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E Possivel Estimar a Eficiéncia Real dos Anti-helminticos por
Meio de Testes in Vitro?
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A verminose ovina causa problemas de perda de peso
e, em casos extremos, 6bito de animais. No intuito de
manter os animais sadios, a pergunta mais frequente
dos produtores é: com que anti-helmintico tratar seus
animais para resolver o problema da verminose? O
medicamento certo para cada propriedade depende de
fatores como o histérico de tratamentos dos rebanhos
(data/dose/principio ativo), uma vez que
antiparasitarios frequentemente usados podem causar
a resisténcia dos parasitos frente ao quimico.

Os exames de rotina dos laboratérios de parasitologia
veterinaria sdo o OPG (GORDON; WHITLOCK, 1939) e
a coprocultura (ROBERTS; O'SULLIVAN, 1950). O
primeiro determina o nimero de ovos de parasitos
presentes nas fezes, porém nao consegue identificar
as espécies de parasitos, o que é possivel, sete dias
mais tarde, por meio da coprocultura.

Uma técnica de campo, o teste de reducdo da
contagem de ovos nas fezes (TRCOF), usa o OPG para
identificar o anti-helmintico mais recomendado para
um determinado rebanho. Trata-se de um teste
efetivo, mas laborioso, oneroso e moroso. Por outro
lado, técnicas laboratoriais sdo também capazes de
avaliar a resisténcia de parasitos a principios ativos,
podendo ser realizadas de forma mais rapida e menos
onerosa.

Vantagens e desvantagens dos testes de campo e
laboratoriais serao, portanto, abordados neste
Comunicado Técnico, que tem por objetivo mostrar a
técnicos e ovinocultores (a) os fundamentos dos
atuais testes de campo para a avaliacdo dos isolados?®
de parasitos de animais de campo como resistentes
(ou nao) a principios ativos, e (b) os avancos obtidos
com os testes laboratoriais de antiparasitarios na
esperanca de facilitar a identificacdo do anti-
helmintico mais recomendado, sem a necessidade de
testes a campo.

Como é realizada a identificacao do
anti-helmintico mais recomendavel
para seu rebanho?

Existe uma tendéncia de o produtor rural pensar que
aquilo que funciona para o tratamento dos animais do
seu vizinho também funciona para a sua propriedade,
porém o isolado de parasitos de animais a campo de
propriedades vizinhas pode ser diferente, pois sédo
populacdes de parasitos que foram "expostos" a
sucessivos tratamentos com diferentes grupos de
principios ativos. Em outras palavras, é importante
que seja avaliada a eficacia do anti-helmintico no
rebanho em questdo, a qual é varidvel em funcao do:
histérico de utilizacao da droga, nimero de
tratamentos durante o ano, frequéncia da entrada de
novos animais, relevo da propriedade, tipo de
pastagem, tipo de criacdo, manejo sanitario, manejo
nutricional, entre outros.

" Zootecnista, PhD em Wool Science, pesquisadora da Embrapa Pecuéria Sul, Bagé, RS.

2 Médico Veterinario, Pés- Doutor em Sanidade Animal, pesquisador da Embrapa Pecuéria Sul, Bagé, RS.

® O termo isolado de parasitos se refere a populacdo de nematédeos gastrintestinais que acomete um determinado rebanho
animal em um determinado periodo de tempo (todos os vermes que estdo na propriedade).
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Para saber que principio ativo é o mais adequado para
determinada propriedade rural é necessario realizar o
teste de reducao da contagem de ovos nas fezes
(TRCOF). Este utiliza uma metodologia onde animais
de campo sdo agrupados em tantos grupos quanto o
numero de anti-helminticos se deseja testar, além do
grupo controle ndo tratado. Grupos com,
aproximadamente, 10 animais cada. Amostras de
fezes sdo coletadas, diretamente da ampola retal, de
forma individual, por isso a identificacdo dos animais é
essencial (tatuagem, brinco, tintura ou outras). No
laboratério é realizado o exame de contagem de OPG
onde o numero de ovos de Trichostrongilideos (familia
de parasitos de importancia veterinaria) é denominado
como OPG (nimero de ovos por grama de fezes) do
dia zero.

Geralmente, no décimo dia (entre 7 a 14 dias,
dependendo dos produtos utilizados e da
disponibilidade do produtor), retorna-se a propriedade
e coletam-se novamente amostras de fezes dos
mesmos animais, individualmente, e no laboratério é
realizada nova contagem de ovos. Calcula-se entao a
reducdo do nimero de ovos de parasitos do dia 10
com relacao aos do dia zero e, por comparacao entre
os grupos, é escolhido o anti-helmintico com maior
eficacia para o tratamento dos animais.
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Coleta de fezes 1 (C1)
Teste de OPG no laboratério
Resultado: OPG inicial

c2 Dia 10:

Coleta de fezes 2 (C2)
Teste de OPG no laboratorio
Resultado: OPG final
Célculo da reducado de OPG

Ex: Grupo 1 OPG inicial (média) = 2500
OPG final (média) = 100
2500 - 100%
100 -(100-x) x=96%
Interpretagdo: Houve uma eficacia de 96% do anti-helmintico testado
no grupo 1, ou seja, o vermifugo usado no Grupo 1‘ controlara os
parasitos de forma eficiente.
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Figura 1. Fluxograma do teste de reducdo de contagem de ovos nas
fezes exemplificando teste de 4 anti-helminticos considerando uma
populacdo de 40 animais.

O TRCOF significa que um técnico visite a
propriedade duas vezes em um intervalo de 10
dias. No entanto, para cada grupo de principios
ativos deveria ser usado um intervalo diferente
(COLES, 2005). No caso dos benzimidazéis: 7-10
dias; no caso dos imidatiazois: 3-7 dias e no caso
das lactonas macrociclicas (avermectinas): 14-17
dias.Portanto, se for usado o intervalo médio de
10 dias, somente o primeiro grupo teria uma
avaliacdo correta. Por outro lado, torna-se
laborioso fazer com que o técnico retorne a
propriedade nos dias 7, 10 e 17 (além do dia zero)
para obter resultados fidedignos para os trés
principais grupos de principios ativos. Na pratica, é
recomendavel que o produtor de ovinos utilize o
TRCOF uma vez ao ano (FORTES; MOLENTO,
2013), com o objetivo de monitorar a eficacia dos
medicamentos, e substituir o medicamento
(principio ativo) que apresentar percentual abaixo
de 80% de eficacia.

Na realidade, o principal alvo deste teste é avaliar
o isolado de campo que o produtor possui na sua
propriedade, independentemente do nimero de
animais que ele possui no rebanho. Quanto ao
nimero de anti-helminticos a serem utilizados, na
pratica, devem ser usados, pelo menos, aqueles
em uso na propriedade e o novo principio ativo a
ser testado (planejamento para troca anual de
principio ativo).

Existem técnicas laboratoriais
capazes de identificar o melhor
anti-helmintico a ser utilizado?

Uma alternativa aos ensaios in vivo sdo os testes
laboratoriais (ou in vitro) para a deteccao de
resisténcia anti-helmintica a diversos grupos de
medicamentos. Prévio ao desenvolvimento destes
testes, a Unica forma de identificar resisténcia de
parasitos a principios ativos era por meio de
infeccdo de animais, culminando com a necropsia
parasitolégica dos mesmos, delineamento bastante
oneroso.

4
A populacdo de parasitos é considerada “resistente” quando a reducédo do nimero de OPG é < 95%.
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Apesar de poderem ser realizados com um “pool”°de
fezes enviado pelo préprio produtor rural (proveniente
de uma Unica coleta), um dos limitantes dos testes in
vitro se deve ao fato deles basearem seus resultados
em fases de vida livre do parasito (de ovos® a L3,
geralmente encontrados no ambiente), ou seja,
estagios passiveis de serem obtidos em cultivo no
laboratério, a partir de ovos de nematdides coletados
das fezes dos animais. No entanto, os medicamentos
agem no estdémago dos hospedeiros, onde se
encontram larvas L4, fémeas e machos adultos.
Apesar de alguns trabalhos mostrarem avancos no
cultivo in vitro de estadios larvais além do L3
(STRINGFELLOW, 19886), é percebido entre
pesquisadores que estadios mais avancados no ciclo
dos parasitos (nematédeos adultos) s6 podem ser
obtidos por meio de coleta direta em animais
parasitados apds necropsia destes, o que oneraria os
exames laboratoriais. A correta avaliacdo dos produtos
ativos, portanto, depende da correlacdo entre os
resultados de L3 e de adultos, fato que s6 pode ser
observado por meio da comparacao do TRCOF (a
campo) com os de laboratério.

Os métodos in vitro ndo possuem a interacado do efeito
do hospedeiro no estabelecimento da infeccao
parasitaria e na variacdo da farmacodinamica da droga
no organismo animal (CHAGAS et al., 2011). No
entanto, os testes laboratoriais in vitro sdo mais
rdpidos, mais econdémicos e menos trabalhosos do que
os in vivo (DEMELER et al., 2012). Os testes
laboratoriais mostraram ter um uso promissor em
simular o comportamento dos principios ativos nos
parasitos.

A) Eclodibilidade de ovos (LE JAMBRE, 1976)
B) Paralisia larvar (MARTIN; LE JAMBRE, 1979)
C) Desenvolvimento larvar (COLES et al., 1988,
1992)

D) Inibicdo de alimentacao larvar (ALVAREZ-
SANCHEZ et al., 2005)

E) Inibicdo da migracao larvar (WAGLAND et al.,
1992)

O teste de eclodibilidade de ovos avalia a capacidade
dos ovos de parasito se tornarem larvas e o de
paralisia larvar estima a percentagem de L3
paralisadas em diluicOes seriadas de anti-helminticos,
sob condicdes laboratoriais.Mais recentemente,
outras adaptacdes e padronizacdes tém sido
adicionadas ao repertério de exames parasitolégicos
usados para testar principios ativos, como o "teste de
desenvolvimento larvar" que mede a capacidade do
ovo se desenvolver até L3 sob a acdo de determinado
anti-helmintico em cultura contendo E. coli como
nutriente. Uma versdo do teste de desenvolvimento
larvar é chamada de DrenchRite’® (da Microbial
Screening Technologies, New South Wales,
Australia), usado pela Universidade da Geérgia nos
Estados Unidos, que identifica quais sdo as drogas
mais eficientes no campo. Esse ensaio estd baseado
no teste de desenvolvimento larvar para detectar
resisténcia contra benzimidazais,
imidazotiazoéis/tetrahidropirimidinas e
avermectinas/milbemicinas. Mais tarde, o teste de
desenvolvimento larvar foi capaz de identificar
resisténcia de H contortus e T. colubriformis a
moxidectina (KAPLAN et al., 2007), resultados
confirmados pelo teste de reducdao de OPG em
estabelecimentos produtores de caprinos.

O teste de inibicdo da alimentacédo larvar estima a
capacidade do parasito em se alimentar quando estéa
em contato com o principio ativo, e o "teste de
migracdo larvar™" avalia a capacidade de L3 migrarem
ativamente por meio de peneiras de nylon com
malhas de 25um (no caso de parasitos de ovinos)
apés a incubacao destas com anti-helminticos. Cada
um destes testes mede mecanismos importantes da
fisiologia do parasito, dado a que alguns principios
ativos afetam a eclodibilidade, a alimentacdo, ou a
motilidade do parasito.

Seria possivel entdo conciliar os mais recentes
conhecimentos académicos em testes parasitoldgicos
com o TRCOF, teste laborioso para saber qual
medicamento deva ser usado para determinada
populacdo de parasitos no campo?

° 0 pool é o conjunto de fezes coletadas de véarios animais, o qual perfaz uma Unica amostra. Para a coleta de fezes para realizacdo dos
testes in vitro, levar em consideracéo a ultima data de tratamento anti-helmintico do rebanho e o periodo de caréncia (eficacia) do produto

utilizado.

° Para exemplificar, o ciclo do Trichostrongylus colubriformis inicia na forma de ovos (nas fezes), que com temperatura e umidade propicias
se transformam em larva estadio 1 (L1, média de 2 dias), estas em L2 (32 dias) que se alimentam de bactérias no bolo fecal a L3. As L3
(em média 32 dias até o estadio de L4) possuem cuticula protetora e também sdo chamadas de larvas infectantes pois sédo ingeridas pelo
hospedeiro (ANDERSEN et al., 1966), se transformam em L4, posteriormente larvas imaturas e finalmente adultas.

’ Disponivel em: <https://www.wormx.info/storeyhowell2012>.
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Tais técnicas laboratoriais estdo sendo usadas para
avaliar anti-helminticos in vitro, dispensando, portanto,
os testes com animais. No entanto, inexiste um
padrédo internacional reconhecido por grupos de
parasitologistas que defina que testes devam ser
utilizados para simular in vitro um resultado no campo.

A Tabela 1 mostra um resumo de resultados de
literatura utilizando vérios testes in vitro. Nela pode-se
observar que a determinacédo dos niveis de resisténcia
de H. contortus frente ao closantel ndo foi possivel de
ser observada por meio dos testes de desenvolvimento
larvar (LACEY et al., 1990), paralisia larvar (DOBSON
et al., 1986), e de eclodibilidade de ovos (LE JAMBRE,
1976). No entanto, o teste de migracdo de larvas L3 e
L4 de H. contortus foi capaz de demonstrar niveis de
resisténcia frente a este principio ativo (ROTHWELL;
SANGSTER, 1993). Este mesmo teste foi ainda capaz
de detectar resisténcia de H. contortus frente ao
levamisole, tiabendazole e ivermectina.

Os testes de motilidade larvar (GILL et al., 1991),
desenvolvimento larvar (GIORDANO et al., 1988;
KAPLAN et al., 2007), inibicdo da alimentacédo larvar
(ALVAREZ-SANCHEZ et al., 2005) e migrac&o larvar
(DEMELER et al., 2010) foram efetivos na
identificacdo da resisténcia de H. contortus frente a
ivermectina. Sendo que a resisténcia de T.
colubriformis e T. circumcincta também foi detectada
por meio do teste de inibicdo da alimentacdo larvar
(ALVAREZ-SANCHEZ et al., 2005). Por sua vez, a
resisténcia dos parasitos frente a moxidectina foi
detectada pelo teste de desenvolvimento larvar para
os parasitos H. contortus e T. colubriformis (KAPLAN
et al., 2007) e no de inibicdo da migracao larvar para
a resisténcia de H. contortus, T. colubriformis e T.
circumcincta (DEMELER et al., 2013).

O teste de migracao larvar modificado foi exitoso em
identificar a resisténcia de H. contortus frente as
lactonas macrociclicas (KOTZE et al., 2006), teste que
ndo teve o0 mesmo sucesso para os parasitos 7.
colubriformis e O. circumcincta.

O teste de paralisia larvar foi capaz de detectar a
resisténcia de O. circumcincta frente a levamisole
(MARTIN; LE JAMBRE, 1979), bem como o de

desenvolvimento larvar (VARADY; CORBA, 1999)
para os parasitos H. contortus e O. circumcincta.

Os melhores testes para a deteccao da resisténcia
de tiabendazole em H. contortus e O. circumcincta
foram os de eclodibilidade larvar (LE JAMBRE,
1976) e desenvolvimento larvar (VARADY;
CORBA, 1999).Cabe ressaltar que ainda existem
testes bioquimicos e moleculares para a deteccédo
de resisténcia dos parasitos aos principios ativos
(TAYLOR et al., 1992), mas que sdo utilizados
essencialmente em pesquisa cientifica, estando
ainda, distantes da realidade de serem
disponibilizados aos produtores rurais para
identificacdo de resisténcia anti-helmintica em
isolados de campo.

Diante da revisdo realizada quanto ao estado da
arte sobre os testes de eficiéncia do uso de anti-
helminticos, é fundamental a deteccdo precoce e
fidedigna da resisténcia parasitaria na criacao de
ovinos. Dentro desse contexto, experimentos
comparando os resultados de testes de reducao de
OPG com os testes in vitro sdo fundamentais para
validar se realmente serd possivel estimar
resultados de campo com os observados em testes
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Tabela 1. Literatura referente a testes laboratoriais de resisténcia de parasitos frente a diversos produtos
+

anti-helminticos.
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