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RESUMO - O presente experimento foi realizado com isolados de Cooperia spp.
obtidos de propriedades em Mato Grosso do Sul, no periodo de julho de 2009 a janeiro
de 2011. O objetivo do presente trabalho foi determinar a concentracdo efetiva
requerida para paralisar 50% das larvas do género Cooperia (CE50), em isolados
resistentes de campo em Mato Grosso do Sul, utilizando ivermectina e moxidectina para
0 teste in vitro, e calcular o fator de resisténcia (FR) para este género. Foram utilizados
oito isolados para o teste de migracdo em gel de agar para ivermectina, os isolados
Sensivel, e os resistentes Nova Alvorada do Sul I, Campo Grande BNA, Campo Grande
TBR, Nova Alvorada do Sul Il, Bandeirantes, Campo Grande Il e Porto Mortinho. Sete
isolados foram utilizados para o teste com moxidectina, o Sensivel, Campo Grande
BNA, Campo Grande TBR, Nova Alvorada do Sul I, Bandeirantes, Campo Grande Il e
Porto Mortinho. Foram observados os seguintes valores de CE50 de ivermectina para 0s
isolados: Sensivel, 1,16 nmol; Nova Alvorada do Sul I, 4,09 nmol (FR= 3,52); Campo
Grande BNA, 3,57 nmol (FR= 3,07); Campo Grande TBR, 4,09 nmol (FR= 3,52); Nova
Alvorada do Sul Il, 2,50 nmol (FR= 2,15); Bandeirantes, 11,35 nmol (FR= 9,78);
Campo Grande Il, 6,03 nmol (FR= 5,20); e Porto Mortinho, 8,63 nmol (FR= 7,44). Para
moxidectina foram observados os seguintes valores de CE50: Sensivel, 0,75 nmol;
Campo Grande BNA, 0,93 nmol (FR= 1,24); Campo Grande TBR, 0,36 nmol (FR=
0,48); Nova Alvorada do Sul Il, 2,57 nmol (FR= 3,42); Bandeirantes, 1,43 nmol (FR=
1,90); Campo Grande II, 1,08 nmol (FR= 1,44); e Porto Mortinho, 0,49 nymol (FR=
0,65). O teste in vitro utilizando a técnica de migracdo de larvas em gel de &gar permitiu
a diferenciacdo fenotipica entre isolados sensivel e resistentes, apresentou maior
sensibilidade do que o FECRT e mostrou-se uma forma pratica e uma possivel
ferramenta para o diagnéstico da resisténcia de ivermectina em isolados de campo de

Cooperia spp..

Palavras-chave: migracdo, in vitro, nematodas, lactonas macrociclicas.



ABSTRACT - This experiment was conducted with isolates of Cooperia spp. obtained
of properties in Mato Grosso do Sul, between the periods of July 2009 to January 2011.
The objective of this study was to determinate the required effective concentration to
paralyze 50% of the larvae of thr genus Cooperia (EC50), in field resistants isolates in
Mato Grosso do Sul, using ivermectin and moxidectin for in vitro test, and calculate the
resistance factor (RF) for this genus. Eight field isolates were used to the larval
migration in agar test to ivermectin, using ivermectin-sensitive isolate, Nova Alvorada
do Sul I, Campo Grande BNA, Campo Grande TBR, Nova Alvorada do Sul II,
Bandeirantes, Campo Grande Il and Porto Mortinho resistant isolates. Seven field
isolates were used to moxidectin test, the moxidectin-sensitive, Campo Grande BNA,
Campo Grande TBR, Nova Alvorada do Sul Il, Bandeirante, Campo Grande Il and
Porto Mortinho isolates. The following EC50 values of ivermectin were observed for
isolates: Sensitive, 1.16 nmol; Nova Alvorada do Sul I, 4.09 nmol (RF= 3.52); Campo
Grande BNA, 3.570nmol (RF= 3.07); Campo Grande TBR, 4.09 nmol (RF= 3.52);
Nova Alvorada do Sul Il, 2.50 nmol (RF= 2.15); Bandeirantes, 11.35 nmol (RF= 9.78);
Campo Grande Il, 6.03 nmol (RF= 5.20); and Porto Mortinho, 8.63 nmol (RF= 7.44).
To moxidectin were observed following EC50 values: Sensitive, 0.75 nmol; Campo
Grande BNA, 0.93 nmol (RF= 1.24); Campo Grande TBR, 0.36 nmol (RF= 0.48); Nova
Alvorada do Sul Il, 2.57 nmol (RF= 3.42); Bandeirantes, 1.43 nmol (RF= 1.90); Campo
Grande 11, 1.08 nmol (RF= 1.44); and Porto Mortinho, 0.49 nmol (RF= 0.65). The in
vitro test, using the larval migration in agar technique allowed phenotypic
differentiation between sensitive and resistant isolates, showed higher sensitivity than
FECRT and has been demonstrated a practical way and a possible tool for diagnosis of

ivermectin resistance in field isolates of Cooperia spp.

Keywords: migration, in vitro, nematode, macrocyclic lactones.
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1. INTRODUCAO

Com o aumento da populacdo humana, melhoria nos padrdes de vida e aumento
das negociacBes internacionais em relacdo aos produtos de origem animal, é de
fundamental importancia a diminuicdo dos fatores ambientais que reduzam ou
minimizem os resultados produtivos, que supririam as crescentes necessidades
mercantis. Segundo Bianchin (1987) dentre estes fatores, destacam-se as helmintoses,
oscilagOes estacionais na disponibilidade e qualidade da pastagem, doengas, 0 manejo
inadequado e caréncias minerais como causadores de prejuizos na pecuaria de corte no
Brasil. Estima-se que a mortalidade de bezerros no Rio Grande do Sul, causada por
helmintoses varia de 10 a 30%, e que a diferenca entre os animais ndo tratados e
tratados seja de 50 kg/bezerro (PINHEIRO et al., 2000).

O parasitismo causado por nematodas gastrintestinais em bovinos, de maneira
diferente do que ocorre em ovinos, geralmente se apresenta com evolugdo subclinica.
Desta forma, compostos que apresentem percentuais de eficacia entre 50% e 70%
podem controlar os efeitos adversos causados por estes parasitos. Isto faz com que a
resisténcia a anti-helminticos em bovinos seja diagnosticada com menor facilidade do
gue em ovinos (FAQO, 2004).

No inicio da década de 80, com o langcamento das avermectinas, principalmente
da ivermectina, ocorreu uma revolugdo no mercado de produtos veterinarios para o
controle de parasitos (GEARY, 2005). No entanto, com o final da vigéncia de patente
deste farmaco, varias formulacGes contendo avermectinas foram liberadas no mercado
com preco reduzido, o que resultou em seu uso indiscriminado e, consequentemente na
selecdo de populacdes resistentes de ecto e endoparasitos (RODRIGUES, 2007). Esta
forma de uso de drogas antiparasitarias e 0 ndo conhecimento sobre 0s aspectos
epidemiolégicos do agente parasitario pelos produtores tém provocado a selecdo dos
parasitos resistentes a acdo dos medicamentos utilizados, podendo apresentar-se como
um dos principais problemas sanitarios da cadeia de producdo animal (PAIVA et al.,
2001).

O meétodo mais empregado para o controle de helmintoses de ruminantes
domésticos é o uso de produtos quimicos. No entanto, a utilizacdo de anti-helminticos
como instrumento exclusivo de controle, tem seu futuro comprometido devido ao

progressivo aumento do nimero de relatos de resisténcia anti-helmintica e também pela
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falta de perspectiva de desenvolvimento de novas moléculas com propriedades
antiparasitarias. Sendo entdo, de grande importancia adotar medidas que permitam
prolongar a vida util das drogas disponiveis no mercado (FAO, 2003), monitorando a
resisténcia a fim de diagnostica-la ainda quando presente em pequena proporcao na
populagdo de parasitos. Tais problemas tém levado ao desenvolvimento de pesquisas
em medidas de controle ndo quimico, tais como pastejo alternado (FERNANDES et al.,
2004), selecdo de animais geneticamente resistentes (AMARANTE & AMARANTE,
2003), controle bioldgico utilizando fungos nemat6fagos (ARAUJO et al., 2004),
manejo nutricional, vacina e fitoterapia (BIANCHIN & CATTO, 2008).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O que é resisténcia e como ocorre?

A resisténcia antiparasitaria é definida como a habilidade de uma populacéo de
parasitos em suportar doses de drogas que seriam letais para a maioria dos individuos de
uma populacao susceptivel desta mesma espécie (STONE, 1972).

Uma populacdo tem em sua composicdo uma maioria de individuos
homozigotos susceptiveis (SS), poucos individuos heterozigotos (SR e/ou RS) e uma
pequena propor¢do de individuos homozigotos resistentes (RR). A presenca de uma
minima parcela de individuos RR (sendo apenas 0,01%) ja permite o inicio do processo
de selecdo, mesmo sendo apOs 0 primeiro contato com um produto antiparasitario
(MOLENTO, 2005). Uma dose que tem a capacidade de eliminar todos parasitos
susceptiveis e alguns parasitos heterozigotos poderia promover o aparecimento da
resisténcia em uma populacdo suscetivel (SILVESTRE et al., 2002).

Segundo Kaplan (2004), muitos nematodas parasitos de importancia veterinaria
apresentam caracteristicas genéticas que favorecem o desenvolvimento de resisténcia
aos anti-helminticos. De acordo com Mottier e Lanusse (2001), as caracteristicas
genéticas que podem ser atribuidas a resisténcia sdo traduzidas nas seguintes
modificag¢fes bioquimicas que reduzem do efeito da droga contra o parasito: diminui¢do
do nimero e/ou da afinidade dos receptores aos quais a droga se liga, modificacdes de
sistemas enzimaticos que degradam a droga, alteracdes estruturais que reduzem a

captacdo do principio ativo, aumento do metabolismo enzimatico e/ou efluxo.



O desenvolvimento da resisténcia sofre influéncia de fatores como pratica de
manejo, clima e idade dos animais que s&o tratados, principalmente quando os
produtores utilizam apenas um produto quimico durante periodos prolongados,
utilizando doses de forma inadequada ou varios produtos com intervalos de tempo
muito curtos para o controle de helmintoses, assim podendo ndo eliminar de maneira
eficaz os parasitas e provocando a resisténcia aos farmacos (VASQUES et al., 2007).

A possibilidade de surgimento de populacdes de parasitas resistentes €,
geralmente, pouco observada pelos meédicos veterinarios, como também pelos
produtores, porque a eficécia dos anti-helminticos ndo é clinicamente evidente, e apenas
pode ser detectada se for averiguada especificamente (PRICHARD, 1994 e WALLER,
1994). No entanto, se essa resisténcia ocorrer, ndo sera revertida mesmo suspendendo
uso da classe de anti-helminticos que foi utilizada (MARTIN et al., 1998); isso ocorre
pelo fato de que os genes que conferem a resisténcia podem estar presentes em
frequéncia muito alta nos parasitas e isto lhes permite mecanismos metabolicos que tem
a capacidade de impedir ou mesmo superar os efeitos letais da droga (GILL & LACEY,
1998).

Estratégias para retardar o processo de sele¢do da resisténcia e controlar cepas
resistentes, usualmente agregam minimos tratamentos quimicos, procurando maximizar
a eficacia da droga e, se possivel, elencar uma alternancia lenta de drogas procurando
limitar o contato do hospedeiro com parasita pela manipulacdo do ambiente de pastejo
(JACKSON, 1993).

2.2. Situacdo da resisténcia anti-helmintica em bovinos no mundo

Os relatos de resisténcia em bovinos eram pouco encontrados na literatura, ndo
significando que os seus parasitas tenham menor diversidade genética para expressdo da
resisténcia, mas sim pela menor frequéncia de tratamentos aos quais sdo submetidos
quando comparados com ovinos e caprinos (PAIVA et al., 2001). Atualmente hd um
crescente nimero de relatos de resisténcia anti-helmintica em bovinos e o género
predominante nos registros é Cooperia (JACKSON et al., 1987; VERMUNT et al.,
1995; COLES et al., 1998; ACUNA & PAIVA, 2000; FIEL et al., 2001; PAIVA et al.,
2001; FASHANU & FAGBEMI, 2003; BORGES et al., 2005; RANGEL et al., 2005;
MELLO et al., 2006; SOUTELLO et al.,, 2007 SUAREZ & CRISTEL, 2007,
CARDOSO et al., 2008; SOUZA et al., 2008; CONDI et al., 2009; DEMELER et al.,



2009; GASBARRE et al.,, 2009; CEZAR et al., 2010; DEMELER et al., 2010;
EDMONDS et al., 2010 e EL-ABDELLATI et al., 2010).

Jackson et al. (1987) relataram pela primeira vez espécies resistentes de
Cooperia spp. em bovinos na Nova Zelandia. Estes autores utilizaram o teste de reducéo
na contagem de ovos (FECRT) e o teste de eclodibilidade de ovos (teste in vitro),
identificando percentuais de redugdo na contagem de ovos para o grupo tratado com
oxfendazole de 65,4% e 100% para o grupo tratado com levamisole. Ja no teste in vitro,
observou-se a concentracdo efetiva mediana (CE50) de 0,52 pg/mL™ de oxfendazole
para 0 isolado de Cooperia spp. resistente e CE50 de 0,23 pg/mL™ para isolado
susceptivel.

Vermunt et al. (1995) relataram resisténcia anti-helmintica multipla em
Cooperia spp. na Nova Zelandia, utilizando o FECRT. Ivermectina apresentou 64% de
eficacia depois de oito dias do tratamento e eficacia nula apds 14 dias, enquanto
oxfendazole apresentou 93% e 59% de eficacia apos oito e 14 dias, respectivamente.

Coles et al. (1998) realizaram um estudo no Reino Unido onde bezerros foram
tratados com ivermectina. Apds sete dias do tratamento, utilizando FECRT, foi
verificada eficécia de 65%, sendo realizada necropsia em dois animais, identificando a
presenca de 12% de Nematodirus helvitianus, 78% de C. oncophora e 10% de C.
mcmasteri. Posteriormente, infectaram oito bezerros machos, livres de infeccdo por
helmintoses, com larvas extraidas de culturas de fezes de dois animais naturalmente
infectados e, ap6s 35 dias com avaliacdo do FECRT a ivermectina apresentou 44% de
eficacia.

Fiel et al. (2001) realizaram um trabalho na regido dos Pampas, na Argentina,
utilizando a metodologia FECRT e o teste anti-helmintico controlado. Com a utilizagéo
do FECRT foi possivel observar uma reducdo de 65% para ivermectina formulagédo
aquosa, reducdo negativa (-20%) para ivermectina longa acdo (formulacdo oleosa) e
85% para doramectina. Para moxidectina e febendazole, obtiveram uma reducdo de
95% e 100% respectivamente. No teste anti-helmintico controlado, a eficacia para C.
oncophora foi de 62,7 e 48%, para ivermectina formulagdo aquosa e ivermectina longa
acao respectivamente.

Fashanu & Fagbemi (2003) realizaram uma pesquisa utilizando dez rebanhos
bovinos totalizando 630 animais, em Shaki, estado de Oyo na Nigéria. A metodologia
utilizada foi a de desenvolvimento larval (teste in vitro), na qual foram testados

principios ativos, albendazole, febantel, levamisole e morantel. Para a realizagéo da
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técnica in vitro foram coletadas amostras fecais aleatoriamente em cada rebanho, sendo
detectada a resisténcia para 0s quatro principios ativos. A resisténcia ao albendazole foi
detectada em dois rebanhos e ao febantel em um rebanho, ambos com uma CE50 maior
que 0,10 pg/mL™. Para o levamisole e morantel foram detectadas resisténcia em trés e
dois rebanhos respectivamente com a CE50 maior que 1,0 pg/mL™.

Suarez & Cristel (2007) avaliaram 25 rebanhos de gado de corte na Regido
Oeste Pampeana na Argentina, quanto a ocorréncia da resisténcia anti-helmintica e
espéecies de nematdides envolvidos. A resisténcia anti-helmintica foi detectada em 16
(64%) rebanhos, sendo a resisténcia a ivermectina encontrada em 15 (60%) rebanhos
com eficacia estimada pelo FECRT entre 0 — 85%. Cooperia spp. foi o nematoda
predominante pds-tratamento em todos os rebanhos com resisténcia a ivermectina, o que
demonstrou um alto nivel de resisténcia na regido de engorda da Argentina.

Demeler et al. (2009) realizaram o FECRT em 20 propriedades na Europa, sendo
sete na Bélgica, cinco na Suécia e oito na Alemanha. Apo6s 14 dias ao tratamento foi
observada resisténcia a ivermectina em quatro propriedades, uma na Bélgica (74% de
reducdo), outra na Suécia (83%) e outras duas na Alemanha (87% e 69%). No entanto,
21 dias ap0s o tratamento, o nimero de propriedades com resisténcia aumentou para
nove, Bélgica (58%, 67% e 73%), Suécia (47%, 88% e 79%) e Alemanha (84%, 81% e
35%), sendo a espécie C. oncophora mais prevalente (85%) em 17 das 20 propriedades
identificadas nas culturas apds o 14° dia de tratamento, e em todas as propriedades ap6s
21 dias. Também encontraram O. ostertagia em algumas fazendas da Suécia e
Alemanha, porém em menor ndmero.

Gasbarre et al. (2009) nos Estados Unidos, relataram resisténcia anti-helmintica
para diversas bases, moxidectina, doramectina eprinomectina, ivermectina e
albendazole. Dentre todas as formulacdes testadas, a média de nenhum grupo alcancou a
eficacia acima de 85% para o FECRT, sendo o maior valor moxidectina (82%) e menor
para eprinomectina (42%). As espécies de maior prevaléncia recuperadas em necropsias
de todos os grupos tratados foram Haemonchus contortus (entre 55 — 99%), H. placei
(entre 0 — 45%) e C. punctata (85 — 100%).

Edmonds et al. (2010) realizaram um estudo anti-helmintico controlado no
sudoeste de ldaho, Estados Unidos, com 50 novilhas com alta contagem de ovos por
grama de fezes. Febendazole e oxfendazole obtiveram eficacias maiores que 90% contra
vermes adultos de Cooperia spp. quando comparados com 0 grupo controle.

Moxidectina obteve 88% de reducdo contra Cooperia spp. no pos-tratamento, em
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relagdo ao grupo controle, enquanto o grupo tratado com ivermectina ndo apresentou
reducdo quanto a forma adulta deste género. Baseado nas médias geométricas, 0s quatro
grupos obtiveram eficacias maiores que 90% contra formas adultas de O. ostertagi
qguando comparados com o grupo controle. Febendazole e moxidectina foram
igualmente eficazes contra o desenvolvimento e inibigdo das fases iniciais de L4 de O.
ostertagi. Ivermectina ndo foi eficaz contra o desenvolvimento ou inibicdo das fases
iniciais de L4.

Na Bélgica, EI-Abdellati et al. (2010) acompanharam a evolucdo da resisténcia
de C. oncophora a ivermectina em bovinos em uma fazenda durante quatro anos,
utilizando o FECRT. Destacou-se em 2006 pela primeira vez, a presenca desta espécie
como resistente a ivermectina, com uma reducdo de 73%, abaixo de 40% em 2007 e
reducdo nula em 2008. Para moxidectina em 2009, o percentual de reducéo foi de 83%,
demonstrando uma resisténcia lateral das lactonas macrociclicas. Por outro lado, os
benzimidazois obtiveram 100% de eficacia. Nesta propriedade, havia o histérico do uso
prolongado de ivermectina do periodo entre 1991 e 2006. Estes pesquisadores também
utilizaram o teste de inibicdo da migracdo larval com uma versdo modificada, de acordo
com Demeler et al. (2010), utilizando um isolado sensivel de C. oncophora e dois
isolados resistentes a ivermectina, ColVR07 (2007) e o ColVR08 (2008). Os resultados
de CE50 para CoIVRO07 foi de 542 nM ¢ para ColVROS foi de 698 nM, sendo 4,5 e 5,8
vezes maiores que o CE50 do isolado sensivel (120 nM).

Demeler et al. (2010) adaptaram trés diferentes métodos in vitro para detectar a
resisténcia anti-helmintica em bovinos. Os métodos foram: teste de desenvolvimento
larval (LDT) utilizando ivermectina e thiabendazole, teste de inibicdo da migracdo
larval (LMIT) para levamisole e ivermectina e o teste de avaliacdo da motilidade larval
(MMT) avaliando somente ivermectina. Os ovos de nematodas e as larvas de terceiro
estdgio de O. ostertagi e C. oncophora foram isolados de fezes de bovinos
experimentalmente infectados. Foram utilizados isolados sensiveis de C. oncophora e
O. ostertagi e resistente a ivermectina e thiabendazole respectivamente. Para 0s
isolados sensiveis de C. oncophora e O. ostertagi os valores de CE50 foram entre
0,0051 e 0,0018 mg/mL para thiabendazole e entre 3,19 e 1,64 nM para ivermectina,
para C. oncophora resistente o CE foi igual 16,3 nM, no teste LDT. Embora os valores
de CE50 de ivermectina para O. ostertagi e C. oncophora sensiveis tenham sido
semelhantes, os valores de CE50 de ivermectina para o teste LMIT foram cerca de 3

vezes superiores (CE50= 123 nM para C. oncophora sensivel e CE50= 404 nM para O.
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ostertagi sensivel) e para C. oncophora resistente chegou a ser 5 vezes superiores
(CE50= 621 nM) . Para o teste MMT, os resultados de CE50 referentes a C. oncophora
suscetivel e resistente foram 1,68 e 8,17 nM respectivamente, tendo fator de resisténcia
(FR) igual a 4,86. Segundo os pesquisadores, 0s trés testes sao confiaveis, identificando
diferencgas significativas na resposta para ivermectina (p<0,0001) entre isolado sensivel
e resistente de C. oncophora, tendo um fator de resisténcia de aproximadamente cinco
para ivermectina e 2,8 para levamisole. O teste de desenvolvimento larval também
detectou diferencas nas repostas entre os isolados de O. ostertagi sensiveis e 0s

selecionados (p<0,001) com um fator de resisténcia igual a 2 para thiabendazole.

2.3. Situacdo da resisténcia anti-helmintica no Brasil

No Brasil, o primeiro relato de resisténcia anti-helmintica em bovinos foi
realizado por Pinheiro & Echevarria (1990) no municipio de Bagé, no estado de Rio
Grande do Sul, onde constataram resisténcia ao oxfendazole (60% de reducéo),
albendazole 5 mg/kg (81%) e albendazole 7,5 mg/kg (88%) para Haemonchus spp.,
utilizando o método FECRT. Trichostrongylus axei e as espécies dos géneros
Ostertagia e Cooperia foram sensiveis as formulagdes anti-helminticas, com eficacia
superior a 90%.

Acufia & Paiva (2000) relataram resisténcia de espécies parasitos gastrintestinais
de bovinos ao realizarem teste de campo em propriedade localizada no municipio de
Caraguatatuba, Sdo Paulo, Brasil, empregando FECRT para comparacdo de duas
formulacGes comerciais: moxidectina e ivermectina. No 14° dia pos-tratamento,
verificaram uma reducéo de 82,5% no grupo tratado com ivermectina, ja o grupo tratado
com moxidectina ndo apresentou ovos até o 14° dia pos-tratamento. Pelos critérios
sugeridos pela World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology -
W.A.A\V.P. (COLES et al., 1992), nos casos em que as reducdes sdo menores de 90%
na contagem de ovos por grama de fezes (OPG), a droga pode ser considerada
moderadamente efetiva e a suspeita de resisténcia anti-helmintica pode ser considerada.

Posteriormente, Paiva et al. (2001) utilizaram uma técnica in vitro de
desenvolvimento das formas parasiticas imaturas com modificacdes daquelas descritas
por Stringfellow (1988) e Rothwell & Sangster (1993). Para a realizacéo desta técnica,
foram utilizados os isolados da Fazenda Modelo da Embrapa Gado de Corte - MS (75%

de Cooperia sp., 10% Haemonchus sp. e 15% Oesophagostomum sp.) e CNPGC (55%

13



Cooperia sp., 35% Haemonchus sp. e 10% Oesophagostomum sp.), ambas em Campo
Grande, MS, e isolado Serramar (71% Cooperia sp., 28% Haemonchus sp. e 01%
Oesophagostomum sp.) provindo de uma propriedade em Caraguatatuba, SP. O isolado
sensivel, proveniente da Fazenda Modelo, apresentou CE50 de 10,04 ng de ivermectina;
e o isolado Serramar de 580.172,30 ng, que corresponde ao fator de resisténcia (FR) de
57.786,08. No isolado sensivel (CNPGC) o valor de CE50 foi de 130,39 ng/mL™ com
um FR de 12,98.

Varios outros estudos demonstraram a resisténcia a anti-helminticos em
nematodas parasitos de bovinos no Brasil. Rangel et al. (2005) observaram resisténcia
de Cooperia spp. e Haemonchus spp., & ivermectina e doramectina, pelo FECR
municipio de Betim, Minas Gerais. Também neste mesmo Estado, Borges et al. (2005)
avaliaram a eficacia de ivermectina na dose de 630 pg/kg e observaram apos 14 dias
depois do tratamento, resisténcia de H. placei, C. punctata e C. spatulata nos cinco
rebanhos avaliados e de C. pectinata em dois deles, utilizando necropsias
parasitolégicas. Mello et al. (2006) avaliaram a eficacia anti-helmintica de diferentes
lactonas macrociclicas em bovinos no municipio de Santa Maria, Rio Grande do Sul,
sendo constatada a resisténcia de Trichostrongylus spp. e Cooperia spp. a todas
formulagoes.

Soutello et al. (2007) realizaram um estudo em 25 propriedades rurais na regiao
noroeste de S&o Paulo, avaliando a eficacia de ivermectina, moxidectina, sulfoxido de
albendazole e fosfato de levamizole, demonstraram resisténcia de Cooperia spp. e
Haemonchus spp. a estes principios ativos em 23, 0, 5 e 2 propriedades,
respectivamente.

Cardoso et al. (2008) realizaram dois testes controlados no municipio de
Seropédia, Rio de Janeiro, em 1998, e observaram resisténcia de C. punctata a
ivermectina e a doramectina, que apresentaram 53,9% e 82,4% de eficécia,
respectivamente.

Souza et al. (2008) avaliaram a eficacia de ivermectina, fosfato de levamizole e
sulfoxido de albendazole em 39 propriedades localizadas no Planalto Catarinense,
dentre as quais, 82,1% apresentaram animais com helmintos resistentes a ivermectina,
15,4% ao fosfato de levamisole e 7,8% ao sulfoxido de albendazole. Em apenas 10,3%
das propriedades a eficacia de todos os anti-helminticos foi superior a 95%. Os géneros

predominantes resistentes a ivermectina foram Cooperia e Haemonchus.
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Condi et al. (2009) relataram resisténcia a moxidectina no estado de S&o Paulo,
utilizando o método FECRT, com percentuais de reducdo para o grupo tratado de 88,
85, 88 e 92% apds trés, sete, 10 e 14 dias depois do tratamento respectivamente
comparados ao grupo controle. Os géneros predominantes nas coproculturas depois do
tratamento foram Cooperia e Oesophagostomum. No teste do anti-helmintico
controlado, moxidectina apresentou-se 100% eficaz contra Haemonchus e
Trichostrongylus, e eficacia de 81,4% para Trichuris, 65,2% para Cooperia (C.
punctata e C. pectinata) e 44,8% para Oesophagostomum radiatum.

Cezar et al. (2010) relataram resisténcia as lactonas macrociclicas em baixas
(1%) e altas concentragcdes (3,5%), como também associa¢Bes (ivermectina +
abamectina) para os géneros Cooperia, Haemonchus e Trichostrongylus, em um
rebanho com 149 bovinos, situado no municipio de Sao Pedro do Sul, no Rio Grande do
Sul.

Diante destes expostos, é possivel observar o crescente problema da resisténcia
no territorio nacional, destacando-se o género Cooperia. As lactonas macrociclicas
(avermectinas/milbemicinas) sdo os produtos mais comercializados para controle de
endo e ectoparasitos e € uma das classes de anti-helminticos para a qual mais se

encontram relatos de resisténcia na literatura mundial.

2.4. Métodos para identificar a resisténcia anti-helmintica

Para identificacdo da resisténcia anti-helmintica, existem testes utilizando
metodologia in vivo e in vitro.

Dentre os testes in vivo, hd o teste anti-helmintico controlado, envolvendo
tratamento e necropsia de animais infectados, e o calculo da eficicia do anti-helmintico
¢ determinado pela comparacdo da carga parasitaria encontrada entre 0s animais
tratados e ndo tratados. Os animais sdo randomizados em grupos e medicados, sendo a
data da necropsia de acordo com a farmacocinética do anti-helmintico avaliado, entéo
0s parasitos sdo recuperados, contados e identificados (WOOD, et al., 1995). E uma
técnica onerosa, que exige equipe especializada e o tempo para o resultado final pode
ser muito longo, porém € a de maior acuracia.

A metodologia mais comumente utilizada é o teste de reducdo da contagem de
ovos nas fezes (FECRT), que é simples e relativamente facil de executar. Porém

apresenta resultados que ndo podem estimar com precisao a eficacia de anti-helminticos,
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porque a produgdo de ovos de nematddeos nem sempre se correlacionam bem com 0s
nameros reais de vermes e o teste mede apenas os efeitos sobre a producdo de ovos de
vermes adultos (TAYLOR et al., 2002). Muito embora o resultado deste teste ndo seja
consistente, sendo pouco sensivel, podendo apresentar uma variacdo acima de 20%,
pode-se estimar a presenca da resisténcia quando a eficicia de determinado produto
esteja abaixo de 95%. O teste ndo tem a sensibilidade para detectar os niveis de
resisténcia quando esta se encontra abaixo de 25% da populacéo de parasitos (MARTIN
etal., 1989).

Le Jambre et al. (1999) consideram que 0 quesito mais importante para o
combate a resisténcia, no intuito de conservar a sensibilidade anti-helmintica nas
populacdes parasitos, € a capacidade em detecta-la enquanto em baixos niveis. Isto ja é
possivel pela utilizacdo de testes in vitro, pois tém grande precisdo, sdo bastante
sensiveis, permitem medidas quantitativas da sensibilidade e/ou resisténcia, estudo do
modo de agdo dos anti-helminticos e dos mecanismos de resisténcia (TAYLOR &
HUNT, 1989; ROTHWELL & SANGSTER, 1993), porém sdo técnicas trabalhosas e
exigem tempo e instalacdes para producdo de culturas monoespecificas, quando assim
feitas.

Os testes in vitro para avaliacdo de eficacia de drogas anti-helminticas podem
representar um importante instrumento para o diagnéstico de resisténcia de nematodas
parasitos de ruminantes. Todas as metodologias para realizacdo destes testes utilizam
concentragfes seriais dos anti-helminticos a serem testados, de acordo com
caracteristicas do modo de acdo. Quando sdo utilizadas diferentes concentra¢cdes nos
testes in vitro, € possivel calcular as concentracbes efetivas (CE) para, por exemplo,
considerar qual concentracdo ira matar 50 ou 90 % da populagédo (CEsp ou CEgp) € assim
concluir pela presenca ou ndo da resisténcia; assim esta conclusdo tera como referencial
a dose terapéutica, sendo transformadas as respostas encontradas e expressas em uma
regressao linear em relacdo a dose (TAYLOR & HUNT, 1989).

Muitos autores avaliaram testes in vitro, expondo os diferentes estagios do ciclo
evolutivo dos parasitos aos farmacos, de acordo com seu modo de acdo, tais como:
testes de eclodibilidade de ovos indicado para benzimidazois (LE JAMBRE, 1976;
DOBSON et al., 1986 e VARADY et al., 1996); desenvolvimento de larvas indicado
para benzimidazdis e lactonas macrociclicas (COLES et al., 1988; TAYLOR, 1990;
LACEY et al., 1990, GILL et al., 1995; AMARANTE et al., 1997; ATHANASIADOU
et al., 2001; KAPLAN et al., 2007;); avaliacdo da motilidade das larvas que pode ser
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utilizado para morantel, lactonas macrociclicas e levamisol (COLES et al., 1989; GILL
et al., 1991; D’ASSONVILLE et al.,, 1996 e VARADY et al., 1998), o teste de
desenvolvimento de fases imaturas de parasitos podendo ser aplicada para todos as
classes de anti-helminticos (STRINGFELLOW, 1988; ROTHWELL & SANGSTER,
1993 e SMALL & COLES, 1993), o teste de inibicdo da alimentacdo das larvas,
desenvolvidas para lactonas macrociclicas e imidatiazois (ALVAREZ-SANCHEZ et al.,
2005, DIEZ-BANOS et al., 2008), e o teste de inibicdo da eliminacdo da cuticula,
avaliado para extrato de plantas taniferas (BAHUAUD et al., 2006 e BRUNET &
HOSTE, 2006), sendo a maioria destes testes desenvolvidas para parasitos de ovinos,
havendo poucos trabalhos envolvendo parasitos gastrintestinais de bovinos (JACKSON
et al., 1987; PAIVA et al., 2001; FASHANU & FAGBEMI, 2003; EL-ABDELLATI et
al., 2010 e DEMELER et al., 2010).

O teste de eclodibilidade de ovos foi desenvolvido para diferenciar cepas
sensiveis e cepas resistentes de nematodas gastrintestinais para benzimidazois e
levamisol (FAO, 2004). O teste original foi descrito por Le Jambre (1976) e tem sido
usado desde entdo, com algumas modificacfes por muitos outros pesquisadores. Este
teste tem como objetivo determinar a proporcao de ovos que ndo eclodiram apos serem
incubados em concentracdes seriadas de benzimidazo6is por um tempo determinado
(CUTULLE et al., 1999). E um método preciso para avaliacdo da susceptibilidade de
populacdes mistas de nematodas gastrointestinais, e € comparativamente mais rapido e
mais econémico do que o FECRT (FAO, 2004). A principal desvantagem desta é
exigéncia de ovos ndo desenvolvidos. Esse problema ocorre porque os benzimidazoéis
atuam apenas sobre o ovo na primeira parte do desenvolvimento, ja quando a
embrionacdo acontece, 0s ovos tornam-se menos suscetiveis a este grupo de anti-
helminticos e assim pode resultar em falsos positivos (CUTULLE et al., 1999).

Teste de motilidade larval é baseado na determinagdo do percentual de larvas
que sdo paralisadas ap0s serem expostas por 24 horas em diluicdes seriadas de anti-
helminticos. Para execucdo deste teste, € necessario isolado sensivel a ser testado em
paralelo com isolados supostamente resistentes (MARTIN & LE JAMBRE, 1979). Os
testes que avaliam a motilidade através da migracdo por um sistema de agar e telas,
consistem em contar 0 nimero de larvas que sdo capazes de migrar atraves deste
sistema pela exposicdo de luz, ap6s serem expostas a dilui¢bes de anti-helminticos
(GILL et al., 1991; D’ASSONVILLE et al., 1996, MOLENTO & PRICHARD, 2001 e

KOTZE et al., 2006). Os testes tém a vantagem de usar larvas de terceiro estagio, que
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sdo facilmente obtidas de coproculturas, e a sua execucdo €é relativamente facil, porém
esta técnica tem algumas desvantagens, como por exemplo, ocorre uma atipica dose-
resposta, no modo que altas concentracdes elevadas de levamisole sdo menos eficazes
do que baixas concentracdes para imobilizar as larvas (CUTULLE et al., 1999).

Para o teste de desenvolvimento larval, ovos de nematdédeos sdo incubados em
pogos que contém meios nutritivos e as concentracbes seriadas dos anti-helminticos
para assim posteriormente identificar se hd o desenvolvimento até o terceiro estagio
larval (COLES et al., 1988). Os testes de desenvolvimento larval sdo os Unicos que
permitem a deteccdo de resisténcia contra todas as drogas, independentemente do seu
modo de acdo (FAO, 2004). As desvantagens desta técnica sdo a necessidade de uma
monitoracdo cuidadosa da placa na qual os ovos sdo colocados para a ecloséo, e a
necessidade dos ovos serem livres de qualquer residuo organico (CUTULLE et al.,
1999). Outros fatores importantes sé@o que as contagens e a determinacdo da CE50 s&o
demoradas, e é preciso como em outras técnicas in vitro, a utilizacdo de uma cepa
susceptivel e uma resistente (FAO, 2004).

Os testes moleculares até entdo sé sdo indicados para analisar a resisténcia frente
aos benzimidazoles, devido ao fato de que os mecanismos moleculares da resisténcia
para lactonas macrociclicas, levamizole e pirantel ainda ndo sdo totalmente
compreendidos (COLES et al.,, 2006). As técnicas de PCR e RT-PCR sdao muito
sensiveis, se baseiam na utilizacdo de DNA e RNA respectivamente, para detectar genes
de resisténcia em baixas freqliéncias em populacbes de parasitos suscetiveis
(CUTULLE, 1999).

De acordo com a revisdo feita por Taylor et al. (2002), o teste da unido da
tubulina, é baseado nas alteracdes bioquimicas dos parasitos com a ligacdo dependente
da estrutura particular dos benzimidazois. Este teste € rapido, tem alta reprodutibilidade
e € sensivel para pequenas alteracdes no status de resisténcia de populagdes de parasitos
(FAO, 2004). Porém esse teste exige trabalho com is6topos radioativos que requerem
instalacGes aprovadas, laboratério e pessoal especialmente treinado, o uso de
equipamentos caros e também pelo fato de ser uma técnica que leva tempo para sua
realizacdo (CUTULLE et al., 1999).

O teste de inibicdo da alimentacéo larval é uma técnica baseada na avaliacdo da
ingestdo de Escherichia coli, identificadas com fluoresceina-5-isotiocianato, por larvas
de primeiro estagio incubadas em diluicdes seriadas de anti-helminticos. As larvas que

ingeriram E. coli sdo identificadas atraves da mudanga na coloragdo intestinal,
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observadas em microscopio de fluorescéncia invertido (ALVAREZ-SANCHEZ et al.,
2005). Segundo estes autores, esta técnica tem a vantagem de ser mais simples e mais
rapida, quando comparada ao teste de desenvolvimento larval.

Smout et al. (2010), adaptaram uma técnica originalmente utilizada para medir o
crescimento celular em tempo real, para avaliar a eficacia de drogas sobre os principais
helmintos de humanos e animais, como por exemplo, H. contortus, Strongyloides ratti,
ancilostomideos adultos e vermes que parasitam o sangue. A nova aplicacao é baseada
em um dispositivo de monitoracdo de eventos celulares (XCELLigence), avaliando em
tempo real de forma automatizada, a transferéncia elétrica de microeletrodos integrados
na parte inferior da placa de cultivo celular, que informam qualquer alteracdo de ovos,
larvas e vermes adultos em relacdo ao efeito de anti-helminticos. Segundo o0s
pesquisadores, é uma técnica simples e objetiva, para detectar em tempo real a eficacia
de anti-helminticos sobre os diferentes estagios dos parasitos, e a sua utilizacdo sera
valiosa para deteccdo da resisténcia e desenvolvimento de outros farmacos.

Com a reducdo dos investimentos na descoberta de novos farmacos anti-
helminticos, por centros de pesquisas e pela industria farmacéutica veterinaria, e o
conhecimento limitado sobre a biologia dos parasitos, sendo a medida que poderia
apontar para novos mecanismos de acdo de drogas, reduzem a perspectiva do
desenvolvimento de novos grupos quimicos, principalmente aqueles com acédo
endectocidas, como as lactonas macrociclicas (GEARY & THOMPSON, 2003). Desta
maneira, sdo de fundamental importancia o monitoramento e a realizacdo de testes para
avaliacdo dos niveis de resisténcia anti-helmintica.

O objetivo do presente trabalho foi determinar a concentracdo efetiva requerida
para paralisar 50% das larvas do género Cooperia (CE50), resistentes em isolados de
campo no Estado de Mato Grosso do Sul, utilizando ivermectina e moxidectina para o

teste in vitro, e calcular o fator de resisténcia (FR) para este género isolado.
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Abstract

The objective of this study was to determinate the required effective concentration to
paralyze 50% of the larvae of thr genus Cooperia (EC50), in field resistants isolates in
State of Mato Grosso do Sul, using ivermectina (IVM) and moxidectin (MXD) for in
vitro test, and calculate the resistance factor (RF) for this genus. Eight field isolates
were used to the larval migration in agar test to ivermectin, using IVM-sensitive
(CNPGC/UFMS) isolate, Nova Alvorada do Sul I, Campo Grande BNA, Campo
Grande TBR, Nova Alvorada do Sul Il, Bandeirantes, Campo Grande Il and Porto
Mortinho resistant isolates. MXD was evaluated in all these isolates, except the Nova
Alvorada do Sul I. The following EC50 values of IVM were observed for isolates:
Sensitive, 1.16 nmol; Nova Alvorada do Sul I, 4.09 nmol (RF= 3.52); Campo Grande
BNA, 3.570nmol (RF= 3.07); Campo Grande TBR, 4.09 nmol (RF= 3.52); Nova
Alvorada do Sul Il, 2.50 nmol (RF= 2.15); Bandeirantes, 11.35 nmol (RF= 9.78);
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Campo Grande II, 6.03 nymol (RF= 5.20); and Porto Mortinho, 8.63 nmol (RF= 7.44).
To MXD were observed following EC50 values: Sensitive, 0.75 nmol; Campo Grande
BNA, 0.93 nmol (RF= 1.24); Campo Grande TBR, 0.36 nmol (RF= 0.48); Nova
Alvorada do Sul II, 2.57 nmol (RF= 3.42); Bandeirantes, 1.43 nmol (RF= 1.90); Campo
Grande 11, 1.08 nymol (RF= 1.44); and Porto Mortinho, 0.49 nmol (RF= 0.65). The in
vitro test, using the larval migration in agar technique allowed phenotypic
differentiation between sensitive and resistant isolates, showed higher sensitivity than
FECRT and has been demonstrated a practical way and a possible tool for diagnosis of

ivermectin resistance in field isolates of Cooperia spp.

Keywords: migration, in vitro, nematode, macrocyclic lactones.

Resumo

O objetivo do presente trabalho foi determinar a concentracdo efetiva requerida para
paralisar 50% das larvas do género Cooperia (CE50), resistentes em isolados de campo
no Estado de Mato Grosso do Sul, utilizando ivermectina (VM) e moxidectina (MXD)
para o teste in vitro, e calcular o fator de resisténcia (FR) para este género isolado.
Foram utilizados oito isolados de campo para o teste de migracdo em gel de agar para
IVM, o isolado Sensivel (CNPGC/UFMS), e os resistentes Nova Alvorada do Sul I,
Campo Grande BNA, Campo Grande TBR, Nova Alvorada do Sul Il, Bandeirantes,
Campo Grande Il e Porto Mortinho. Os mesmos foram utilizados para avaliagdo de
MXD, exceto o isolado Nova Alvorada do Sul I. Foram observados os seguintes valores
de CES0 de IVM para os isolados: Sensivel, 1,16 nmol; Nova Alvorada do Sul I, 4,09
nmol (FR= 3,52); Campo Grande BNA, 3,57 nmol (FR= 3,07); Campo Grande TBR,
4,09 nmol (FR= 3,52); Nova Alvorada do Sul I, 2,50 nmol (FR= 2,15); Bandeirantes,
11,35 nymol (FR= 9,78); Campo Grande Il, 6,03 nmol (FR= 5,20); e Porto Mortinho,
8,63 nmmol (FR= 7,44). Para MXD foram observados os seguintes valores de CE5O0:
Sensivel, 0,75 nmol; Campo Grande BNA, 0,93 nmol (FR= 1,24); Campo Grande TBR,
0,36 nmol (FR= 0,48); Nova Alvorada do Sul II, 2,57 nmol (FR= 3,42); Bandeirantes,
1,43 nmol (FR= 1,90); Campo Grande Il, 1,08 nmol (FR= 1,44); e Porto Mortinho, 0,49
nmol (FR= 0,65). O teste in vitro utilizando a técnica de migracdo de larvas em gel de

agar permitiu a diferenciacéo fenotipica entre isolados sensivel e resistentes, apresentou
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maior sensibilidade do que FECRT e mostrou-se uma forma préatica e uma possivel
ferramenta para o diagndstico da resisténcia de ivermectina em isolados de campo de

Cooperia spp.

Palavras — chave: migracdo, in vitro, nematodas, lactonas macrociclicas.

Introducéo

Desde o descobrimento das moléculas para tratamento de verminoses, 0 método
mais utilizado para o controle de helmintos em ruminantes domeésticos é o uso destes
produtos quimicos. Entretanto, a utilizacdo de anti-helminticos como instrumento
exclusivo no controle, tem seu futuro comprometido devido a um crescente aumento no
nimero de casos de resisténcia e a falta de perspectiva de lancamento de novos
farmacos com propriedades terapéuticas antiparasitarias. Sendo assim, € de grande
importancia adotar medidas que prolonguem a vida Util das drogas disponiveis no
mercado (FAQO, 2003).

No inicio da década de 80, com o langcamento das avermectinas, principalmente
da ivermectina (IVM), ocorreu uma revolucdo no mercado de produtos veterinarios para
o controle de parasitos (GEARY, 2005). No entanto, com o final da vigéncia de patente
deste farmaco, varias formulacGes contendo avermectinas foram liberadas no mercado
com preco reduzido, o que resultou em seu uso indiscriminado e, consequentemente, na
selecdo de populagdes resistentes de ecto e endoparasitos (RODRIGUES, 2007). Esta
forma de uso de drogas antiparasitarias pelos produtores, sem que haja um estudo sobre
0s aspectos epidemiol6gicos do agente parasitario, tem provocado a selecdo dos
parasitos resistentes a acdo dos medicamentos utilizados, podendo apresentar-se como
um dos principais problemas sanitarios da cadeia de producdo animal (PAIVA et al.,
2001).

A resisténcia tem como defini¢do a capacidade de uma populacdo de parasitos
em tolerar doses de drogas que seriam letais para a maioria dos individuos de uma
populacdo susceptivel desta mesma espécie (STONE, 1972). Os relatos de resisténcia
em bovinos eram poucos encontrados na literatura, ndo significando que 0s seus
parasitos tenham menor diversidade genética para expressao da resisténcia, mas sim
pela menor frequéncia de tratamentos aos quais sdo submetidos quando comparados

29



com ovinos e caprinos (PAIVA et al., 2001). Atualmente, hd um crescente nimero de
relatos de resisténcia anti-helmintica em bovinos e o género predominante nos registros
de resisténcia ¢ Cooperia, sendo estes relatos feitos na Nova Zelandia (JACKSON et
al.,1987 e VERMUNT et al., 1995), Reino Unido (COLES et al., 1998 e FAMILTON et
al., 2001) Argentina (ANZIANI et al., 2000; FIEL et al., 2001; MEJI"A et al., 2003;
SUAREZ & CRISTEL, 2007), Nigéria (FASHANU & FAGBEMI, 2003), e Brasil
(PINHEIRO & ECHEVARRIA, 1990; PAIVA et al., 2001; RANGEL et al., 2005;
MELLO et al., 2006; SOUTELLO et al., 2007; CARDOSO et al. 2008; SOUZA et al.,
2008; CONDI et al., 2009 e CEZAR et al., 2010) destacando o crescente problema da
resisténcia para este género no territério nacional. Na Europa foi relatada recentemente
por Demeler et al. (2009) na Suécia, Bélgica e Alemanha. El-Abdellati et al. (2010)
relataram também na Bélgica, e nos Estados Unidos foi relatado por Gasbarre et al.
(2009) e Edmonds et al. (2010).

A primeira e mais importante medida para reduzir a selecdo de populagdes
resistentes € o diagnostico precoce e preciso da resisténcia. Os métodos in vivo podem
ser imprecisos (teste de reducdo da contagem de ovos - FECRT), caros e trabalhosos
(teste anti-helmintico controlado). O FECRT é o principal método para diagnosticar a
resisténcia, sendo de metodologia simples e pouco onerosa, porém é pouco sensivel
(COLES et al., 1992) e pode apresentar resultados que ndo estimam com precisao a
eficacia de anti-helminticos, porque a producdo de ovos de nematodas nem sempre se
correlacionam com o ndmero real de vermes, e o teste s6 mede os efeitos sobre a
producdo de ovos de vermes adultos (TAYLOR et al.,, 2002). O teste ndo tem a
sensibilidade para detectar os niveis de resisténcia quando esta se encontra abaixo de
25% da populacdo de parasitos (MARTIN et al., 1989).

Le Jambre et al. (1999) consideraram que 0 quesito mais importante para o
combate a resisténcia, no intuito de conservar a sensibilidade anti-helmintica nas
populacOes parasitas, € a capacidade em detecta-la enquanto em baixos niveis. Isto ja é
possivel pela utilizacdo de testes in vitro, pois tém maior precisdo, sdo bastante
sensiveis, permitem medidas quantitativas da sensibilidade/resisténcia, estudo do modo
de agdo dos anti-helminticos e dos mecanismos de resisténcia (TAYLOR & HUNT,
1989; ROTHWELL & SANGSTER, 1993), porém sdo técnicas trabalhosas e exigem
tempo para producédo de culturas monoespecificas, quando assim feitas.

Quando sdo utilizadas técnicas in vitro, elimina-se o efeito hospedeiro, ndo €

considerada a interacdo hospedeiro versus droga versus parasito, mas apenas o efeito
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droga versus parasito, 0 que permite avaliar com maior precisdo a susceptibilidade do
parasito do anti-helmintico.

A técnica in vitro comumente utilizada para o diagnéstico da resisténcia, o teste
de eclodibilidade de ovos (LE JAMBRE, 1976; WHITLOCK et al., 1980 e COLES et
al., 1992), baseia-se na atividade ovicida de benzimidazois, formando a base para outros
testes in vitro (VARADY & CORBA, 1999). Esta técnica ndo pode ser utilizada para
lactonas macrociclicas, que tém atividade em formas imaturas e adultas de helmintos,
por isso 0 método de migracdo de larvas € a medida alternativa para esta classe anti-
helmintica (GILL et al., 1991 e D’ASSONVILLE et al., 1996).

O objetivo do presente trabalho foi determinar a concentragéo efetiva requerida
para paralisar 50% das larvas do género Cooperia (CE50), resistentes em isolados de
campo no Estado de Mato Grosso do Sul, utilizando ivermectina e moxidectina para o

teste in vitro, e calcular o fator de resisténcia (FR) para este género isolado.

Material e Métodos

Obtencéao de isolados de campo de Cooperia spp. resistentes a IVM e MXD

Entre o periodo de 13/06/09 e 03/12/10 foram obtidos os isolados de Cooperia
spp. em propriedades nos municipios de Nova Alvorada do Sul (isolados Nova
Alvorada do Sul I e Nova Alvorada do Sul I1), Campo Grande (isolados Campo Grande
BNA, Campo Grande TBR e isolado Campo Grande IlI), Bandeirantes (isolado
Bandeirantes) e Porto Mortinho (isolado Porto Mortinho). Nestas propriedades
coletaram-se fezes de mais de 160 bovinos mesticos, com aproximadamente um ano de
idade, mantidos em pastagem de Brachiaria spp. e portadores de infeccdo helmintica
naturalmente adquirida e ndo dosificados nos Gltimos noventa dias que antecederam a

coleta.

Caracterizagéo dos isolados de campo

O fendtipo de resisténcia a lactonas macrociclicas foi caracterizado pelo teste de
reducdo na contagem de ovos nas fezes (COLES et al., 1992), em trabalho previamente

realizado (FELIZ, 2011) e esta apresentado na Tabela 1.
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ApOs a caracterizagdo da resisténcia a IVM, foram realizadas coproculturas,
conforme a técnica descrita por Roberts & O' Sullivan (1950). O critério para
identificacdo dos géneros foi aquele proposto por Keith (1953). As larvas obtidas nas
coproculturas, no pré-tratamento dos bovinos de cada isolado, foram utilizadas no teste
in vitro de migracdo de larvas em gel de agar. No entanto, esta técnica exige o uso de
culturas puras de parasitos, ou seja, presenca de apenas um género de nematoda. Por
este motivo, como houve a presenca de mais de um género (infeccdo mista) na mesma
propriedade, houve a necessidade de isolamento e produgcdo monoespecifica de larvas.

Além dos isolados das amostras pré-tratamento das propriedades citadas
anteriormente, também foi utilizado outro isolado Sensivel (CNPGC/UFMS) a IVM e a
MXD, mantido no Centro Nacional de Pesquisa em Gado de Corte (CNPGC -
Embrapa, MS), o qual estava criopreservado desde 2004 sendo descongelado em oito de

novembro de 2009, para o calculo do fator de resisténcia (FR).

Producao de culturas de larvas monoespecificas

Dois bezerros mesticos, machos em bom estado sanitario, com idade de 90 dias,
foram mantidos no setor de isolamento animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (FAMEZ), em baias individuais que foram higienizadas periodicamente com
hipoclorito de sdédio e vassoura de fogo, medidas que auxiliam evitar reinfeccbes
helminticas. Os animais receberam agua ad libitum e silagem de milho duas vezes ao
dia.

Estes animais foram medicados sistematicamente antes de cada nova infec¢do
com dois produtos, triclorfone’ em uma solugdo a 10% diluido em &gua, sendo
administrados 0,5 mL via oral, por quilo de peso vivo e com levamisole? injetavel na
dose de 7,5 mg/kg, de forma alternada entre cada nova infeccdo, para que estivessem
livres de parasitismo por nematodas. Isto foi confirmado pelo exame de ovos por grama
de fezes (OPG) segundo Gordon & Whitlock (1939) modificada, realizado em trés dias
consecutivos apos o terceiro dia de tratamento no Laboratorio de Doengas Parasitarias
(LADPAR) da FAMEZ/UFMS.

! Neguvon® Solugio Pulverizagdo, Bayer Satde Animal. Partida 009/08.
2 Ripercol L 150 F® Fort Dodge Satde Animal. Partida 019/09.
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Os animais foram induzidos & infec¢do experimental via oral, com 500 larvas
por quilo de peso vivo, contendo Cooperia spp., Haemonchus spp., Trichostrongylus
spp. e Oesophagostmum spp., provindas das propriedades citadas anteriormente. Uma
vez que o periodo pré-patente de Cooperia spp. € inferior ao das outras espécies, cerca
de 14 a 16 dias, 0s ovos eliminados apos estes dias e até o 22° dia pertenciam a este
género. Durante este periodo foram realizadas coproculturas para obtencdo das larvas.
Passados sete dias as L3 foram extraidas, realizou-se a confirmagdo pela morfologia
(KEITH, 1953) e entdo utilizadas no teste in vitro para a determinacao da concentracao

efetiva mediana (CE50).
Farmacos avaliados

Para execucdo do teste de migracdo de larvas em gel de &gar, foram utilizadas
ivermectina comercial® e moxidectina comercial®, diluidas em &gua destilada em
solugdes estoque para as diluicGes seriadas.

e |vermectina: solucdo estoque A: 0,57 nmol/mL; solugdo estoque B: 5,7
nmol/mL; solugdo estoque C: 57 mmol/mL e solugdo estoque D: 144
nMol/mL.

e Moxidectina: solucdo estoque A: 285 nmol/0,5 mL e solugéo estoque B:
28,5 nmol/0,5 mL.

e DiluicBes utilizadas para os dois farmacos em cada teste de migracao:
0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32; 64 nmol/0,5 mL.

Teste de sensibilidade: Migracao de larvas em gel de &gar

Foi seguida a metodologia de D’ Assonville et al. (1996) modificada por Molento
& Prichard (2001), com seguintes alteracdes: foram utilizadas 1000 L3/0,5 mL, que
foram colocadas em contato com hipoclorito de sédio 0,048%> durante 20 minutos,
avaliadas a cada cinco minutos, para o desembainhamento. Cilindro de pléastico (0,8 cm
de altura x 3,0 cm de didmetro) sobreposto a duas telas metalicas, uma delas com

abertura de 38 um e outra com abertura maior,fora preenchida com 25 mL de agua

¥ lvomec® Soluco Injetavel, Merial Satde Animal. Partida 060/08.
* Cydectin® Solucdo Injetavel, Fort Dodge Satide Animal. Partida 014/08.
> Hipoclorito de sdio 4-6% P.A. VETEC Quimica Fina LFDA. Lote 0801237.
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destilada; para estimular a motilidade, foi utilizada uma fonte de luz incandescente de
40W, a uma distancia de 40 cm.

A IVM foi utilizada em concentracfes crescentes para o teste de migracdo de
larvas em gel de agar para o isolado Sensivel, e os oito isolados resistentes descritos
anteriormente, enquanto o isolado Nova Alvorada do Sul | ndo foi utilizado para a
realizacdo do teste de migracdo em gel de &gar para a MXD, pelo fato de ndo haver

ndmero suficiente de larvas.

Analise de dados

Os valores das concentracdes de IVM e MXD foram transformados
logaritimicamente e as médias de contagens de larvas foram expressas como percentual
da frequéncia (normalizag&o). Para cada isolado, foram construidas curvas sigmoides de
regressdo nao linear da relacdo dose X resposta destes dados transformados e
normalizados. Utilizando-se estes valores foi calculada a concentracdo efetiva (CE)

requerida para paralisar 50% das larvas por meio da seguinte equacao:

Y= 100/(1+10"((LogCE50 — X)
Em que:
X= logaritmo da concentracéo

Y= numero de larvas

Para a comparacao entre os isolados, o fator de resisténcia (FR) foi expresso
como:
FR = CE isolado resistente / CE isolado sensivel (AMARANTE et al., 1997).

A comparacdo entre as médias de larvas de cada isolado submetidas a diferentes
concentracdes de IVM ou MXD foi realizada utilizando-se os dados normalizados
(numero de larvas) e transformados em logaritmo (concentracbes de drogas),
procedendo-se analise de variancia fatorial (Two-way ANOVA) e o teste de Bonferroni
foi aplicado para verificar diferengas entre os grupos ao nivel de significancia de 95%.
Para analise de correlacdo entre a eficAcia do FECRT e o FR, foi realizado o teste F

(P<0,05). Estas andlises estatisticas foram realizadas empregando o programa GraphPad
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Prism. Version 5.03 (GraphPad Software, San Diego, California,, USA,
http://www.graphpad.com).

Para o calculo de eficacia de cada concentracdo de IVM e MXD, foi utilizada a

formula recomendada por Wood et al. (1995):

Média do nimero de larvas Média do nimero de larvas
Percentual eficicia = do grupo controle - do grupo tratado x 100
Média do nimero de larvas do grupo controle

Resultados e Discussao

As médias das larvas sobreviventes a exposicdo a IVM em concentragdes
crescentes e a eficicia para os isolados Sensivel, Nova Alvorada do Sul I, Campo
Grande BNA, Campo Grande TBR, Nova Alvorada do Sul Il, Bandeirantes, Campo
Grande Il e Porto Mortinho no teste de migracdo em gel de agar, estdo apresentadas na
Tabela 2. As médias das larvas sobreviventes a exposicdo a MXD e a eficicia das
concentragdes crescentes para o isolado Sensivel, para o isolado Campo Grande BNA,
Campo Grande TBR, Nova Alvorada do Sul 11, Bandeirantes, Campo Grande 1l e Porto
Mortinho para 0 mesmo teste, estdo registradas na Tabela 3. A partir destes dados
observou-se uma relacdo dose x resposta positiva tanto para IVM como para MXD.

H& poucos relatos de teste in vitro para o género Cooperia na literatura,
demonstrando a fundamental importancia de novas pesquisas utilizando estes métodos
para elucidar a real situacdo das espécies deste género frente a resisténcia anti-
helmintica.

O teste in vitro de migracdo em gel de agar, para os isolados de campo de
Cooperia spp., demonstrou-se eficiente em construir a curva sigmdide da relagdo dose x
resposta para cada isolado utilizando-se os dados do controle, IVM e MXD em
concentracdes crescentes, porém € uma nova metodologia e ainda sem a padronizacéo
das dilui¢Ges discriminatorias, que tornam o método mais pratico e sensivel. Segundo
Demeler et al. (2010a) o teste de inibicdo da migracdo larval é capaz de identificar
baixos niveis de resisténcia em isolados resistentes para IVM, como também tem
habilidade de diferenciar o status de resisténcia em diferentes isolados de nematodas de

bovinos.
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Foram obtidos os seguintes valores de CE50 de VM para os isolados: Sensivel,
1,16 nmol (Figura 1); Nova Alvorada do Sul I, 4,09 nmol (Figura 2); Campo Grande
BNA, 3,57 nmol (Figura 3); Campo Grande TBR, 4,09 nmol (Figura 4); Nova Alvorada
do Sul Il, 2,50 nmol (Figura 5); Bandeirantes, 11,35 nmol (Figura 6); Campo Grande I,
6,03 nmol (Figura 7) e Porto Mortinho, 8,63 nmol (Figura 8). Estes resultados foram
obtidos por andlise de regressdo ndo linear com intervalo de confianca de 95% e estdo
apresentados na Tabela 4.

Na avaliacdo da MXD, também foi possivel construir a curva dose X resposta,
porém, estas apresentaram mais lineares e menos sigmaides do que IVM. Os valores de
CE50 de MXD para os isolados foram: Sensivel, 0,75 nmol (Figura 9); Campo Grande
BNA, 0,93 nmol (Figura 10); Campo Grande TBR, 0,36 nmmol (Figura 11); Nova
Alvorada do Sul Il, 2,57 nmol (Figura 12); Bandeirantes, 1,43 nmol (Figural3); Campo
Grande 11, 1,08 nymol (Figura 14); e Porto Mortinho, 0,49 nMol (Figura 15). Sendo
estes dados obtidos através de regressdo néo linear com intervalo de confianca de 95%e
estdo apresentados na Tabela 5.

A comparacado de dados relatados em outros trabalhos se torna dificil, quando os
resultados séo obtidos sob condigdes experimentais distintas, como, por exemplo:
técnica utilizada, unidades de medidas, espécie de parasito, farmacos testados e analise
dos dados.

Na Bélgica El-Abdellati et al. (2010) utilizaram o teste de inibicdo da migracéo
larval com uma versdo modificada, proposta por Demeler et al. (2010b), empregando
um isolado sensivel e dois isolados de C. oncophora resistentes a IVM, o ColVRO7
(2007) e o ColVRO08 (2008). O calculo de CE50 e CE95 foi determinado pela regressao
ndo linear utilizando o programa GraphPad Prism, o mesmo utilizado por Kotze et al.,
(2006), Kopp et al. (2008), Demeler et al. (2010a), Demeler et al. (2010b) e no presente
estudo. Os resultados de CE50 para ColVRO07 foi de 542 nM e para ColVRO8 foi de
698 nM, sendo 4,5 e 5,8 vezes maiores que o CE50 do isolado sensivel (120 nM),
respectivamente, correspondendo ao fator de resisténcia. Para 0 mesmo farmaco e
mesmo género de nematoda, Paiva et al. (2001) utilizando o teste in vitro de
desenvolvimento das formas parasiticas imaturas, encontraram FR= 57.786,08 para o
isolado Serramar e o isolado CNPGC o FR=12,98 .

Demeler et al. (2010b) encontraram valores de CE50 de IVM para O. ostertagi
sensivel, 3 vezes superiores (CE50= 404 nM para O. ostertagi sensivel) a C. oncophora

sensivel (CE50= 123 nM) no teste de inibicdo da migracéo larval (LMIT), e para C.
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oncophora resistente, 5 vezes superiores (CE50= 621 nM), correspondendo com o FR
encontrado para o isolado Campo Grande Il (FR= 5,20) para IVM no presente estudo,
apesar dos valores de unidades de medidas serem diferentes.

Comparando a caracterizacdo fenotipica por meio de teste in vivo (FECRT)
realizada por Feliz (2011) e in vitro (FR) para os mesmos isolados de Cooperia spp.
resistentes a IVM, realizada no presente estudo (Tabela 4),0bservou-se que os dois
modelos experimentais diferem no teste F (P<0,05). Os resultados obtidos para MXD
demonstram grande diferenca nos resultados das duas metodologias, observado nos
isolados Bandeirantes e Nova Alvorada do Sul Il que apresentaram FR= 1,90 e 3,42,
respectivamente, e apresentaram numero médio de larvas estatisticamente superiores
(P<0,05) ao isolado sensivel, resultados obtidos por meio de teste in vitro, enquanto no
teste in vivo (FECRT) ambos os isolados foram caracterizados como 100% sensiveis. O
FR delimita melhor o nivel da resisténcia quando comparado ao FECRT, pois mede
com maior precisdo quantas vezes a mais é necessaria a dose de um farmaco para o
isolado resistente em relacdo ao sensivel. E possivel inferir que a técnica in vitro tem
mais sensibilidade para detectar a resisténcia do que o FECRT, quando a frequéncia de
parasitos resistentes ainda é baixa na populacdo, tendo a capacidade de detecta-la
quando presente em 4% destes (VARADY et al., 2007), sendo mais eficiente e
recomendada (DIEZ-BANOS et al.,2008), e estando de acordo com Le Jambre et al.
(1999), que consideram o quesito mais importante para 0 combate a resisténcia, no
intuito de conservar a sensibilidade anti-helmintica nas populacbes parasitos, a
capacidade em detecta-la enquanto em baixos niveis.

No teste com MXD (Tabela 6) o isolado Campo Grande BNA apresentou o FR=
1,24, e o isolado Campo Grande TBR apresentou FR= 0,48, porém para estes dois
isolados ndo ha a caracterizacdo de eficacia para Cooperia spp. pelo FECRT. O isolado
Nova Alvorada do Sul Il apresentou FR= 3,42, ja a eficacia pelo FECRT, é de 100%,
demonstrando que esse valor, pode ter sido influenciado pela baixa sensibilidade desse
teste. O isolado Bandeirantes apresentou FR= 1,90, enquanto a redu¢do na contagem de
ovos de Cooperia spp. foi de 100%. O isolado Campo Grande Il apresentou FR= 1,44
(100% de eficacia no FECRT) e o isolado Porto Mortinho apresentou FR= 0,65
(96,35% de eficacia no FECRT).

Os resultados obtidos para MXD demonstram valores menores de FR, em
relagdo ao mesmo isolado, do que a IVM, exceto para o isolado Nova Alvorada do Sul
Il. Os isolados Campo Grande TBR (CE50= 0,36 nmol e FR= 0,48) e Porto Mortinho
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(CE50= 0,49 nmol e FR= 0,65) apresentaram CE50 de MXD menores do que o do
isolado Sensivel (CE50= 0,75 nmol), demonstrando assim elevada suscetibilidade a esta
molécula.

O numero médio de larvas sobrevivente a exposicdo a IVM em todos isolados
ndo apresentaram diferenca estatistica (P>0,05) nas concentragdes 0,5, 32 e 64 nmol.
Porém para a concentracdo 1 nmol, houve diferenga estatistica (P<0,05) do isolado
Sensivel em relacéo aos isolados Nova Alvorada do Sul I, Bandeirantes, Campo Grande
I e Porto Mortinho. No entanto ndo houve diferenca (P>0,05) na comparacdo de médias
de larvas dos isolados Nova Alvorada do Sul I, Campo Grande BNA, Campo Grande
TBR, Bandeirantes, Campo Grande Il e Porto Mortinho, para a concentragéo equimolar
de IVM. Os isolados Nova Alvorada do Sul Il, Bandeirantes e Campo Grande Il ndo
diferiram entre si (P>0,05) em relacdo ao numero médio de larvas, quando submetidos
ao tratamento na concentracdo de 1 nmol. Para a concentragdo 8 mMol, apenas 0s
isolados Bandeirantes e Porto Mortinho diferiram estatisticamente (P<0,05) em relacéo
ao isolado Sensivel, porém nao houve diferenca estatistica (P>0,05) destes isolados
qguando comparado aos demais na mesma concentracdo equimolar. Para a concentracédo
16 nmol, apenas o isolado Bandeirantes diferiu estatisticamente (P<0,05) do isolado
Sensivel, porém ndo apresentou diferenga estatistica (P>0,05) quando comparado a
média do nimero de larvas dos isolados Nova Alvorada do Sul I, Campo Grande Il e
Porto Mortinho. Portanto, a metodologia empregada permitiu a diferenciacdo entre o
isolado sensivel e os restantes.

As médias dos numeros de larvas para cada isolado em diferentes concentracdes
no teste com MXD estdo apresentados na Tabela 3. Para todos isolados analisados no
teste com MXD, as médias dos numeros de larvas ndo diferiram estatisticamente
(P>0,05) entre si para 0 grupo controle e as concentragdes 16, 32, e 64 nmol através da
analise de variancia multifatorial (Two-way ANOVA). Para a concentragdo 0,5 nmol, 0
isolado Porto Mortinho ndo diferiu estatisticamente (P>0,05) dos isolados Campo
Grande Il, Bandeirantes, Nova Alvorada do Sul Il, Campo Grande TBR e Sensivel,
porém diferiu (P<0,05) do isolado Campo Grande BNA para esta concentragdo
equimolar.

A diferenga na susceptibilidade dos nematodas as duas moléculas avaliadas,
mesmo pertencentes a0 mesmo grupo quimico, pode estar relacionada a diferencas em
suas estruturas quimicas que podem resultar em menor afinidade da MXD a

glicoproteina-P (LESPINE et al., 2007), um dos mecanismos de resisténcia. Ardelli et
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al. (2009), demonstraram que MXD e IVM atuam em genes diferentes nos nematodas,
0 que também poderia justificar a menor eficacia desta.

Os resultados obtidos demonstram que houve valores distintos encontrados para
IVM e MXD no teste de migracdo de larvas em gel de agar. Embora a ocorréncia de
resisténcia lateral entre estes compostos ja tenha sido relatada (VERMUNT et al., 1996;
MELLO et al., 2006), a MXD ainda pode ser eficaz contra isolados resistentes a 1IVM,
mesmo que o mecanismo de acdo das milbemicinas e avermectinas sejam parecidos
(SHOORP et al., 1995). A presenca da resisténcia para MXD pode desenvolver-se mais
lentamente em relacdo a IVM em uma populacdo de parasitos, permitindo assim que
estes parasitos resistentes a essa molécula permanecam susceptiveis a MXD (RANJAN
etal., 2002).

Concluséao

Com os resultados obtidos é possivel inferir que ha diferenca na susceptibilidade
de isolados de Cooperia spp. a IVM e MXD, sendo necessario menores concentracdes
desta em relagdo a IVM.

O teste in vitro utilizando a técnica de migracdo de larvas em gel de &gar
permitiu a diferenciacdo fenotipica entre isolados sensivel e resistentes, apresentou
maior sensibilidade do que o FECRT e mostrou-se uma forma pratica e uma possivel

ferramenta para o diagndstico da resisténcia de VM em isolados de campo de Cooperia

SPp.
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Tabela 1. Caracterizacdo fenotipica dos isolados resistentes de Cooperia spp. realizada pelo
teste de reducdo na contagem de ovos nas fezes.

Isolado IVM MXD
Eficécia Eficécia contra Eficécia Eficécia contra
geral (%)** Cooperia spp. geral (%)** Cooperia spp.
(%0)** (%0)**
Nova Alvorada do 15 0 85 94,4
Sul |
Campo Grande 46 -* -* -*
BNA
Nova Alvorada do 23 8 90,62 100
Sul 1l
Campo Grande 12 -* -* -*
TBR
Bandeirantes 29 0 92,2 100
Campo Grande |1 52,7 0 98,6 100
Porto Mortinho 44,4 9,8 97,76 96,35

*Nao foi feito calculo de eficacia
**Dados extraidos de Feliz, 2011.
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Tabela 2. Média do nimero de L3 e eficicia para tratamentos com VM em diferentes concentracdes para os isolados Sensivel, Nova Alvorada do Sul I, Campo Grande BNA,
Campo Grande TBR, Nova Alvorada do Sul Il, Bandeirantes, Campo Grande Il e Porto Mortinho para o teste de migracdo em gel de agar.

IVM mMol/0. Isolado Eficacia Isolado Efichcia Isolado Eficacia Isolado Eficicia Isolado  Eficacia Isolado Eficacia Isolado Eficacia Isolado Eficacia
mL) Sensivel Nova Campo Campo Nova Bandeiran Campo Porto
% Alvorada % Grande % Grande % Alvorada % tes % Grande Il % Mortinho %
do Sul I BNA TBR do Sul Il
Controle* 2988,8° - 1615,5% - 595,5% - 760° - 961,1% - 580° - 1110° - 1365,5° -
0,5 3251,1° 0 1508,8° 6,6 612,2° 0 626,6% 17,5 792,2% 17,5 570° 1,7 1074,4° 3,2 1275,5° 6,5
1 1840° 38,4 1755,5 0 554,4% 6,9 645,5% 15 744,4% 225 533,3% 8 1022,2™ 7.9 1367,7° 0
2 1516,6° 49,2 1346,6° 16,6 664,4° 0 697,7° 8,1 783,3 18,4 618,8" 0 981,1° 11,6 1040% 23,8
4 1093,3 63,4 971,1%° 39,8 306,6% 48,5 526,6™ 30,7 616,6™ 35,8 465,5" 19,7 855,5" 22,9 1133,3° 17
8 940° 68,5 736,6% 54,4 2144 63,9 484,4% 36,2 5744 40,2 453,3° 21,8 670%® 39,6 992,2° 27,3
16 897,7% 69,9 568,8% 64,7 201,1% 66,2 347,7° 54,2 471,12 50,9 404,4° 30,2 586,7% 471 766,6° 438
32 881,1% 70,5 343,3 78,7 118,8% 80 315,5% 58,4 466,6° 51,4 261,1% 54,9 478,92 56,8 560° 58,9
64 765,5° 74,3 303,3° 81,2 127,7° 78,5 305,5° 59,7 400° 58,3 171,17 70,4 400 63,9 425,58 68,8

* As triplicatas receberam apenas agua destilada, servindo como grupo controle.
Médias seguidas por letras distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste de Bonferroni (P<0,05).
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Tabela 3. Média do nimero de L3 e eficacia para tratamentos com MXD em diferentes concentragdes para os isolados Sensivel, Campo Grande BNA, Campo

Grande TBR, Nova Alvorada do Sul Il, Bandeirantes, Campo Grande Il e Porto Mortinho para o teste de migragdo em gel de agar.

MXD Isolado  Eficicia Isolado Eficacia Isolado Eficacia  Isolado  Eficécia Isolado Eficacia Isolado Eficdcia  Isolado  Eficacia
(mMol/0,5 Sensivel Campo Campo Nova Bandeirantes Campo Porto
mL) % Grande % Grande % Alvorada % % Grande % Mortinho %
BNA TBR do Sul 11 1
Controle* 573,3 - 516,62 - 776,6% - 614,4° - 567,7% - 761,1° - 1427,7° -
0,5 397,7% 30,6 616,5° 0 402,2° 48,2 4555 25,8 510b° 10,1 5955® 217 862,27 39,6
1 3655° 362  376,6® 27 337,7° 56,5 405,5" 33,9 331,1% 416 5533 27,3 801,1% 438
2 278,8% 51,3 256,6% 50,3 295,5% 61,9 410° 33,2 277,17 51 518,8™ 31,8 781,1% 45,2
4 242,28 57,7 272,28 47,3 272,28 64,9 397,7° 35,2 235,5% 58,5 523,3% 31,2 692,2° 51,5
8 205,5° 64,1 264,4° 488 268,8° 65,3 324,4° 471 328,8" 42 4511 407 687,7% 51,8
16 206,6% 63,9 261,1% 49,4 267,7° 65,5 203,3% 66,9 294,4° 48,1 428,8° 43,6 673,2° 52,8
32 204,42 64,3 252,22 51,1 297,72 61,6 130° 78,8 283,3% 50 423,3% 443 580° 59,3
64 187,72 67,2 253,3% 50,9 246,6% 68,2 143,3 76,6 171,12 69,8 381,1° 49,9 554,4* 61,1
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Tabela 4. Resultados de CE50 para IVM obtidos por regressao ndo linear.

Isolados CE50 para IVM Intervalo de confianca
(1C95%)

Sensivel 1,16 nmol 0,913 — 1,491 nmol
Nova Alvorada do Sul | 4,09 nmol 2,986 — 5,619 nmol
Campo Grande BNA 3,57 nmol 2,719 — 4,695 nmol
Campo Grande TBR 4,09 nmol 2,831 - 5,923 nmol
Nova Alvorada do Sul 11 2,50 nmol 1,499 — 4,193 nmol
Bandeirantes 11,35 nmol 7,575 - 17,010 nmol
Campo Grande II 6,03 nmol 4,485 — 8,128 nmol
Porto Mortinho 8,63 nmol 6,052 — 12,330 nmol

Tabela 5. Resultados de CE50 para MXD obtidos por regressao néo linear.

Isolados CES50 para MXD Intervalo de Confianga
(1C95%)

Sensivel 0,75 nmol 0,596 — 0,964 nmol
Campo Grande BNA 0,93 nmol 0,465 — 1,865 nmol
Campo Grande TBR 0,36 nmol 0,286 — 0,466 nmol
Nova Alvorada do Sul 11 2,57 nmol 1,517 — 4,363 nmol
Bandeirantes 1,43 nmol 0,700 — 2,912 nmol
Campo Grande II 1,08 nmol 0,632 — 1,870 nmol
Porto Mortinho 0,49 nmol 0,307 — 0,788 nmol
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Tabela 6. Caracterizacdo fenotipica pelo teste de redugdo na contagem de ovos nas fezes e Fator
de Resisténcia (FR) para isolados de Cooperia spp. resistentes a IVM e eficacia para MXD.

Isolados FR para Eficacia de IVM FR para Eficacia de MXD
para Cooperia spp. MXD para Cooperia spp.
i (%6)*** (%6)*+*
Nova Alvorada dos Sul | 3,52 0 (-68,15) Sx 94,40
Campo Grande BNA 3,08 -* 1,24 -*
Campo Grande TBR 3,52 -* 0,48 -*
Nova Alvorada do Sul Il 2,15 8 3,43 100
Bandeirantes 9,78 0 (-500) 1,91 100
Campo Grande 11 5,20 0 (-20,20) 1,41 100
Porto Mortinho 7,44 9,85 0,65 96,35

*Nao foi feito calculo de eficacia.
**Nao foi feito calculo de FR.
***Dados extraidos de Feliz, 2011.
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