercolaris.

Ademais, varias outras espécies também sdo citadas na literatura como, por
exemplo: Croton zehntneri e Digitaria insularis, 99% de eficacia contra H. contortus
(CAMURCA-VASCONCELOS, 2007, ALMEIDA et al., 2003), Spigelia anthelmia
com eficacia de 100% para trichostrongilideos e Oesophagostomum sp. (ADEMOLA et
al., 2007).

Os principios ativos encontrados nas plantas, responsaveis pelos efeitos
terapéuticos, podem ser divididos em grupamentos quimicos como os acidos organicos,
alcaloides, compostos fenolicos, taninos, cumarinas, flavonéides, antraquinonas, 6leos
essenciais e saponinas (FERRO, 2008), com destaque principalmente para os taninos
que no controle de nematoides tem apresentado resultados promissores (NERY et al.,
2009).

Outro grupamento bioquimico com potencial sdo as proteinas, como as lectinas;
metabolitos de plantas que podem conferir propriedades anti-helminticas contra

parasitos gastrintestinais, através da interrup¢do do desenvolvimento das larvas (dos
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parasitos) em todo o seu ciclo de vida, podendo entdo proporcionar um complemento
Gtil para as estratégias de controle (ALVAREZ et al., 2012).
Porém, apesar dos avancos na busca de estratégias de controle ndo quimico, o

tratamento antiparasitario ainda ¢ o mais utilizado.

3.4.2 Terapia Antihelmintica

A utilizagdo de farmacos de modo supressivo aliado as falhas de manejo
contribuem para o estabelecimento de parasitos resistentes aos produtos (ALMEIDA et
al, 2010), tornando os métodos tradicionais de controle ineficazes quando baseados
unicamente na utilizagdo de anti-helminticos (VIEIRA et al., 2010).

A eficacia das drogas diminui consideravelmente devido a sobrevivéncia de
parasitos resistentes ¢ ha a transferéncia dos seus genes a prole, fazendo com que
permanega a populagado resistente e se elimine os individuos susceptiveis (MOLENTO,
2005).

Este problema socio econdomico vem sendo descrito a muitos anos. O primeiro
relato de resisténcia envolveu o tiabendazol (DRUDGE et al., 1964), seguido de relatos
ao mesmo principio nos Estados Unidos (THEODORIDES et al., 1970) e Nova
Zelandia (KETTLE et al., 1983). No Brasil foi descrito pela primeira vez no Nordeste
por Vieira (1986) no estado do Ceara.

Posteriormente detectou-se resisténcia a ivermectina nos Estados Unidos
(HOWELL et al,. 2008) e em paises como a Noruega este problema visualizou-se na
forma de resisténcia multipla a ivermectina, albamectina e moxidectina (DOMKE et al.,
2012). Nesse contexto, a expansao da resisténcia vem sendo observada, provavelmente
em todos os paises produtores de caprinos (KAPLAN et al., 2012).

Considerando que as alternativas quimicas sdo escassas € que O esquema
estratégico, quando utilizado por muito tempo, ndo promove o controle e toda a
populagdo de parasitos tende a tornar-se resistente. E necessaria a continuidade de
pesquisas e a ado¢do de alternativas de forma integrada, que reduzam ou eliminem a
dependéncia por compostos quimicos, € sejam de baixo custo e menos prejudiciais a
saude humana e ao meio ambiente (VIEIRA et al., 2010).

Dentre os varios vermifugos ofertados, destacam-se os grupos das lactonas

macrociclicas, benzimidazois, imidatiazois e salicilanilidas.
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3.4.2.1 Lactonas Macrociclicas

As lactonas macrociclicas sao endectocidas bastante utilizados em caprinos, com
destaque para as avermectinas cldssicas como: abamectina, doramectina, eprinomectina
e ivermectina, derivadas da fermentacdo do actinomiceto Streptomyces avermitilis
(LANUSSE et al., 2009).

Ivermectina foi a primeira avermectina introduzida no mercado em meados da
década de 80, em animais de companhia. Trata-se de complexos organicos sintéticos,
apresentando atividade sob os estdgios adultos e em desenvolvimento de nematoides
gastrintestinais. Além disso, estes compostos causam efeitos inibidores no trato
reprodutivo das fémeas que poderia explicar a redugdo na postura de ovos (FELLOWES
et al., 2000).

Sua farmacodinamica baseia-se na interrupcdo da transmissdo sindptica
relacionada ao acido gama amino butirico (GABA), interacdo junto aos canais de
glutamato-cloro independentes de GABA, ampliando a permeabilidade celular dos
parasitos aos ions de cloro.

Uma vez administrado, a droga age diretamente na sinapse entre o0s
interneurdnios inibidores € os neurdnios motores excitatdrios sendo o local primario de
acdo. Este fenomeno diminui a resisténcia da membrana celular e provoca uma ligeira
hiperpolarizacdo do potencial de repouso das células pos-sinapticas, bloqueando a
transmissao dos estimulos neurais aos musculos resultando em paralisia flacida seguida
de morte ou expulsdo do parasito (ADAMS, 2003).

Um numero crescente de genes tem sido relacionado a resisténcia a ivermectina
em H. contortus (MOLENTO et al.,, 2011), dentre estes genes, pode-se citar uma
subunidade dos canais de cloreto ativados pelo glutamato, o canal de acido y-
aminobutirico (GABA), glicoproteinas P e um suposto aminoacido controlador da
subunidade HG1 de canais de anions (TAYLOR et al., 2002). Consequentemente, a
impressdo geral € que o mecanismo de resisténcia a ivermectina ¢ complexo, com alelos

em varios /oci que contribuem para a resisténcia (GILLEARD, 2006).

3.4.2.2 Benzimidazobis
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No caso dos benzimidazodis, o albendazol e oxfendazol sdo farmacos de baixa
toxicidade, que tem agdo contra helmintos, tendo como mecanismo principal uma
potente inibicao na formacao de microtubulos do parasita. Essa acdo antimicrotubular ¢
responsavel por seu efeito ovicida em helmintos e teratogénico, quando utilizado em
fémeas de ruminantes gestantes (LANUSSE et al., 2009).

Desde a introducdo do tiabendazol em 1961 foram desenvolvidos uma ampla
variedade de medicamentos como os tiazdlicos (tiabendazol e cambendazol);
metilcarbamatos (parbendazol, mebendazol, flubendazol, ciclobendazol, albendazol,
fenbendazol, oxfendazol, oxibendazol, luxabendazol e ricobendazol), halogenados
(triclambendazol) e pr6 - benzimidazdis (febantel, tiofanato e netobimin) (LANUSSE,
1996).

Sao antihelminticos que apresentam baixa toxicidade e atuam sobre uma grande
variedade de nematoides (KRIZOVA-FORSTOVA et al., 2011). Estudos de populagdes
de H. contortus resistente e sensivel aos benzimidazois indicaram a existéncia de
diferencas especificas no DNA gendmico destas populagdes, envolvendo mutagdes no
aminoacido F200Y sendo o primeiro a ser descrito (KWA et al., 1994), o segundo foi o
F167Y (SILVESTRE; CABARET, 2002) e o mesnos frequente E198A (GHISI et al.,
2007) do isotipo 1 do gene da B-tubulina, que estar relacionado ao mecanismo da
resisténcia anti-helmintica aos benzimidazéis (SAMSON-HIMMELSTJERNA et al.,
2005).

Desta forma, ocorre uma interrup¢do do equilibrio tubulina/microtubulo,
sabendo que estes microtubulos sdo organelas citoplasmaticas que participam de
importantes processos tais como a formagao do citoesqueleto celular, movimentacdo das
particulas celulares e formag¢ao do fuso mitotico durante a divisdo celular (MARTIN,
1997), temos que se deflagrard uma cascata de mudancas bioquimicas e fisiologicas que
podem ser diretas ou indiretas, resultando na perda do equilibrio celular, levando a
morte do nematoide (LACEY, 1988).

Outro mecanismo de a¢cdo dos benzimidazo6is no controle parasitario € a inibigao
da enzima fumarato redutase que atua no transporte de glicose, alterando os
mecanismos energéticos do parasito (LANUSSE, 1996). Ao longo dos anos, alteragdes
genéticas nos nematoides gastrintestinais vém sendo observadas, ocasionando um

processo grave de resisténcia parasitaria, inativando a atuagdo da droga.
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Contudo, existe evidéncia que a situagdo seja mais complexa e que outros /oci
possam estar envolvidos. Além disso, ainda ndo esta claro como os alelos para
resisténcia surgem, sdo selecionados e se espalham em populagdes de parasitos, e
também como os mecanismos de resisténcia diferem entre as diferentes espécies

parasitos ou entre diferentes estirpes nas mesmas espécies (GILLEARD, 2006).

3.4.2.3 Imidatiazois

Outro grupo utilizado sdo os imidatiazois, onde podemos salientar o levamisol,
apresentando rapida absorcdo e um amplo espectro nematocida, induzindo a contragdo
muscular e paralisia espastica dos nematoides susceptiveis (LANUSSE et al., 2009).

Nesse contexto, 0 mecanismo de agdo corresponde a agdo dos imidatiazois como
agonistas colinérgicos, e como tais, se ligam aos receptores colinérgicos estimulando
continuamente estes receptores, o que leva a paralisia do parasita o que facilita a sua
eliminagdo pelo organismo hospedeiro (KOHLER, 2001). Além disso, essas drogas
atuam juntamente com neurotransmissores como acetilcolina, ccausando abertura de
canais cationico (RODRIGUES, 2005).

Pesquisas utilizando o organismo modelo Caenorhabditis elegans associado a
resisténcia aos levamisois indicaram que existe baixa afinidade de ligagcdo ao levamisole
ou afinidade reduzida inativando ou reduzindo a resposta paralitica. Assim, indica-se
que a resisténcia ao levamisole envolva a perda da sensibilidade contra estes anti-
helminticos na subunidade do receptor colinérgico do parasita (MOLENTO, 2004).

Considerado alternativa no controle contra os nematoides, porém com relato de
resisténcia em larvas (SAEED et al., 2010), pode se tornar um problema sério no

tratamento de diferentes parasitos de helmintos.

3.4.2.4 Salicilanilidas

Os salicilanilidas halogenados sdao um grupo de drogas desenvolvidas
principalmente como antiparasitarias em animais, tendo como principais compostos
sintetizados o closantel, niclosamida, oxiclozanida, rafoxanida e resorantel (WALLEY,

1966; DOUCH; GAHAGAN, 1977). O closantel apresenta a¢do antiparasitaria contra
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helmintos considerado um potente desaclopador da fosforilagdo oxidativa da
mitocondria dos parasitos, podendo interferir na sintese de ATP pela mitocondria do
parasita (COSTA et al, 1996).

Os salicilanilidas atuam desacoplando a fosforilagdo pela translocacdo de
protons através da membrana interna da mitocondria. Assim, a membrana interna da
mitocondria que normalmente ¢ impermeavel aos prétons, tornar-se permedvel pela
adicado de desacopladores da fosforilagdo oxidativa que atua pela destruicdo do
gradiente de protons. Esta atividade seletivamente previne a utilizagdo de energia
quimica derivada do transporte de elétrons para a fosforilacio de ADP em ATP,
privando assim a célula de sua fonte normal de energia (SWAN, 1999). Uma
consequéncia secundaria da reducdo de ATP consiste no relaxamento do musculo
somatico do parasito (BACON et al., 1998).

O closantel também provoca alteragdo na ultraestrutura dos parasitas
hemato6fagos provocando edema e desprendimento do tegumento, dano mitocondrial e
redugdo dos produtos de secrecdo das células do tegumento e gastrodermais. A
sensibilidade destes hematofagos aos agentes desacopladores pode ser devido a
atividade do ciclo de Krebs ser restrita a camada externa do parasita (SWAN, 1999).

Porém, pelo teste de redugdo de ovos por grama de fezes, o closantel vem
apresentando indicios de resisténcia (FALBO et al, 2009). Moraes et al. (2007) em um
estudo realizado em propriedades no Estado de Santa Catarina, encontraram resisténcia

de 13% em coproculturas para Haemonchus sp ao closantel nas propriedades estudadas.

3.5 RESISTENCIA PARASITARIA

Consiste no fendmeno pelo qual populagdes sensiveis a um farmaco tém sua
condicdo de sensibilidade alterada devido a ocorréncia de alteracdes genéticas
herdaveis. Assim, ocorre diminui¢ao do efeito do farmaco devido a modificagdo da
captacao da droga no sitio de agdo, mudangas no sistema enzimatico necessario para
produzir o efeito da droga, além de alteracdo nos receptores celulares, por diminuigao
do seu nimero ou da sua afinidade (MOTTIER; LANUSSE, 2001).

O fendmeno da RA quimica € inevitavel e a selecdo ¢ iniciada logo apds a
primeira exposi¢do ao farmaco. O intervalo inicial (meses/anos) para que esse fendmeno

aconteca ira depender da espécie do parasito, da pressdo de selecao exercida pela droga
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utilizada e do tipo de manejo escolhido para cada situagdo. A resisténcia €, assim,
transferida de geragdo para geragdo, dentro de uma determinada populacao

(MOLENTO, 2009).

3.5.1 Fatores relacionados a resisténcia

Desta forma, o mecanismo de instalacao da resisténcia deve-se ao uso incorreto,
frequente e continuado de uma mesma base farmacoldgica destinada ao controle dos
parasitos, utilizagdo de medicamentos de longa meia vida e incorporagao de animais
contaminados ao rebanho (MOLENTO, 2004). Tal circunstancia deve-se ao carater
biologico, onde uma droga perde sua eficacia quando utilizada nas mesmas condig¢des
em um longo periodo de tempo (SPRENGER, 2013).

O aparecimento de cepas de nematoides resistentes a anti-helminticos pode ser
explicado pela teoria da evolugdo, que tem como ponto basico a selecao natural, ou seja,
os individuos mais adaptados sobrevivem para se reproduzir (GRIFFITHS et al., 2008).
Assim, populacdes susceptiveis contém uma subpopulagdo de individuos com
capacidade genética para sobreviver ao tratamento que originara a proxima geragao
desta populacao.

A utilizacao de compostos quimicos capazes de eliminar grandes quantidades de
parasitos dos hospedeiros promove a selecdo quimica apds a exposi¢do constante a altas
doses do medicamento. Além disso, os produtores fazem uso de uma rapida rotatividade
dos grupos de diferentes principios ativos aumentando a resisténcia parasitaria
(MOLENTO, 2004). Desta forma, os processos de resisténcia sdo traduzidos em
alteragdes bioquimicas gerando mudangas de sistemas enzimaticos necessarios para que
o medicamento promova sua agdo (BORGES et al., 2011).

Avaliando a problemadtica atribuida pela resisténcia a uma determinada droga,
tem-se o fato da mesma acontecer dentro de um prazo que contempla de cinco a oito
geragdes seguintes a aplicacdo do principio ativo, correspondendo a um intervalo de
aproximadamente um ano para que ocorra o estabelecimento da resisténcia em uma
determinada regido (PRICHARD, 1990).

A resisténcia anti-helmintica pode ser atestada, em determinados casos, apos

periodos de observacao verificando a pouca eficacia do farmaco utilizado (MOLENTO,
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2005). No entanto, existem testes adaptados para utilizacdo do diagndstico da

resisténcia (COLES et al., 1992; COLES et al., 2006).

3.5.2 Resisténcia molecular

A resisténcia molecular estd estabelecida principalmente aos benzimidazois,
sendo associada com modificagdes relacionadas a tubulina, proteina que compde os
microtibulos, na qual moléculas do farmaco ligam-se para desencadearem seu efeito
terapéutico. Assim, os parasitos resistentes caracterizam-se pela diminui¢do dos sitios
de alta afinidade a droga nas subunidades proteicas dos microtibulos KWA et al.,
1994).

Dentre os endoparasitos pode-se destacar, no contexto da resisténcia, o género
Haemonchus. Assim, quando sdo analisados particularmente populagdoes de H.
contortus resistentes e sensiveis, encontra-se em seu DNA gendmico nitidas diferengas
como a presen¢a de mutacdes em distintas posi¢des do gene da B-tubulina (ELARD;
HUMBERT, 1999).

Na posicao 198 se tém uma substituicdo de GAA para GCA, levando a mudancga
no aminodcido traduzido de glutamato para alanina. Outra mutagdo registrada na
literatura ¢ referente ao aminoacido 167 (SILVESTRE; CABARET, 2002), neste o
codon TTC passou a ser TAC, tal mudanga significa a nivel proteico uma substitui¢ao
de um residuo de fenilalanina por um residuo de tirosina, substituicdo esta que parece
ser a maior envolvida no mecanismo da resisténcia anti-helmintica aos benzimidazdis.

Essa mesma substitui¢do ¢ verificada ainda na posi¢cdo 200, onde mais uma vez
o residuo final ird equivaler a tirosina (ROOS et al., 1990, KWA et al., 1994; ELARD et
al., 1996; ELARD; HUMBERT, 1999; SILVESTRE; CABARET, 2002;
DROGEMULLER et al., 2004; SCHWAB et al., 2005; MELVILLE et al., 2006; GHISI
et al., 2007; HODGKINSON et al., 2008; MOTTIER; PRICHARD, 2008).

Acredita-se ainda que a modulacdo da concentracdo da droga mediada pelas
glicoproteinas-p no receptor alvo pode ser um outro potencial mecanismo de resisténcia
(KERBOEUF et al.,, 2003). Estas proteinas que sdao produtos do gene MDRI,
aparentemente removem seus substratos da dupla camada de lipideos da membrana para
o espago extracelular, agindo como bombas de efluxo de xenobioticos (MOLENTO;

PRICHARD, 1999).
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Para constatar a existéncia da resisténcia aos tratamentos empregados no manejo
dos rebanhos de caprinos, diversas técnicas podem ser empregadas. Entre eles o teste de
redugdo na contagem de ovos nas fezes, teste este caracterizado pela emissao de um
diagnostico de “resisténcia” quando uma determinada droga que apresentava redugdo
acima de 99% da carga parasitaria apresentar reducdo menor do que 95% contra

determinado parasito apds certo periodo de tempo (MOLENTO, 2004).

3.6 TESTES PARA DETECCAO DA RESISTENCIA

A deteccdo precoce da RA ¢ um fator importante para o controle quimico
sustentavel, embora na maioria dos paises estabelecam insuficientes programas
preventivos para impedir a expansao dessa resisténcia (MOLENTO et al., 2011).

Segundo Alvarez-Sanchez et al., (2005), a resisténcia pode ser avaliada por
métodos in vivo (Redugao da Contagem de Ovos nas Fezes - FECRT), in vitro: Eclosao

de Ovos (TEO), Desenvolvimento e Migracao Larval (TDL e TML) e moleculares.

3.6.1 Testes in vivo

O teste in vivo caracterizam-se variagdao inter animal (CRAVEN et al., 1999),
havendo a necessidade de se observar o papel da farmacocinética no hospedeiro, a
interacdo do parasito e o hospedeiro, além do seu modo de agdo. Mesmo assim, sao
testes largamente utilizados para monitorar a resisténcia em nematdides em pequenos

ruminantes (MELO et al., 2009).

3.6.1.1 Teste controlado

Dentre os testes in vivo destacam-se o “controlado” onde a eficacia do anti-
helmintico ¢ determinada pela comparagdo da populacdo de parasitos no grupo tratado
com um grupo ndo tratado e o teste de reducdo na contagem de ovos nas fezes,
amplamente utilizado para detectar resisténcia parasitaria (MOLENTO, 2009).

Teste in vivo mais confiavel, mas também de maior custo. Animais livres de
endoparasitos sdo infectados com uma quantidade conhecida de formas infectantes e

medicados em duas vezes a dose recomendada (TAYLOR et al., 2002).
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Neste teste, a eficacia do anti-helmintico ¢ determinada pela comparacdao da
populagdo de parasitos no grupo tratado com a do grupo nao tratado, sendo o método
mais confidvel para avaliar a atividade anti-helmintica. Apos a dosificacdo dos animais
do grupo medicado ¢ dado um intervalo entre o tratamento e o sacrificio dos animais.
Estes sdao necropsiados e a carga parasitaria € identificada e contada. Os adultos sdo
diferenciados dos estdgios larvais e se possivel, quantificagdo das larvas hipobidticas
(WOOD et al., 1995).

Como desvantagem apresenta falhas na estimativa da eficiéncia do anti-
helmintico, pois mede a producao de ovos de fémeas adultas, onde nem sempre se
estabelece uma correlacao fidedigna com a parasitaria. Contudo, uma boa correlagao
entre a contagem de ovos nas fezes e a contagem de parasitos no animal foi encontrada

para Haemonchus sp. (TAYLOR et al., 2002).

3.6.1.2 Teste de Reducao na Contagem de Ovos nas Fezes (RCOF)

Teste que fornece uma estimativa da eficiéncia do anti-helmintico, devido ao
fato de quantificar produg¢do de ovos de fémeas adultas, onde nem sempre ha uma
correlagdo com a carga parasitaria. Contudo, uma boa correlagdo entre a contagem de
ovos nas fezes e a contagem de parasitos foi encontrada para Haemonchus sp.
(TAYLOR et al, 2002).

Para a realizacdo do FECRT, deve haver distribuicao de forma mais homogénea
possivel dos grupos experimentais. Devendo observar dados como: sexo, categoria
animal, raca, tratamento anti-helmintico, grau Famacha, escore de condi¢do corporal,
peso do animal, presenca de sinais clinicos (como diarréia, edema submandibular e
doengas infecciosas) e contagem de OPG pré-experimento (NICIURA et al., 2009).

Recomenda-se a coleta das amostras fecais de 10-14 dias apos o tratamento
(COLES et al., 1992). Uma vez que, se o intervalo entre tratamentos for inferior a 10
dias, podem ocasionar uma superestimagao da eficacia de alguns anti-helminticos como
os benzimidazois (MARTIN et al, 1997).

No minimo sete a 10 animais devem ser distribuidos em cada grupo
experimental: grupo de tratamento com anti-helminticos e grupo controle ndo tratado.
Para os tratamentos de via oral, deve-se proceder jejum alimentar prévio dos animais

por 12 horas, com agua a vontade. O dia da aplicagdo dos anti-helminticos ¢
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considerado o dia zero do FECRT. Apds os tratamentos, os animais podem permanecer
no mesmo manejo € pasto em que estavam antes da realizagao do teste (NICIURA et al.,
2009).

Culturas das larvas podem ser usadas para determinar as espécies envolvidas,
mas as condi¢des de cultura podem favorecer o desenvolvimento de uma espécie em
detrimento de outro (PRESIDENTE, 1985).

Parasitos com um elevado potencial bidtico, por exemplo, H. contortus, pode
exercer uma influéncia desproporcional sobre os resultados e fatores de correcdo foram
incluidos por alguns autores, ademais, parece também que o teste ndo tem a
sensibilidade para detectar os niveis de resisténcia abaixo de 25% (TAYLOR et al,

2002).

3.6.2 Testes in vitro

Nos testes in vitro podemos salientar a facil execucdo e aplicagdo, além de
possibilitar a realizacdo em larga escala (O’GRADY; KOTZE, 2004). Dentre esses
testes, os mais utilizados sdo: teste de eclosdo de ovos, teste de desenvolvimento larval,

teste de motilidade larval e o teste molecular.

3.6.2.1 Teste de Eclosao de Ovos

O TEO ¢ indicado pelo World Association for the Advancement of Veterinary
Parasitology (W.A.A.V.P.) para detectar resisténcia aos benzimidazois (COLES et al.,
1992). Este teste baseia-se na atividade ovicida do farmaco servindo de modelo para o
desenvolvimento de outros testes in vitro (MELO, 2005).

Realiza-se a incubagdo dos ovos em solu¢des contendo o anti-helmintico em
diferentes concentragdes finais. Ao final de 48 horas, realiza-se a leitura do teste,
classificando os achados em ovos ou larvas.

Interpretagcdes qualitativas e quantitativas dos resultados podem ser feitas e a
identificacdo das larvas permite que as espécies de nematodides envolvidas seja
determinadas (WHITLOCK et al., 1980; CHAGAS et al., 2011).

O percentual de ovos que eclodem (ou, inversamente, morrem) em cada

concentracdo ¢ determinada. Quando a dose efetiva para inibir 50% da eclosao de ovos
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(ECsp) for superior ou igual a 0,1pg/mL considera-se a presenga de resisténcia na
populagdo de nematoides testada (COLES et al., 1992). O ndo desenvolvimento de ovos
in vitro, pode ser uma das limitacdes desse teste no diagndstico de rotina (TAYLOR et

al, 2002)

3.6.2.2 Teste de Desenvolvimento Larval

A maioria dos vermifugos afetam o metabolismo de um parasita de alguma
maneira e, como tal, a resisténcia aos anti-helminticos pode ser determinada através de
seus efeitos sobre o crescimento do parasita (TAYLOR et al, 2002).

O TDL consiste no desenvolvimento in vitro de larvas de primeiro estagio (L1)
para as larvas de terceiro (L3) na presenca de calor, Escherichia coli liofilizada como
fonte de alimento, e na presenca dos anti-helminticos de interesse (COLES et al., 1992;
CHAGAS et al, 2011).

Considerando rapido, confiavel, baixo custo e adequado para investigacao da
resisténcia anti-helmintica (TAYLOR et al, 2002). Como utiliza L1, ndo hd nenhum
pré-requisito para ovos ndao desenvolvidos ou amostras de fezes frescas facilitando
assim a realizacao do processo (COLES, 1992).

Nesse teste pode existir algumas modificagdes como a utilizagdo de ensaio de
microplaca em que ovos de nematoides sao adicionados a uma matriz de agar contendo
o anti-helmintico resolvendo assim problemas de solubilidade da droga (LACEY et al.,
1991, TAYLOR et al, 2002) ou utilizar placas de 24 pogos sem a presenca do agar
(CHAGAS etal, 2011).

3.6.2.3 Teste de Migragao Larval

Neste ensaio, larvas infectantes, preferencialmente frescas (até¢ 30 dias), obtidas
em coproculturas (UENO; GONCALVES, 1998) sao incubadas com diluicdes em série
para uma substancia a ser testada. Apos este tempo a percentagem de larvas paralisadas
ou imoveis ¢ determinada para cada concentragao (VASCONCELOS et al., 2006).

Os testes de motilidade e migragdo larval sdo empregados na avaliagdo e no
efeito dos anti-helminticos que provocam a paralisia na musculatura somatica dos

parasitos (FORTES et al, 2013). Gill et al., (1995) relatou o uso de testes de migragao
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para diagnosticar a presenca de resisténcia a ivermectina. O emprego desta técnica
permite avaliar a capacidade migratéria de larvas de terceiro estddio, depois de um
periodo de incubagdo com a solucdo tratamento (BORGES, 2014). Desta forma ¢
possivel analisar o indice de tolerancia sobre determinado produto (CHAGAS et al.,
2011)

Ademais, o teste de motilidade larval pode determinar uma curva-padrao local
ou regional de dose resposta e, a partir desses dados, avaliar ou monitorar a eficiéncia
dos produtos que manifestarem o efeito de paralisia espastica, como ocorre no grupo
das lactonas macrociclicas (CHAGAS et al., 2011).

A avaliacdo da motilidade ¢ feita através do uso de &gar e de peneiras para a
separacao de larvas de terceiro estadio que migram e as que nao migram resultando em
uma quantificagao confidvel (MOLENTO, 2004). Demeler et al., (2010) afirmaram a
padronizagao do teste de inibi¢ao da migragdo larval como forma de detectar a presenga

de resisténcia a ivermectina em nematoides de ruminantes no continente europeu.

3.6.2.4 Testes Moleculares

Considerando que o mecanismo de aquisicdo de resisténcia estd atrelado a uma
série de eventos moleculares, uma das formas mais perspicazes de monitorar estas
alteragdes no parasito ¢ através de ensaios genéticos. Porém a utilizacdo de ferramentas
moleculares para o diagnostico de nematoides resistentes aos anti-helminticos ocorre
principalmente no grupo dos benzimidazdis (TAYLOR et al., 2002), onde algumas
mutacoes relacionadas ao uso de compostos deste grupo foram detectadas em ensaio
com Haemonchus (MOTTIER; PRICHARD, 2008).

Marcadores moleculares podem ser utilizados para detectar a resisténcia em
estagio inicial (RANGEL, 2008). Atualmente se dispde de uma grande variedade de
métodos para a andlise de marcadores moleculares, entre eles a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR — do inglés Polimerase Chain Reaction), que uma vez otimizado
representa um diagndstico molecular eficaz, com alta sensibilidade e especificidade,
podendo amplificar sequéncias-alvo a partir de nimeros extremamente baixos de copias
de DNA em uma amostra (GRIFFITHS et al., 2008).

Usualmente se monitora a presenga do aminodcido fenilalanina ou tirosina na

posi¢ao 200 do gene da B-tubulina, responsavel pela caracterizagdao de cepas sensiveis e
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resistentes aos benzimidazodis, respectivamente (ELARD et al.,, 1999). No entanto,
devido a auséncia de um consenso definitivo sobre as mutacdes no gene da 3 tubulina
recomenda-se monitorar todos os polimorfismos previamente relatados sempre que
possivel, pois suas incidéncias podem variar de uma regido geografica para outra (VON
SAMSON- HIMMELSTJERNA et al., 2009).

A resisténcia aos benzimidazo6is ja se encontra relativamente bem caracterizada
tendo como alvo o gene codificante para o isotipo 1 da beta tubulina. Mais
especificamente ja sdo conhecidas trés mutacdes associadas a fenotipos de resisténcia:
TTC para TAC no cdédon 200 (a mais frequente), GAA para GCA no codon 198 e TTC
para TAC no codon 167 (KWA et al., 1994; ELARD et al. 1996; ELARD; HUMBERT,
1999; SILVESTRE; CABARET, 2002; DROGEMULLER et al., 2004; SCHWAB et
al., 2005; MELVILLE et al., 2006; HODGKINSON et al., 2008; GHISI et al., 2007,
MOTTIER; PRICHARD, 2008).

Testes moleculares baseados em PCR foram desenvolvidos para detectar estas
mutacoes individualmente (SILVESTRE; HUMBERT, 2000; VON SAMSON-
HIMMELSTJERNA et al., 2003; ALVAREZ-SANCHEZ et al., 2005) utilizando
também metodologias mais avancadas como PCR quantitativo em tempo real e
pirossequenciamento (BRAASCH; COREY, 2001; PETERSEN; WALSH et al. 2007;
VON SAMSON-HIMMELSTJERNA et al., 2009).

Apesar dos inimeros trabalhos ainda ndo existe um consenso definitivo sobre as
mutagdes no gene da beta tubulina e recomenda-se monitorar todos os polimorfismos
previamente relatados sempre que possivel, pois suas incidéncias podem variar de uma
regido geografica para outra (VON SAMSON-HIMMELSTJERNA et al., 2009).

Para que se possa verificar essas mutagdes individualmente, uma série de testes
moleculares baseados em Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) foram
desenvolvidos (SILVESTRE; HUMBERT, 2000; VON SAMSON-HIMMELSTJERNA
et al., 2003; ALVARES-SANCHEZ et al., 2005). A amplificagdo do fragmento do
isotipol da B- tubulina através da Reagdo em Cadeia pela Polimerase Alelo Especifica
(AS-PCR) ¢ 1til na deteccdo das mutacdes descritas em nematoides adultos de H.
contortus (KWA et al., 1994). Outras possibilidades para se efetuar a detec¢ao destas
mutacoes seriam PCR quantitativo em tempo real ou qPCR e o pirossequenciamento
(RONAGHI et al., 1996, 1998; BRAASCH; COREY, 2001; PETERSEN; WENGEL,
2003; VON SAMSON- HIMMELSTJERNA et al., 2007; WALSH et al., 2007).
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A gPCR ¢ um avango da PCR convencional, em que a amplificagdo e detecg¢ao
de produtos amplificados sdo realizadas em uma unica reagdo, dispensando assim as
etapas de eletroforese em gel. Na técnica sdo utilizadas formas de mensurar a
quantidade de DNA durante a amplificacdo, entre elas as sondas fluorescentes TagMan
e SYBR-Green; com o uso dessas sondas a cada ciclo é emitido um sinal fluorescente
com a intensidade proporcional a quantidade de produto amplificado, que permite a
quantificagdo indireta do DNA (SANTOS, 2001).

As vantagens praticas da qPCR sobre a PCR convencional envolvem a maior
sensibilidade, velocidade, simplicidade, reprodutibilidade e capacidade quantitativa
(YANG; ROTHMAN, 2004). Esta técnica permite calcular a proporcao de cada variante
alélica, podendo ser realizada utilizando tanto DNA extraido de nematoides
individualmente, quanto DNA obtido a partir de pool de parasitos. A partir de entdo,
distintas abordagens de qPCR sao utilizadas para a detecgdo e quantificacdo da
frequéncia dos SNP que determinam fenétipos de resisténcia ou susceptibilidade (VON

SAMSON- HIMMELSTJERNA; BLACKHALL, 2005).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 AREA DO ESTUDO E CARACTERISTICAS METEOROLOGICAS

O estudo foi conduzido na zona rural do municipio de Mossoro, estado do Rio
Grande do Norte, regido Nordeste do Brasil, nas coordenadas 5°11°15”” de latitude sul e
37°20°39” de longitude oeste e altitude de 16 metros, com clima predominante quente e
semiarido, temperatura média 27,4 °C, estagdo chuvosa irregular e concentrada entre o
verdo, com precipitagio pluviométrica média anual de 695,8mm (ARAUJO et al.,
2012).

Tipo de vegetacao caatinga hiperxeréfila, com abundancia de cactaceas e plantas
de pequeno porte, onde os caprinos utilizam como alimento em razdo do regime

extensivo de criagao.

42 DETERMINACAO DO PERFIL DAS UNIDADES PRODUTORAS DE
CAPRINOS

Foram aplicados questionarios epidemiologicos em 120 propriedades rurais
criadoras de caprinos do municipio de Mossoro, para determinacao da real situagdo do

controle parasitario (Apéndice).

4.3 ANIMAIS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Um total de 30 propriedades de caprinos foram selecionados com base em
precedente historico de ineficiéncia anti-helmintico.

Em cada unidade produtiva 60 caprinos naturalmente infectados por nematoides
gastrintestinais foram selecionados e distribuidos em cinco grupos de forma aleatoéria,
considerando-se o peso (variou de 11 a 30 Kg), grau de anemia ¢ Método Famacha®
(Considerando-se os graus dois, trés e quatro) e contagem de ovos por grama de fezes

(CHAGAS etal., 2011)

4.3.1 Grupos experimentais
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O pré-requisito inicial de selecao dos animais foi a auséncia de tratamento anti-
helmintico por um periodo de 90 dias antes do estudo (Tabela 1), com as drogas

administradas por via oral.

Tabela 1- Grupos experimentais adotados para o Teste de Redu¢do na Contagem de
Ovos nas Fezes realizado em caprinos infectados naturalmente na zona rural do

municipio de Mossord, estado do Rio Grande do Norte

Grupo Experimental Antihelmintico Dosagem

I (Controle) - -

II Albendazol 10,0 mg/kg de peso corporal

M1 Levamisol 7,5 mg / kg de peso corporal

1A% Iveremctina 0,08% 0,2 mg / kg de peso corporal

\Y Closantel 5,0 mg / kg de peso corporal
4.4 TESTE in vivo

4.4.1 Teste de Reduc¢io na Contagem de Ovos nas Fezes

Amostras de fezes foram coletadas diretamente da ampola retal de cada animal
no periodo da manha, a partir do dia 0 e 10 dias apds o tratamento. Com a coleta
estabelecida com 4g de amostra fecais e utilizacdo de duas camaras de McMaster. O
numero de ovos por grama de fezes (OPG) foi calculado por multiplicagdo do numero
total de ovos por 12, sendo considerado parasitado animais acima de 100 ovos/grama de
fezes (GORDON; WHITLOCK, 1939; CHAGAS et al, 2011).

O estado da resisténcia da populagdo para cada rebanho foi determinada pela

Redugdo na Contagem de Ovos na Fezes de acordo com a seguinte férmula:

Percentagem de redugdo =100 x [1 - (T / C)]

Em que T ¢ o grupo tratado e C ¢ o grupo de controle (COLES et al., 1992).
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Coproculturas foram realizadas no dia 0 e 10 dias apds o tratamento para
identificacdo dos géneros (ROBERTS; O'SULLIVAN, 1950), com a identificagdao das
larvas realizado com base nas caracteristicas morfologicas de pelo menos 100L3 por

cultura de fezes (UENO; GONCALVES, 1998).

4.5 TESTES in vitro

4.5.1 Coleta das amostras

Amostras fecais foram coletadas nas 30 propriedades selecionadas, diretamente
da ampola retal dos caprinos. A contagem de ovos por grama de fezes (OPG) foi
realizada mediante a metodologia de Gordon e Whitlock, (1939) e Chagas et al., (2011).
A coleta das fezes foi realizada mediante término do periodo de efeito residual do
tratamento de pelo menos 90 dias da ultima vermifugacao (NICIURA et al., 2009),

independente da raca, do sexo ou da categoria.

4.5.2 Recuperacio dos ovos

A recuperagdo dos ovos de nematoides foi de acordo com a metodologia de
Hubert e Kerboeuf (1992) onde as fezes passaram por uma sequéncia de tamises
contendo aberturas de 1mm, 105um, 55um e 25um para retencao dos ovos. Com a
solugdo de ovos retida, centrifugado por 5 min a 3000 rotagdes por min (rpm), com
descarte do sobrenadante e adicdo de solucao hipersaturada para suspensao dos ovos,
com posterior lavagem e conteudo despejado em um célice de decantagdao por 30

minutos.

4.5.3 Teste de eclosio de ovos (TEO)

Cerca de 100 ovos recém recuperados contidos em uma suspensdao de 250 pl
incubadas em 250 pl de solugdo de tiabendazol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
distribuidas em sete concentragdes 0,05-3,2 ug/ml, diluido em uma solugdo a 0,03% de
dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich). Para o controle negativo foi utilizado 0,03%

de DMSO na suspensao de ovos recuperados.
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A distribuicdo foi realizada em placas de 24 pocos e apds 48h de incubagao, o
desenvolvimento das larvas foi interropido pela adi¢do de duas gotas de solucdo de
Lugol, com posterior contagem de todos os ovos e larvas de primeiro estagio (L1)
(COLES et al., 2006). Tanto o tratamento como o controle foram realizados em cinco

repeticoes.

4.5.4 Teste de Desenvolvimento Larval (TDL)

No TDL a recuperacdao dos ovos foi realizada como descrito por Hubert e
Kerboeuf (1992) nas 30 propriedades estudadas, onde em placas de 24 pocos, foram
adicionados 200 pl de solugdao contendo aproximadamente 100 ovos/poco recém
recuperados, com as placas incubadas a 27°C durante 24 horas, com adi¢do posterior de
80 ul de meio nutriente (Escherichia coli, o extrato fermentativo e anfotericina B) e o
com o volume final por pogo completado para 500 pl com agua destilada e tiabendazol
(HUBERT; KERBOEUF 1992; CHAGAS et al., 2011).

Foram realizados dois testes, sendo um com tiabendazol e outro com
ivermectina. As concentragdes utilizadas de tiabendazol foram 3,125 pg, 1,56 pg, 0,78
ug, 0,39 ng, 0,195 pug, 0,097 pug/ml e para ivermectina 0,96 pg/mL, 1,92 ug/mL, 3,84
pg/mL, 7,68 ng/mL, 15,36 ug/mL e 30,72 ug/mL, porém para o controle negativo foi
utilizado suspensdo de ovos, meio nutritivo € volume de 500 pl completado com agua
destilada. Tanto o tratamento como o controle foram realizados em cinco repeticoes e

ficaram incubados por 7 dias, onde foi adicionado lugol.

4.5.5 Teste de Migracao Larval (TML)

Nas 30 propriedades foram coletadas fezes em pool de animais parasitados onde
foram realizadas coproculturas (UENO; GONCALVES, 1998) para obtengdo da L3.
Ap6s a recuperagdo as L3 foram submetidas a uma solu¢do de hipoclorito de s6dio 2%
para desembainhar por aproximadamente uma hora.

Quando 90% das larvas com mobilidade estava sem bainha, essas foram
subdivididas (em triplicatas/tratamento e controle) em grupos de 400 L3 (CHAGAS et
al., 2011) em placas de 24 pocos, com o volume ajustado para 500 puL, onde adicionou-

se 500 pL da ivermectina 0,08% nas seguintes concentracdes: 1 uM, 2 uM, 4 uM, 8 uM,
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16 uM, 32 uM, 64 uM, 128 uM e 256 uM, exceto o controle negativo que foi
adicionado L3 e agua destilada, levando posteriormente as placas para a estufa a 27°C
por 6 horas.

Depois, adicionou-se 1000 uL. de agar (1,4%) a 400C a todos os pogos e pipetou-
se 2000 pL para o aparato (placa de petri com 22 mL de agua congelada, malhas e anel
de plastico), retorna a estufa incubadora a 270C por 18 horas, sob lampada de 150
Watts.

Apos a segunda incubagao centrifugou (3000 rpm por 5 min) apenas o liquido
removendo o aparato, com o volume final ajustado para 10 mL, de onde retirou-se trés
aliquotas de cada tratamento e do controle, centrifugando (3000 rpm por 3 min) em
microtubo com posterior leitura das larvas que migraram (D’ASSONVILLE et al.,

1996, MOLENTO; PRICHARD, 2001).

4.5.6 Testes moleculares

4.5.6.1 Coleta Haemonchus contortus

Foram realizadas 30 necropsias de caprinos, sendo uma em cada propriedade
pesquisada, onde foram extraidos diretamente do abomaso os exemplares de H.
contortus, identificados pela morfologia (UENO; GONCALVES, 1999) e conservados

em alcool etilico a 80% a -20°C.

4.5.6.2 Extracao do material genético

O 4cido desoxirribonucleico (DNA) foi extraido em pool de 10 adultos,
macerados com auxilio de l1dminas e adicionados a 500 pl de tampao de digestao (0.2%
SDS, 50 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl, 0.4 mg/ml proteinase K, 100 pg/ml RNase, pH
8,0), com SDS removido por precipitagao durante a incubagdo em gelo com acetato de
potassio 5M durante 2 horas, seguido por centrifuga¢io (15700g a 4°C por 15 minutos).

O sobrenadante foi retirado e colocado em microtubo novo contendo o mesmo
volume de isopropanol, onde centrifugou-se, removendo o sobrenadante e o sedimento

foi lavado com etanol a 70%, sendo ressuspenso com 500 pl de tampao de eluicao (TE).
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O DNA extraido foi submetido a dois ciclos de fenol:cloroférmio na propor¢ao
de 1:1 sendo a purificagdo do DNA realizada com dalcool ¢ o sedimento final
ressuspenso em 50 pl de tampdo TE , sendo armazenados a -20 °C (SANTOS et al.,
2014).

4.5.6.3 Primers

Para cada SNP foi desenhado os primers pelo programa Primer 3
(UNTERGASSER et al., 2007), considerando uma temperatura de anelamento de 58°C,
baseadas em sequencias obtidas do GenBank (Accession numbers: GQ910877.1 a

GQ910916.1) (SANTOS et al., 2014).

4.5.6.4 PCR em tempo real

Apoés a extragdo, o DNA extraido foi quantificado em espectrofotometro (I-
quant), verificando a quantidade minima de 25 ng. Para as reacdes foi utilizado: 12,5 ul
2X Fast Start diferenciais universais SYBR Green Master Mix (Roche, West Sussex,
Reino Unido), 0,3 pmol/ul de cada primer (Forward e Reverse), 24 ng de DNA e agua
para um volume total de 25 pl. E para o controle negativo foi trocado o DNA pela agua.
Sendo todas as reacdes feitas em triplicata.

Condi¢do de amplificagdoo para SNP F200Y e F167Y foram: 95 °C por 10 min
e 35 ciclos a 95 °C por 15s € em 58 °C por 30s. J4 o SNP E198A a amplificou ocorreu
em 34 ciclos. A curva de Melting foi utilizada para detec¢dao de dimeros e o gel de
agarose a 3% para visualizagdo dos produtos amplificados (SANTOS et al., 2014). Com

todas as analises comparadas individualmente com uma amostra sensivel (ISE).

4.5.7 Analise dos dados

4.5.7.1 Questionario

Os dados dos questionarios foram tabulados no software Windows Excel e

submetidos a analises da frequéncia de cada variavel.
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4.5.7.2 Teste de Reducao na Contagem de Ovos nas Fezes

Utilizou-se o limite inferior para um intervalo de confianca de 95% onde foi
calculado de acordo com as recomendagdes do WAAVP (COLES et al., 1992). Quando
o valor FECRT ¢ inferior a 95% e o limite inferior de menos de 90%, a populacio de
nematoides deve ser considerada resistente a um anti-helmintico. Se os valores obtidos
satisfazer apenas um critério, a populacdo de nematoides devem ser classificados como
suspeitos, mas quando ninguém forem atendidas, a populacdo de nematdides ¢
suscetivel.

As contagens de OPG foram previamente transformadas em log (x + 1) para
estabilizar variancia e analisados pelo software Minitab Windows versao 16.1.1. As
diferencas estatisticas entre os grupos foram realizadas por andlise de variancia (One
Way ANOVA), seguida por teste de Tukey com Intervalo de Confianga a 95%. Valores

de p <0,05 were considerados significativos.

4.5.7.3 Coprocultura

A resisténcia no género Haemonchus nas propriedades foram determinadas pelo
programa RESO 2.0, onde diferengas na propor¢ao de proriedades que continham
Haemonchus sensiveis ou resistentes foi obtida pelo teste quiquadrado utilizando o
programa Minitab Windows software version 16.1.1, considerando valores de

significancia a 5%.

4.5.7.4 Teste de Eclosdao de Ovos e Desenvolvimento Larval

Para o diagnostico in vitro, os valores oriundos do TEO foram analisados pelo
teste de ANOVA bem como pelo teste T de Student (p<0,05). Foi determinada a
concentracdo efetiva para inibir 50% de eclosao de ovos através do método de Probit
utilizando o programa SPSS 7.0.

Para os teste in vitro no TEO e TDL foram contabilizados os ovos e larvas de
primeiro estagio (L1) e as L1 e de terceiro estagio (L3), respectivamente, para calculo

da inibicao da eclosdo e desenvolvimento larval, com a concentragdo efetiva necessaria
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para inibir 50% da eclosao (CEsp) e do desenvolvimento larva (CEsg) calculada por

analise de regressao pelo Probit do Programa SPSS para Windows.

4.5.7.5 Teste de Migracao Larval

No TML a porcentagem de eficacia foi calculada de acordo com a formula

(MOLENTO; PRICHARD 2001):

E =[(Mc-Mtr)/ Mc] x 100

Onde, E ¢ a porcentagem de eficacia, Mc ¢ o numero médio de larvas contado no
grupo de controle e Mtr € o niimero médio de larvas contado no grupo tratado. O
calculo da CEs foi medido por uma regressao ndo linear a qual resultou em uma curva
sigmoide de resposta e concentracdo, usando o programa Prisma, com os dados

transformados em logaritmo (X = log X)

4.5.7.6 Testes moleculares

Foram avaliados pelo teste Qui-quadrado e as percentagens de alelos resistentes
e sensiveis presentes nas amostras analisadas de acordo com Alvarez-Sanchez et al.,
(2005).

Esta analise leva em conta os valores de Ciclo Limiar (Ct), gerados no processo
de amplificagdo do sinal fluorescente. Sendo levados em conta tanto os iniciadores
voltados para situacdes de sensibilidade quanto os especificos para genotipos de
resisténcia. O primeiro valor determinado diz respeito ao ACt (Diferenca entre os Ciclos
de Limiar), este obtido pela presente equacao:ACt = (Ct alelo sensivel - Ct alelo
resistente)

ACt = (Ct alelo sensivel - Ct alelo resistente)

Na analise molecular, os valores de Ct (Threshold Cycle) para cada reacdo de
PCR em tempo real foi determinado pelo software Realplex 2,2 (Eppendorf). s valores
de ACt calculados foram utilizados para determinar FR (Frequéncia Alélica de

Resisténcia), através da equacao:



Frequéncia Alélica=[1/(2

ACt

+ 1)] x 100.

47
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando a andlise dos questionarios aplicados nas 120 propriedades rurais,
constatou-se que 100% (120/120) dos animais residem em espagos delimitados por
algum tipo de cerca ou contencdo. Destes 80% (96/120) realiza pratica de quarentena
enquanto que 86,6% (104/120) vermifugam os animais que sdo incorporados ao
rebanho.

Em 100% (120/120) das propriedades, o calculo de determinagcdo da dose do
vermifugo foi feito de maneira empirica. A pratica de vermigugar sem um critério
estabelecido sdo frequentes na regido estudada onde sdo comuns as subdosagem ou
superdosagem (COELHO et al., 2010). Nesse contexto, esta pratica pode ser citada
como sendo um fator responsavel pelo aparecimento do fendomeno de resisténcia anti-
helmintica multipla (PRICHARD et al., 1990) e que pode ser agravada por ciclos de
alternancia de principios ativos (MOLENTO, 2004).

Em 80% (96/120) os animais sdo soltos apos a administragdao do antiparasitario,
contrariando as orientagdes de manejo que recomendam o confinamento do animal por
12 horas apds a administracio (EMBRAPA, 2007). Este tipo de conduta de manejo ¢
comum no sistema de criacdo extensivo, bastante associado a percas de produtividade e
altas taxas de parasitismo na regiao semiarida (COSTA et al., 2008; BRITO et al., 2009;
ANASTACIO, 2011).

Em 56,6% (68/120) dos casos foram realizadas quatro vermifugagdes no
decorrer do ano e em 43,3% (52/120) restantes trés aplicagdes anuais. A utilizagdo
excessiva de antiparasitarios pode tornar ineficaz o manejo desses medicamentos
auxiliando diretamente no avango da resisténcia (VASCONCELOS et al., 2006).

Em 80% (96/120) dos casos o unico fator determinante para a realizacdo da
administracdo dos anti-helminticos foi a transi¢do entre os periodos do ano,
concentrando-as nas €pocas chuvosas. J& se sabe que esta op¢do de manejo ajuda a
desencadear o desenvolvimento da resisténcia, em virtude de se vermifugar todo o
rebanho sem exames parasitarios que comprovem a necessidade (MELO, 2005).

Além do calendario supracitado foi levado em consideracdo também a
sintomatologia das verminoses por 10% (12/120) dos produtores e a verificagdo de
parasitemia pelo método FAMACHA® em 10% (12/120). Este dado revela que o

método ndo recebe a devida atengdo dos produtores rurais. Mas quando utilizado na
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rotina de manejo o método FAMACHA® apresenta nivel de confiabilidade superior a
95%, no que concerne ao diagnostico de infec¢des causadas por Haemonchus contortus
(VAN WIK et al., 1997), auxiliando na decisdo de vermifuga¢ao dos animais dentro das
propriedades (MOLENTO et al., 2004). Como consequéncia se teria uma reducdo na
pressdo de selecao da populagdo de parasitos, diminuindo a concentracao dos genes
mutados, associados a resisténcia (COSTA et al., 2011).

Em 100% (120/120) das propriedades verificou-se a troca anual do vermifugo
adotado no manejo antiparasitario. Porém, a rapida rotatividade dos principios ativos
pode agravar a resisténcia parasitaria (HAMMERSCHMIDT et al.,, 2012). Uma
alternativa para esse problema seria regulamentar a forma de prescricdo e compra dessas
drogas de utilizacdo veterinaria para evitar os efeitos abusivos associados a auto-
prescri¢ao (LEITE et al., 2006).

Fatores associados a qualidade sanitdria das propriedades também foram
analisados, de modo que, 43,3% (52/120) dos produtores fazem uso das esterqueiras e
93,3% (112/120) realizam uma limpeza semanal nos apriscos. Estes dados sugerem que
nao hd um rigor sanitario nas propriedades levando a uma baixa qualidade no manejo
adotado e gerando um fator predisponente para os quadros de parasitismo
(SOTOMAIOR et al., 2009).

No andlise do Teste Reducdo na Contagem de Ovos nas Fezes (RCOF),
verificou-se que a resisténcia anti-helmintica foi detectada em todas as propriedades

estudadas para, pelo menos, um dos farmacos testados (Tabela 2).

Tabela 2- Reducao na contagem de ovos nas fezes (RCOF) de caprinos naturalmente
infectados tratados com albendazol, levamisol, closante e ivermectina em propriedades

de caprinos no estado do Rio Grande do Norte, Nordeste do Brasil

Prop Controle Albendazol Levamisol Closantel Ivermectina

OPG OPG RCOF OPG RCOF OPG RCOF OPG RCOF

médio* médio* (%) médio* (%) médio* (%) médio* (%)

1 911 400 56,0 56 93,8 56 93,8 387 57,5
2 125 49 60,8 35 72,0 23 81,6 37 24,4

3 267,4 39 85,4 20 92,5 77 71,2 134,5 49,7
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11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

126
1145
115
320,6
1339
248
466
2143
462
136
528
559
132
127
651
1402
117
408
514
163
106
278
253

748

78
175
21
113
638
115
187
91
228
36
237
590
36
91
107
456
34
1500
195
46
37
62
83,3

651

38,0
84,7
81,7
64,6
52,3
53,6
59,8
57,5
50,6
74

55,1

72,7
28,3
83,5
67,4

71

62
71,7
65
77,6
67

13

53

24

389
123
115
58
92
136
19
165
20
32
87
93

39

181
77
15
18

105

2

135,1

57.9
97
92,1
95
90.8
53,6
87,5
57,0
70,5
86
68,7
96,4
75,7
31,4
85,7
97,2
95,7
55,6
85
90,7
83
62,2
99.2

82

42.1

52

389
291
145
30
36.2
450
13
62
56
32
35
50
195
16
145
110
75,5
10
105
36

316,6

66.5
95.4

94

78,2
41,5
93,5

83

90,4
88,2
90
75,7
72,4
92.3
86,1
86,3
64,4
78,5
53,6
90,5
62,2
85,7

57,6

45
85
17

132
711
201
143
30
222
67
273
233
63
17
25
447
32
570
221

154,3
30
94
27

220,7

50

64,2
92,5
85,2
58,8
46,9
18,9
69,3
86
52
50,7
48,2
583
52,2
86,6
96,1
68,1
72,6
39,7
57
53
71,6
66,1
89,3

70,4
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28 374,1 288 19,3 111 69 166 535 303 15,1
29 131 37 71,7 31 76.3 32 75,5 63 52
30 357 287,7 19,3 110,5 69 165,5 54,7 303 15

* r . M r M 4 . .
Média aritmétrica do namero de ovos por grama de fezes nos animais de cada grupo.

A primeira descricdo da resisténcia aos benzimidazois em pequenos ruminantes
no Brasil data de 1979, no Rio Grande do Sul (SANTIAGO; COSTA, 1979). Desde
entdo, varios trabalhos, mostra continuamente que a resisténcia aos benzimidazois esta
fortemente estabelecida e difundida no Brasil tornando esta classe de drogas, pelo
menos, com utilidade comprometida (CHARLES et al., 1989; ECHEVARRIA et al.,
1996; VIEIRA; CAVALCANTE, 1999; MELO et al., 2003; ALMEIDA et al., 2010;
COELHO et al., 2010; VERISSIMO et al., 2012; SANTOS et al., 2014).

Nesse contexto, esfor¢os devem ser realizados pelas autoridades governamentais
para informar ao publico, uma vez que, sdo poucos os relatos recentes de utilizacdo
significativa de benzimidazole em ruminantes no Brasil (COELHO et al., 2010;
GUIMARAES et al., 2011).

Outro resultado observado foi a ineficacia do albendazol na regido estudada ter
aumentado nos ultimos anos, com 100% das propriedades analisadas. Isto pode ser
inferido com base em estudos anteriores na mesma regido que apontaram valores de
80% (24/30) de propriedades com registros de ineficicia ao mesmo principio
(COELHO et al., 2010).

Na Regido Nordeste, foram publicados percentuais de 35,3% de propriedades
resistentes nas regioes serrana, litoranea e semidrida do estado do Ceard (VIEIRA;
CAVALCANTE, 1999) e 72% de propriedades resistentes no Vale do Jaguaribe, no
mesmo estado (MELO et al., 2009).

Além disso, o percentual encontrado foi superior, ao encontrado em outras
regides do Brasil, onde no Rio Grande do Sul, 89,6% das propriedades analisadas
possuiam populagdes resistentes ao albendazol (ECHEVARRIA et al., 1996), enquanto
que Parand esse percentual de propriedades resistentes foi de 88,1% (THOMAZ-
SOCCOL et al., 2004).
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Esse resultado do panorama de resisténcia aos benzimidazois em todas as
propriedades contempladas no estudo, ja foi reportado na mesorregidao dos Sertdes
Cearenses (SANTOS et al., 2014).

Quanto ao closantel 22 propriedades apresentara um RCOF menor de 90%.
Resisténcia ao closantel foi relatada anteriormente no Sul e Sudeste do Brasil
(ECHEVARRIA et al., 1996;. FALBO et al., 2009;. RAMOS et al., 2002; VERISSIMO
et al., 2012). Porém, o presente estudo, apresenta o primeiro relato de resisténcia ao
closantel no Nordeste.

A situagdo para a resisténcia ao levamisol nao ¢ diferente de benzimidazole. A
resisténcia a este anti-helmintico aparece generalizada no pais, com ocorréncias nas
regides Sul, Sudeste e Nordeste (ECHEVARRIA et al., 1996, RAMOS et al., 2002,
MELO et al., 2003, ALMEIDA et al., 2010; VERISSIMO et al., 2012).

Nos testes utilizando ivermectina observou que 96,6% apresentaram resisténcia
ao farmaco testado, com uma variacdo entre 5,3% a 96,1% (Tabela 2). Surgindo na
década de setenta, as avermectinas foram amplamente difundidos para controlar
nematoides gastrintestinais e artropodes ectoparasitos como pulgas, carrapatos, piolhos
€ moscas, em varias espécies animais, incluindo ruminantes (PRICHARD; ROULET,
2007).

Porém, com a frequéncia de tratamento aumentando substancialmente ao longo
do tempo (MARTINEZ-VALLADARES et al., 2013), as lactonas macrociclicas se
tornaram amplamente utilizadas em exploragdes de caprinos (GUIMARAES et al.,
2011), sendo o antiparasitario predominantes em varias partes do mundo (TORRES-
ACOSTA et al.; 2003; MELO et al., 2009; CRUZ et al., 2010)

E indispensavel a verificagdo periodica dos rebanhos de pequenos ruminantes
para monitorar e evitar RA (MARTiNEZ-VALLADARES et al.,, 2013), visto que,
nematoides gastrintestinais continuam a ser uma ameaca aos pequenos ruminantes, em
razdo do desenvolvimento de RA unica e multipla em nematoides caprinos (SAEED et
al., 2010), associada muitas vezes a manejo inadequado.

Na mesma regido do presente estudo, Coelho e colaboradores (2010) verificaram
utilizando a ivermectina RCOF de 43,3%, demonstrando que a situagdo da resisténcia se
agravou nos ultimos anos. Em outros estados como Sdo Paulo RCOF com essa mesma
droga variou entre 0 a 86% (VERISSIMO et al., 2012). A RA vem sendo destaque em

varias regides, onde diversos fatores tem contribuindo para o agravamento dessa
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resisténcia (LIMA et al. 2010), destacando-se, dentre outros, o uso de subdose
(VIEIRA; CAVALCANTE, 1999), associado a falta de exames coproparasitologicos
para monitoramento da eficacia dos produtos utilizados (LIMA et al., 2010).

Resisténcias multiplas foram detectadas em 96,6% das propriedades estudadas
(Tabela 3). Em pequenos ruminantes, resisténcia multipla a benzimidazole e levamisole
foi diagnosticado no estado do Rio de Janeiro (ECHEVARRIA et al., 1996), no Ceara
para levamisol e oxfendazole (VIEIRA; CAVALCANTE, 1999) e em Sao Paulo para
moxidectina, closantel, triclorfom, levamisol, albendazol e ivermectina (ALMEIDA et
al., 2010). Além, de varios paises da Europa (CHARTIER et al, 1998; MARTINEZ-
VALLADARES et al, 2013) e Africa (BOERSEMA; PANDEY, 1997; ATANASIO et
al., 2002, KUMSA; ABEBE, 2009).

Tabela 3 — Resisténcia multipla observadas nas propriedades de caprino infectados
naturalmente de acordo com o Teste de Contagem do Numero de Ovos nas Fezes,

realizado na zona rural do municipio de Mossor6, estado do Rio Grande do Norte.

Anti-helminticos Propriedades com Resistencia Multipla*
Albendazole+Closantel 20% (6/30)
Albendazole+Closantel+ Levamisole 76,6% (23/30)

(*) Uma propriedade ndo apresentou resisténcia multipla

Agravamento de RA tornou-se um problema mundial de destaque no controle de
nematoides em pequenos ruminantes, com énfase nas principais regides produtoras,
como a América do Sul (RINALDI et al., 2014). Portanto, intervalo de percentagem de
eficiéncia precisa ser estabelecida e os niveis de resisténcia monitorizada.

Verificando a média do OPG por propriedade o albendazole apresentou a menor
eficiéncia 45,6 %, o closantel de 74,6% e o cloridrato de levamisol com 84,3 %. Porém,
ao verificar estatisticamente a média OPG do levamisole observou-se que nao diferiu do
closantel, embora a sua eficiéncia média considerando as 30 unidades propdutivas tenha
sido inferior a 95% (Tabela 4). Pesquisas anteriores na mesma regido mostrou uma
eficiéncia entre 29 a 100% de albendazol (COELHO et al., 2010), evidenciando a
existéncia de RA para -benzimidazole. No estado do Ceard, Viera e Cavalcante (1999)

observaram uma reducdo da eficiéncia de 20,6% para levamisol e 17,6% para
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oxfendazole, ambos considerados como baixa eficiéncia uma vez que os valores estdo

entre 0 € 30,9%.

Table 4 — Valores médios + erro padrdo do OPG e eficiéncia (%) do albendazol,
closantel, ivermectina e levamisol em 30 propriedades rurais criadoras de caprinos, no

Nordeste do Brasil

Grupo Experimental Média += DP Eficiéncia (%)
Control 4236 + 34,6" -
Albendazole 2303+ 25,1° 45,6 (0 — 85,4)
Closantel 107,3 + 12,0¢ 74,6 (0 —95,4)
Levamisole 66,11 + 5,99 84,3 (31,4 —99.2)

ABL I etras diferentes na mesma coluna significam diferenca estatistica (P<0,05).

ANOVA (Tukey post hoc).

Keyyu et al., (2002) na Tanzania relataram eficacia reduzida e desenvolvimento
de resisténcia aos benzimidazois e imidazothiazole pelo H. contortus em nematoides de
caprinos. Em Sao Paulo, foram descritos ndo haver reducdo significativa ao anti-
helminticos albendazole, levamisole, ivermectina e closantel, demonstrando a eficiéncia
apenas para triclorfom e moxidectina (ALMEIDA et al., 2010). No entanto, no Parana
estudos mostraram que o tratamento de caprinos com o closantel teve uma eficiéncia de
55,2% (FALBO et al., 2009).

Em outros paises, como a Etiopia, o RCOF nao apresentou resultados
significativos para albendazole, tetramisole e ivermectina (KUMSA; ABEBE, 2009),
além, de outros paises africanos que também tiveram resultados semelhantes (KEYYU
et al.,, 2002; ATANASIO et al., 2002). Na Espanha, resisténcia anti-helmintico de
63,6% foi detectada por RCOF nos rebanhos testados, com a menor eficiéncia
encontrada para albendazol (MARTINEZ-VALLADARES et al., 2013).

Nas coproculturas, as larvas infectantes mais prevalentes foram do género
Haemonchus e Trichostrongylus. Quando comparadas propriedades resistentes e
sensiveis ao Haemonchus poOs—tratamento, observou-se resisténcia em 78,5 % (22

propriedades), enquanto que ao Trichostrongylus verificou-se 78,2% (23 propriedades)
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(p<0,05). Citados como mais frequentes em diversas regides pesquisadas (MELO et al.,
2009; MOLENTO et al., 2011; MARTINEZ-VALLADARES et al., 2013).

Quando testado a ivermectina ambos apresentaram resisténcia pds-tratamento a
com Haemonchus (70%) e Trichostrongylus (60%). Em testes de resisténcia na mesma
regido Haemonchus (36,6%) apresentou indice bem inferior ao encontrado nesse estudo,
seguida pelos géneros Trichostrongylus sp (33,3%) e Oesophagostomun sp (6,6%)
(COELHO et al., 2010), que caracteriza o agravamento e dissemina¢cdo da RA ao grupo
quimico das lacotnas macrociclicas na regido estudada.

Analisando a eficidcia da droga no controlo de géneros verificou-se que o
closantel apresenta uma maior eficiéncia para Haemonchus e Trichostrongylus. No
estado do Ceara, género Haemonchus apresnetou resisténcia ao levamisol e
benzimidazol, enquanto que Trichostrongylus para o levamisol (VIEIRA;
CAVALCANTE, 1999).

No Parana, Haemonchus foi encontrado em 97% das culturas fecais apos o
tratamento com closantel (FALBO et al., 2009) e em S3o Paulo do género também foi
encontrada em culturas fecais apos o tratamento com albendazol, levamisol,
moxidectina, ivermectina e closantel, enquanto Trichostrongylus teve menor eficacia ao
albendazol (ALMEIDA et al., 2010).

Na Africa Haemonchus foi analisada como resistentes ao albendazol, tetramisole
e ivermectina (KUMSA; ABEBE, 2009) e na Europa Trichostrongylus apresentou
resisténcia a ivermectina (MARTINEZ-VALLADARES et al., 2013).

Em termos de niveis de resisténcia, as taxas de eficiéncia entre 0 ¢ 30,9% foram
considerados como de alta resisténcia, entre 31 e 60,9% como resisténcia intermediaria
e mais de 61%, de baixa resisténcia (Tabela 5). Closantel e levamisol apresentou
eficiéncia na maioria das fazendas, com 22 e 25 propriedades respectivamente. No
entanto, albendazole apresentou uma menor eficiéncia com 6 unidades produtivas com

alta resisténcia.

Tabela 5 — Niveis de resisténcia do parasito ao albendazol, levamisol, closantel e
ivermectina nas propriedades de caprinos de acordo com a porcentagem de eficiéncia

anti-helmintica.

Eficiéncia Nivel de Total de unidades de produgao por principio
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(%) Resisténcia ~ Albendazol Levamisol Closantel  Ivermectina
0-30,9 Alto 6 0 2 5
31-60,9  Intermediario 9 5 6 11

>61 Baixo 15 25 22 14

De acordo com o TEO, em todas as propriedades pesquisadas apresentaram
resisténcia a0 TEO, com a unidade produtiva de nimero um apresentando a menor
porcentagem com CEsy 0,119 pug/ml (IC95%: 0,003-0,398) e a de nimero 14 com a
maior CEsg 1,63 ug/ml (IC95%: 1,323-1,826) (Tabela 6). Com as trinta propriedades
estudadas apresentando um CEsy média 0,598 pg/ml (IC95%: 0,323-0,818).

Tabela 6 — Concentragao efetiva do tiabendazol necessaria para inibir 50% e 95% de
eclosdo dos ovos de nematoides gastrintestinais de caprinos oriundos de propriedades

rurais do municipio de Mossoro, estado do Rio Grande do Norte

Unidade CEso 1C95 CEso IC95

Produtiva (ng / ml) (%) (ng / ml) (%)
1 0,119 (0,003-0,398) 1,142 (0,295-2,015)
2 0,375 (0,164- 0,578) 1,765 (1,313-2,558)
3 0,147 (0,075-0,234) 1,248 (0,682-4,05)
4 0,271 (0,14-0,659) 1,3 (0,498-5,775)
5 0,263 (0,04-0,471) 0,937 (0,532-3,224)
6 0,403 (0,02-0,782) 1,404 (0,698-17,401)
7 0,702 (0,161-1,070) 1,819 (1,195-7,570)
8 0,318 (0,174-0,554) 3,289 (1,486-18,610)
9 0,289 (0,135-0,557) 3,248 (1,326-31,71)
10 1,38 (1,013-1,56) 2,15 (1,98-2,924)

1 0,215 (0,125-0,333) 2,326 (1,221-7,749)
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12 0,365 (0,205-0,631) 1,98 (1,022-8,397)

13 0,657 (0,486-0,807) 1,66 (1,359-2,205)
14 1,63 (1,323-1,826) 2,409 (2,101-3,484)
15 0,455 (0,088-0,913) 1,936 (1,548-3,299)
16 0,85 (0,383-1,124) 1,963 (1,548-3,299)
17 0,166 (0,041-0,207) 1,477 (0,713-7,776)
18 0,558 (0,295-0,687) 0,963 (0,795-1,508)
19 0,399 (0,123-0,504) 0,671 (0,538-1,423)
20 0,473 (0,159-0,629) 0,955 (0,741-1,787)
21 0,417 (0,320-0,490) 0,711 (0,604-0,928)
22 0,523 (0,258-0,663) 0,913 (0,728-1,523)
23 0,354 (0,249-0,437) 0,828 (0,687-1,083)
24 0,326 (0,139-0,451) 0,712 (0,526-1,198)
25 0,387 (0,266-0,488) 1,028 (0,833-1,395)
26 0,279 (0,149-0,384) 0,686 (0,514-1,039)
27 0,285 (0,214-0,344) 0,634 (0,532-0,806)
28 0,067 (0,024-0,122) 0,278 (0,164-0,409)
29 0,406 (0,068-0,695) 1,177 (0,687-6,501)
30 0,535 (0,308-0,723) 1,358 (1,032-2,063)

Com uma CEsyo média 0,598 pg/ml e apresentando a menor CEspde 0,11 pg/ml,
todas as propriedades pesquisadas foram consideradas resistentes pelo TEO, uma vez
que, de acordo com Coles et al. (1992) valores de TEO acima de 0,1 pg/ml ¢ indicativo
de resisténcia aos benzimidazois. A resisténcia aos benzimidazois ja foi diagnosticada
em varias regides do mundo (CHARLES et al., 1989; VIEIRA; CAVALCANTE, 1999;
MELO et al., 2003; COELHO et al., 2010; MOLENTO et al., 2011; VERISSIMO et al.,
2012; RIALCH et al., 2013; SANTOS et al., 2014).
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Estes valores de CEs( foram superiores aos valores de 1,49 ng/ml a 4,62 pg/ml,
registrados no Ceara (SANTOS et al., 2014), 0,3 a 0,5 pg/ml, reportados na Bahia
(BORGES, 2011), sendo assim uma das mais elevadas doses ja descritas no Brasil. No
contexto mundial esse dado supera os observados na Eslovaquia (VARADY et al.,
2006), se equiparando aos documentados na Dinamarca, cujos CEsp também
ultrapassam a marca de 0,5 pg/ml (MAINGI et al., 1998).

No Norte da india em estudos com os benimidazdis, a CEsy da propriedade mais
resistente apresentou um valor de 0,119 pg/ml, sendo bem inferior ao valor do presente
estudo (1,63 pg/ml). Porém, o resultado encontrado no Rio Grande do Norte foi inferior
ao publicado na regido do Ceard com uma CEs) 4,62 pg/ml (SANTOS et al., 2014).

A utilizagdo de farmacos de modo supressivo aliado as falhas de manejo
contribuem para o estabelecimento de parasitos resistentes aos produtos quimicos
(ALMEIDA et al., 2010), tornando os métodos tradicionais de controle ineficazes
quando baseados unicamente na utilizacao de anti-helminticos (VIEIRA et al., 2010).

Para o TDL com tiabendazol a unidade produtiva de niimero trinta apresentou a
menor porcentagem com CEsp 0,123 ug/ml (1C95% 0,089-0,157) e a de nimero 14 com
a maior CEsy 1,008 pg/ml (1C95%:0,891-1,109), porém com uma CEsy média de 0,518
pg/ml (IC95% 0,432-0,887) e CEg9 4,359 pg/ml (IC95% 3,047-8,178) (Tabela 7).

Tabela 7 — Concentragdo efetiva do tiabendazol necessaria para inibir 50% de
desenvolvimento larval (L1 para L3) em nematoides gastrintestinais de caprinos
naturalmente infectados oriundos de propriedades rurais do municipio de Mossoro,

estado do Rio Grande do Norte

Unidade CE,, 1C95 CEo 1C95
Produtiva (ng / ml) (%) (ng / ml) (%)
1 0,255 (0,69-0,407) 1,533 (1,051-3,824)
2 0,33 (0,058-0,610) 3,865 (2,462-11,666)
3 0,17 (0,010-0,407) 2,321 (1,527-4,791)
4 0,382 (0,086-0,677) 4,898 (3,097-14,819)

5 0,136 (0,053-0,246) 2,27 (1,530-3,708)



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

0,155
0,496
0,632
0,311
0,517
0,539
0,548
0,803
1,008
0,611
0,875
0,738
0,689
0,35
0,478
0,291
0,245
0,255
0,469
0,214
0,421
0,212
0,161

0,167

(0,46-0,315)
(0,364-0,612)
(0,492-0,751)
(0,260-0,365)
(0,420-0,611)
(0,449-0,625)
(0,469-0,627)
(0,535-1,256)
(0,891-1,109)
(0,529-0,692)
(0,70-1,00)
(0,532-0,890)
(0,432-0,887)
(0,186-0,453)
(0,308-0,632)
(0,195-0,406)
(0,143-0,362)
(0,218-0,295)
(0,280-0,636)
(0,162-0,268)
(0,215-0,606)
(0,168-0,258)
(0,125-0,197)

(0,011-0,464)

3,968
3,019
3,204
7,98
3,716
3,059
3,181
4,091
2,509
2,948
2,4
2,926
2,446
5,687
4,382
4,237
4,201
3,745
3,56
16,267
3,778
8,564
4,941

541
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(2,561-7,025)
(2,260-4,818)
(2,431-5,070)
(5,232-14,065)
(2,799-5,598)
(2,366-4,423)
(2,472-4,528)
(2,166-22,335)
(2,089-3,413)
(2,335-4,080)
(1,91-3,76)
(2,214-5,099)
(1,925-3,759)
(2,308-34,034)
(3,094-7,813)
(2,134-16,227)
(1,908-24,675)
(2,674-5,850)
(2,503-6,674)
(8,861-39,013)
(2,604-7,567)
(5,307-16,603)
(3,193-9,098)

(3,415-11,544)
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30 0,123 (0,089-0,157) 5,291 (3,261-10,639)

Quanto ao TDL apresentou maior CEsy e CEq de 1,008 e 16,267 ug/ml,
respectivamente. Estudos similares na india encontraram uma maxima CEsp e CEgo de
0,147 pg/ml e 3,051 pg/ml, respectivamente, porém com CE ¢9 bem inferior ao que foi
encontrada nesses estudo. Os benzimidazois tem sido utilizados ha décadas para
controlar nematoides gastrintestinais (CAMPBELL, 1990), tendo como consequéncia o
fendmeno de resisténcia (ECHEVARRIA et al., 1996), que vem aumentando ao longo
dos anos.

O TDL com ivermectina foi realizado em 30 propriedades, onde a Tabela 8
mostra a dose letal (DL) necessaria para inibir 50% do desenvolvimento da larva de
primeiro estagio (L1) para L3. Quanto a ivermectina o maior grau de resisténcia nas
unidades produtivas pesquisadas foi na propriedade 13 com uma CE sy de 8,964 ug/ml
tendo um intervalo de confianca (IC) a 95% valores entre 6,051 e 14,450 ug/ml.
Enquanto que a menor resisténcia foi verificada na propriedade 2 com uma CE 5, de

3,404 pg/ml e IC95% entre 2,765 e 4,076 pg/ml.

Tabela 8- Teste de desenvolvimento larval em caprinos naturalmente infectados tratados
com ivermectina com calculo da concentracdo efetiva necessaria para inibir 50% de

desenvolvimento larval em propriedades rurais da regido do municipio de Mossoro.

Ivermectina
Propriedade CE 50 (ng/ml) IC95%
1 4,782 (3,008-7,398)
2 3,404 (2,765-4,076)
3 5,118 (2,828-8,905)
4 5,669 (3,541-9,139)
5 7,542 (5,245-11,393)
6 8,656 (5,132-17,377)

7 4,626 (3,887-5,475)
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11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

5,194
5,619
5,01

6,212
7,77

8,964
6,174
7,45

8,286
7,98

8,931
6,104
5,538
5,992
5,984
7,741
7,611
8,269
6,111
5,469
5,168
4,378

4,782

(4,347-6,192)
(4,687-6,745)
(4,121-6,070)
(4,155-9,383)

(5,278-12,060)

(6,051-14,450)

(5,213-7,338)

(4,576-13,2117)

(6,927-10,057)
(6,728-9,581)
(7,457-10,897)
(5,163-7,235)
(4,729-6,483)
(3,861-9,076)
(4,045-8,966)
(6,550-9,245)
(6,524-8,957)
(7,075-9,769)
(5,195-7,208)
4,603-6,494)
(3,502-7,523)
(3,715-5,128)

(3,008-7,398)

61
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TDL foi descrito pela primeira vez por Coles et al., (1992) e posteriormente por
Hubert e Kerbouef (1992) e Gill et al., (1995), onde a ivermectina pode ser indicada e
utilizada nesses ensaios por possuir efeitos inibitdrios sobre as larvas (GILL et al., 1995;
KOTZE et al., 2006).

Assim, se verificarmos os trabalhos de Hubert e Kerbouef (1992), a dose
maxima indicada em ensaios de TDL com ivermectina foi de 0.0002 pg/ml bem inferior
a dose encontrada nesse trabalho. Provavelmente em razao da AR que apareceu como
um problema importante na pecuaria, surgindo a necessidade do desenvolvimento de
melhores ferramentas de diagndstico e de compreensdo dos mecanismos e grau de
resisténcia, especialmente contra lactonas macrociclicas (FALZON et al., 2013).

Maingi et al., (1998) realizaram TDL em propriedades resistentes e sensiveis a
ivermectina pelo FECRT, obtendo uma CE sy variando de 23 - 68.4 nM, em uma
propriedade resistente € CE 5o minima de 13.1 - 17 nM, nas propriedades sensiveis.

Para o TML as 30 propriedades também foram pesquisadas com o calculo da
CE 50 correspondendo a 16,337 uM e 1C95% entre 12,7-21,3 uM. Sendo que a curva da

dose- resposta para ivermectina esta representada na Figura 1.

Figura 1 — Curva dose-resposta obtida através do ensaio de inibicao da migragdo larval
em agar usando ivermectina realizadas em propriedades rurais de caprinos naturalmente

infectados no municipio de Mossor6, no Nordeste do Brasil.

100

80+

60-

40-

201

Migration of larvae in %

0.0 05 1.0 15 2.0 25
IVM in ug/mL [log]



63

O TML tem sido utilizado como teste para deteccdo de resisténcia a drogas
como ivermectina e moxidectina em nematdides de ovinos, caprinos e bovinos
(WAGLAND et al., 1992; RABEL et al.,, 1994; MOLENTO; PRICHARD, 2001;
GATONG I et al., 2003; KAPLANO et al., 2007, DEMELER et al., 2010; BORGES et
al., 2011).

A ivermectina corresponde a um medicamento conhecido por inibir o
desenvolvimento e mobilidade em estagios larvais nematoides gastrintestinais (GILL et
al., 1995), onde atuam na faringe do parasito e possui efeitos inibitorios sobre as larvas
e os vermes adultos (KOTZE et al., 2006).

Nos ensaios in vitro foi observado uma CEsy de 16,337uM nas propriedades
pesquisadas. Fortes et al (2013) analisando cepas resistentes de Haemonchus contortus
encontrou valor de CEsy de 91.06 pg/ml.

Quantos aos resultados da biologia molecular, na PCR em tempo real (qPCR)
para o F200Y foi obtidos resultados em 10 propriedades, sendo que o ISE apresentou
uma frequéncia de alelos sensiveis de 96,07% e resistente de 3,92%. Enquanto que as
maiores frequéncia de alelo resistente foram na propriedade dois e sete, com 85,81% e

73,11% de alelos resistentes, respectivamente (Tabela 9).

Tabela 9 - Frequéncia de alelos sensiveis e resistentes para o SNP F200Y detectados

em Haemonchus contortus de caprinos da regido do Rio Grande do Norte, Nordeste do

Brasil.
SNP F200Y

Isolados Ct+S’ Frequéncia de alelos (%)
Sensivel Resistente Sensivel Resistente

ISE 21,37+ 0,05 25,98 + 0,08 96,07 3,92

1 29,69 + 0,19 29,17+ 0,13 41,02 58,97

2 29,21 +0,14 26,61 + 0,04 14,18 85,81

3 28,12 + 0,08 26,33+ 0,19 223 77,60

4 22,46 + 0,15 22,62 + 0,04 52,71 47,28

5 24,65+ 0,10 23,79 + 0,04 35,62 64,37
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9

10

21,73 + 0,02
24,35+ 0,15
28,06 + 0,11
23,49 + 0,09

21,61 +0,05

21,10 + 0,06
2291 +0,04
26,96 + 0,09
22,25 +0,05

21,72+ 0,01

39,25
26,88
31,7
29,74

51,96

60,74
73,11
68,28
70,25

48,03

" Ct: Threshold cycle de trés repeticdes; S: Desvio padrio

Para o SNP F167Y foi obtido resultado das 30 propriedades pesquisadas, com o

ISE apresentando uma frequéncia de alelos sensiveis de 99,95%, sendo que a maior

frequéncia de alelos resistentes para esse SNP foram as propriedades 10 e 18,

apresentando 43,73 e 42,26%, respectivamente (Tabela 10).

Tabela 10 - Frequencia de alelos sensiveis e resistentes para os SNP F167Y isolados

em Haemonchus contortus de caprinos da regido do Rio Grande do Norte, Nordeste do

Brasil
SNP F167Y
Isolados Ct+S Frequencia de alelos (%)
Sensivel Resistente Sensivel Resistente
ISE 23,00 + 0,03 34,03 + 0,36 99,95 0,04
1 30,55+ 0,15 32,91 + 0,40 83,63 16,36
2 28,99 + 0,34 1,20 + 0,44 83,31 16,68
3 28,7+ 0,11 30,30 + 0,296 75,19 24,80
4 23,66+ 0,10 24,30+ 0,13 61,02 38,97
5 25,05+ 0,08 26,60 + 0,02 74,49 25,50
6 22,28+ 0,15 23,70 + 0,06 72,79 27,20
7 24,14 + 0,02 26,00 + 0,24 78,48 21,51
8 26,77+ 2,11 29,72 + 0,04 88,58 11,41
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

23,54+ 0,14
22,84 + 0,05
21,52+ 0,10
28,57 +0,03
22,61+ 0,05
23,80 + 0,09
21,94+ 0,28
29,10 + 0,21
29,88 + 0,05
30,30 + 0,14
28,99 + 0,18
21,58 + 0,44
23,18+ 0,07
23,98 +0,28
29,39 + 0,09
25,74 + 0,04
24,67 + 0,04
24,49 + 0,01
23,58 + 0,06
23,87 +0,12
21,54 + 0,24

22,38+ 0,17

24,89 + 0,09
23,20 + 0,09
23,10+ 0,15
29,84 + 0,09
24,30 + 0,06
25,02 + 0,09
23,46 + 0,09
30,03 + 0,24
30,51 + 0,13
30,75 + 0,55
30,70 + 0,17
24,63 +0,19
25,10 + 0,06
24,69 + 0,09
30,65 + 0,33
28,34 + 0,29
25,60 +0,17
26,98 + 0,09
25,46+ 0,21
28,91 +2,12
24,06+ 0,21

23,41 +0,08

71,87
56,26
74,97
70,59
76,29
69,96
74,14
65,57
60,69
57,73
76,58
89,22
79,09
62,00
70,54
85,84
65,52
84,88
78,55
97,06
85,15

67,15

28,12
43,73
25,02
29,40
23,70
30,03
25,85
34,42
39,30
42,26
23,41
10,77
20,90
37,99
29,45
14,15
34,47
15,11
21,44
2,93

14,84

32,84

" Ct: Threshold cycle de tries repeticodes; S: Desvio padrao
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Para o SNP E198A foram analisadas 17 amostras que resultou na deteccdo de

alelos sensiveis para todos os isolados (Tabela 11).

Tabela 11 - Frequencia de alelos sensiveis e resistentes para os SNP E198A isolados

em Haemonchus contortus de caprinos da regido do Rio Grande do Norte, nordeste do

Brasil.
SNP E198A
Isolados Ct+ S’ Frequencia de alelos (%)
Sensivel Resistente Sensivel Resistente

ISE 28,44+ 0,17 - 100 0
1 29,22+ 0,14 - 100 0
2 27,52 +0,18 - 100 0
3 26,75 + 0,24 - 100 0
4 21,98 + 0,04 33,39+ 0,74 99,96 0,039
5 23,63+ 0,17 - 100 0
6 20,70 + 0,025 30,42 + 0.81 99,88 0,11
7 23,19 + 0.62 - 100 0
8 26,76 + 0,17 - 100 0
9 22,35+ 0,06 32,84+ 1,62 99,93 0,06
10 20,76 + 0,12 31,37+ 0.23 99,93 0,06
11 20,13 + 0,07 30,96 + 0,15 99,94 0,05
12 28,24+ 0,19 - 100 0
13 21,17+ 0,15 31,84 + 0,45 99,93 0,06
14 21,66 + 0,52 31,32+ 0,59 99,87 0,12
15 19,69 + 0,07 30,97 + 1,52 99,95 0,04
16 27,37 + 0,037 - 100 0
17 28,40 + 0,15 - 100 0
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" Ct: Threshold cycle de tries repeti¢des; S: Desvio padrio

As andlises genéticas possuem maior impacto sobre o diagnostico de resisténcia
as drogas (MOLENTO et al., 2011). Desta forma, se presume que a detec¢ao deve ser
norteada pelo conhecimento dos SNP (GHISI et al., 2007), objetivando eliminar os
provaveis inconsisténcias entre os resultados de outras metodologias empregadas para
deteccio de fendtipos de resisténcia (MARTINEZ-VALLADARES et al., 2012).

Nesse contexto, foi diagnosticada presenca da resisténcia no F200Y e F167Y.
Pesquisas tém mostrado uma correlacao entre trés polimorfismos (SNP), sobre o isotipo
do gene da tubulina (ROBINSON et al., 2002), nas posi¢oes 167, 198 e 200, e
consequentemente resisténcia aos benzimidazois em diferentes espécies de nematoides.

As analises do SNP F167Y revelaram a existéncia de alelos resistentes com a
propriedade de ntimero dez apresentando maior porcentagem desse alelo (43,74%),
ainda que em propor¢des menores que aquelas verificadas para o SNP F200Y. Essa
menor propor¢do corrobora a maioria dos dados moleculares ja registrados
(SILVESTRE; CABARET, 2002; MOTTIER; PRICHARD, 2008; VON SAMSON-
HIMMELSTJERNA et al., 2009).

Entretanto um comportamento contrario foi observado quando comparado ao
perfil genético de isolados do Ceara, ja que, as mutagdes na posi¢do F167Y, foram tidas
como principal explicacdo para o fendmeno de resisténcia naquele estado (SANTOS et
al., 2014).

De acordo com Silvestre e Cabaret (2002) a mutagao na posicao 200 de do gene
da tubulina € o principal mecanismo genético que confere resisténcia aos benzimidazois
em nematoides de infec¢ao natural, porém, mutacao na posi¢ao 167 de is6tipo um gene
de B-tubulina pode atuar na resisténcia aos benzimidazoéis, na auséncia da mutacao na
posi¢ao 200, em condi¢des de laboratorio. Além disso, o alelo resistente para SNP
F167Y foi geralmente encontrado em porcentagens mais baixas em estudos simulares
publicados (SILVESTRE; CABARET, 2002).

Os valores das Frequéncias Alélicas de Resisténcia para o SNP F200Y foram os
mais elevados entre os polimorfismos pesquisados, com maior frequéncia alélica
observada na propriedade dois (85,6%), esses valores méaximos se aproximam dos
registrados na India para este mesmo SNP (TIWARI et al., 2006; MARHASHI et al.,
2011).



68

O controle ISE, esbocou uma porcentagem de 3,93% de alelos resistentes para
este polimorfismo em particular, o que ¢ tido como um resultado esperado, uma vez
que, este isolado acumula uma pequena taxa de mutacdo nesta trinca nucleotidica
(WALSH et al., 2007).

A elevada frequéncia deste alelo pode ser associada diretamente aos baixos
valores de eficiéncia encontrados nos testes de redugdo na contagem de ovos nas fezes
(TYDEN et al., 2014), bem como aos elevados valores de EC50 nos ensaios de
eclodibilidade de ovos (MARHASHI et al., 2011). Além disso, estes altos percentuais
permitem caracterizar este evento genético como principal fator atrelado a resisténcia
anti-helmintica (CUDEKOVA et al., 2010).

Os valores encontrados sdo superiores aos constatados em isolados do estado de
Sao Paulo com valores maximos de 66,7%, (NICIURA et al., 2012), isolados de Minas
Gerais, Sao Paulo e Santa Catarina, cujas maiores frequéncias foram de 40% (BRASIL
et al., 2012) e no Ceard, onde os maiores valores atingiram 30,20% (SANTOS et al.,
2014).

Quanto ao SNP E198A, a frequéncia de alelos resistentes foi considerada baixa
ou ausente em todas as propriedades pesquisadas. Apresentando resultado similar ao
encontrado por Santos e colaboradores (2014) que diagnosticou 100% de frequéncia de
alelos sensiveis para esse SNP.

A frequéncia de alelo resistente desse polimorfismo tem sido associado
principalmente a isolados altamente resistentes (RUFENER et al., 2009). Além  disso,
sua auséncia pode ser observada em populagdes que ja desenvolveram alta frequéncia
de alelos resistentes aos outros SNP encontrados no Haemonchus (SANTOS et al.,
2014), como observado no presente estudo.

O fato desta mutacdo nao ter sido detectada, foi provavelmente por nao ter
havido pressdao de selecdo sobre um individuo que manifestou essa permuta nas bases
nucleotidicas. No entanto esses dados podem fornecer subsidios para uma teoria que
defende que estas mutagdes possuem carater exclusivo, de modo que quando se
observam perfis de resisténcia vinculados ao SNP F200Y, ndo sdo constatadas
frequéncias consideraveis no SNP E198A (BARRERE etal., 2012; KOTZE et al., 2012;
SANTOS et al., 2014).

As analises voltadas para este polimorfismo em particular reinem poucos relatos

(MOTTIER; PRICHARD, 2008), onde tais alteracdes foram documentadas em
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situagdes de maultiplos ciclos de selecio de resistentes em ambito laboratorial
(RUFENER et al., 2009).

A elevada frequéncia deste alelo pode ser associada diretamente aos baixos
valores de eficiéncia encontrados nos testes de redugdo na contagem de ovos nas fezes
(TYDEN et al., 2014), bem como aos elevados valores de EC50 nos ensaios de
eclodibilidade de ovos (MARHASHI et al., 2011). Além disso, estes altos percentuais
permitem caracterizar este evento genético como principal fator atrelado a resisténcia
anti-helmintica (CUDEKOVA et al., 2010).

Os valores encontrados sdo superiores aos constatados em isolados do estado de
Sao Paulo com valores maximos de 66,7%, (NICIURA et al., 2012), isolados de Minas
Gerais, Sao Paulo e Santa Catarina, cujas maiores frequéncias foram de 40% (BRASIL
et al., 2012) e no Ceard, onde os maiores valores atingiram 30,20% (SANTOS et al.,
2014).
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6. CONCLUSOES

-O manejo adotado nas propriedades pesquisadas favorece a resisténcia parasitaria na
regiao;
-Aos testes in vivo a resisténcia encontra-se disseminada em todas as drogas testadas,

com o levamisol e closantel apresentando-se como os tratamentos mais eficientes, com

resultados FECRT de 84,3% e 74,6%, respectivamente;

-Nas analises in vitro houve resisténcia ao tiabendazol no teste de eclosao de ovos (ECsg
0,598 pg/ml). No desenvolvimento larval ao tiabendazol a CEsy 0,518 pug/ml e a
ivermectina possui CEsy 0,637 pg/ml. No teste de migracao larval a CEsy 16,337 uM;

- Os isolados apresentaram elevada frequéncia de alelos resistentes para o SNP: F167Y

e F200Y, nao revelando alteracdes genéticas referentes ao SNP E198A.
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APENDICE A — Questionario aplicado aos produtores rurais criadores de caprinos da

regido do Rio Grande do Norte, Nordeste do Brasil.

1. Identificacao

Proprietario:

Endereco: Localidade:

Proprietario reside na fazenda?

Area (ha): Telefone de contato:

A propriedade € cercada?

2. Total de caprinos:

Raga:

Reprodutores Matrizes Jovens (Ndo precisa separar por

Sexo0)

Cria ovinos? Se sim qual o|Cria bovinos? Se sim|Cria outras espécies animais na
total de animais? qual o total de|propriedade? Quais?

animais?

3. Manejo

Tipo de criacdo

Extensiva () Intensiva () Semi —intensiva ()

Finalidade

Carne ( ) Leite ( ) Mista ( )

Utiliza quarentena de recém-chegados? Vermifuga  animais  recém-

chegados?
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Separa jovens de adultos?

Uso vermifugo? Como calcula a dose?

Vermifuga em qual horario?

Ap6s a vermifugacdo os animais ficam presos?

Quais os vermifugos utilizados nos tltimos anos?

Vermifuga quantas vezes por ano? Em que época ou em quais meses (periodicidade)?

Vermifuga com base em que?
Calendario pré-fixado () Mortalidades, Sintomas, Perdas produtivas( )

FAMACHA ( ) Outro método ( ) Qual?

Troca o vermifugo anualmente?

Faz descanso de pastagem? Por quanto tempo?

Lembra quando fez a tltima vermifugagao e qual o vermifugo que foi utilizado?

Trocas de pasto apds vermifugacao?

Usa vermifugo alternativo?

Nao () Sim () Qual? Fitoterapico?( ) Homeopatico?(

Possui esterqueira?

Sim () Nao (), onde coloca as fezes?

Frequéncia de limpeza do aprisco?

Possui aprisco com piso ripado suspenso?

Presencga de assisténcia técnica ao rebanho caprino? Com que frequéncia?

Quais as doengas mais frequentes nos ultimos anos?
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Alimentagao:

Constituida apenas a base de pasto?

Usa concentrados?

Nos ultimos anos a eficacia do vermifugo tem:

Melhorado () Piorado ()

Permanecido ( )

N° de tratamentos/ano:




