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Metodologias fenotipicas aplicadas
a detec~ao de substancias antiparasitarias
e ao diagn6stico de resistencia parasitaria

em nematoides gastrintestinais
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E consenso entre os pesquisadorees que 0 sucesso na implementac;ao

de programas de controle de nematoides para limitar 0 desenvolvimento da

resistencia depende intensamente da disponibilidade de metodos efetivos

e sensfveis para sua detecc;ao e seu monitoramento. Par conta disso, urn

numero expressivo de tecnicas in vitro para 0 diagn6stico da resistencia tern

sido desenvolvido nos ultimos 30 anos (TAYLOR et al., 2002). Os testes in

vitro saD considerados economicamente mais acessfveis, mais rapidos e, em

muitos casas, mais precisos e reprodutfveis do que os testes in vivo (COLES

et al., 2006; HAZELBY et al., 1994; LACEY et al., 1990).1550 porque eles podem

anular a interferencia individual do hospedeiro no estabelecimento da

infecc;ao parasitaria, cujo resultado pode ser falso positivo e falso negativo no

teste de reduc;ao da contagem de avos nas fezes (TRCOF) (item 11.4) (VARADY

et al., 1996). Eles tambem podem anular a variac;ao na farmacodinamica do

produto antiparasitario no hospedeiro (LACEY et al., 1990).

E posslvel avaliar in vitro a ac;:ao de substancias ativas de varios

grupos de antiparasitarios sabre isolados de campo. Os resultados podem

ser comparados com os resultados de isolados de referencia (senslveis e

resistentes) e, assim, e posslvel determinar a DLso (quantidade de substancia

necessaria para provocar a morte de pelo menDs 50% da populac;:ao em

estudo) anulando-se as interferencias intertestes (CRAVEN et al., 1999).

Muitos trabalhos tern obtido boa correlac;:ao entre 0 TRCOF e a DLso



MANUAL PRATIC
Metodologias de diagn6stico da resistencia e

detec~ao de substancias ati~s em parasitas de ruminan1
18

discriminat6ria para a resistencia obtida nos testes in vitro (DfEZ-BANO5

et alo, 2008; KAPLAN et alo, 2007; KONIGOVA et alo, 2003; LACEY et alo, 1990

TAYLOR, 1990; TAYLOR et alo, 2009; VARADY et alo, 2006)0

0 teste de eclodibilidade de avos (TEO) e recomendado pel,

Associa<;ao Mundial para 0 Avan<;o da Parasitologia Veterinaria (WAAVP) par,

0 diagnostico da resistencia aos benzimidaz6is, que inibem a embriogenesE

e a eclosao da larva. 0 principia ativo de referencia utilizado dentro do grupc

e 0 tiabendazol, par ser mais soluvel em aQua (COLES et al., 1992; TAYLOf

et al., 2002). Existem mais de SO comunica<;6es publicadas usando-se 0 TEC

para a detec<;ao da resistencia aos benzimidaz6is, bem como ao levamisol

em tricostrongilfdeos de ovinos e caprinos (VON SAMSON-HIMMELSTJERNI

et al., 2009). Consta que nem 0 TRCOF nem 0 TEO sac capazes de detecta

a resistencia quando menos de 25% da popula<;ao parasitaria for resistentE

mas, para nfveis moderados e elevados de resistencia, 0 TEO mostrou-si

mais sensfvel do que 0 TRCOF (MARTIN et al., 1989;VARADY et al., 2006). Um

sugestao para aumentar a sensibilidade desse teste em situa<;6es de baix

resistencia na popula<;ao parasitaria e utilizar a dose ou concentra<;ao minim

inibit6ria DLgg/LCgg, a qual poderia revelar propor<;6es relativamente baixa

de nematoides resistentes (VARADY et al., 2006). Embora ocorra varia<;ao d

DLso durante 0 perfodo patente da infec<;ao no hospedeiro (BORGSTEEDI

COUWENBERG, 1987), ainda assim ocorre diferen<;a estatfstica para a DL

entre isolados sensfveis e resistentes, pais a varia<;ao segue 0 mesmo padra

para os dais isolados (ALVAREZ-SANCHEZ et al., 2005).

0 teste de desenvolvimento larvar (TDL) e considerado urn teste ser

sfvel e pratico, par favorecer, simultaneamente, a avalia<;:ao da eficacia d

mais de urn grupo qufmico, alem de nao depender de avos nao embric

nados para a sua realiza<;:ao. Ele e comumente usado para 0 diagn6stico d

resistencia aDs benzimidaz6is, cuja a<;:ao foi comentada acima, e aDs imid.zotiaz6is/tetraidropirimidinas. 

Neste ultimo caso, 0 levamisol e 0 represer

tante do grupo e age par paralisia espastica generalizada da muscuiatul

(SANGSTER, 1996).0 teste foi disponibilizado comercialmente (Drench Rite

Microbial Screening Tecnologies) para usa em nematoides gastrintestina
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de ovinos e caprinos e para diagn6stico da resistencia parasitaria aos ben-

zimidaz6is, aos imidazotiaz6is/tetra-hidropirimidinas e as avermectinas/

milbecinias (KAPLAN et al., 2007). Dependendo da metodologia adotada

nesse teste, ele pode produzir curvas dose-resposta mais lineares para os

grupos qufmicos de interesse (HUBERT; KERBOUEF, 1992).

As lactonas macrocfclicas agem na atividade faringeana, paralisando

os musculos que controlam a faringe, alem de causar paralisia somatica da

musculatura, que inibe a motilidade dos nematoides (GILL et al., 1995).1550

indica que 0 teste de migra<;:ao de larvas infectantes em agar pode oferecer

uma visao clara do estado da resistencia a esse grupo qufmico, em virtude

do estfmulo de movimenta<;:ao. Pesquisas demonstram que 0 teste de

inibi<;:ao da migra<;:ao larvar (TIML) permite a observa<;:ao das larvas aptas

a atravessar uma malha (RABEL et al., 1994); entretanto, 0 usa associado

de uma camada de agar como barreira mostrou-se muito eficiente na

detec<;:ao da resistencia as macrolactonas, exclusivamente para H. contortus

(D'ASSONVILLE et al., 1996); e 0 teste mostrou-se mais sensfvel ao permitir

0 diagn6stico da resistencia em popula<;:6es nas quais apenas 10% dos

nematoides eram resistentes (KOTlE et al., 2006). 0 estabelecimento de

curva dose-dependente para a ivermectina em isolados de H. contortus

(MOLENTO; PRICHARD, 2001; PONCE et al., 2009) podera servir como ~ase

para 0 estabelecimento de intervalos de doses em futuros testes, a serem

realizados par laborat6rios no Brasil. Entretanto, ao se optar par esse teste

como padrao, as avalia<;:6es deverao ser criteriosas, vista que a paralisia

pode ser reversfvel e, no caso de alguns compostos anti-helmfnticos, pode

ocorrer uma rela<;:ao dose-resposta nao linear (WALLER; PRICHARD, 1986).

Tambem par causa do seu mecanismo de ac;:ao, 0 teste de inibic;:ao da

alimentac;:ao larvar (TIAl) tern sido avaliado para as lactonas macrocfclicas e

para os imidazotiaz6is. A inibic;:ao da alimentac;:ao e do crescimento ocorre

em concentrac;:6es de anti-helmfnticos de lOa 100 vezes menores que a

necessaria para inibir a motilidade, demonstrando ser esse teste bastante

sensfvel. Alvarez-Sanchez et al. (2005) verificaram 0 modelo de variac;:ao da

(lSD durante 0 perfodo patente da infecc;:ao em ovinos infectados com iso-
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lados de nematoides gastrintestinais sensfveis e resistentes a ivermectina e

ao levamisol. 0 mesmo padrao de valores menores no infcio do perfodo e

depois de 70 a 90 dias foi detectado. Entretanto, a diferen<;a da CLso entre

os isolados sensfveis e resistentes a cada droga manteve-se significativa du-

rante todo 0 perfodo, indicando que essa tecnica pode ser uma alternativa

pratica para a detec<;ao da resistencia.

Os testes supracitados, alem do teste de elimina<;:ao da cuticula

larvar, tern sido tambem utilizados na avalia<;:ao de especies vegetais com

atividade anti-helmfntica, para identificar novas bioativos (ALONSO-DIAl

et al., 2008; BAHUAUD et al., 2006; BRUNET et al., 2008; BRUNET; HOSTE,

2006; PAOLINI et al., 2004). No caso do teste de elimina<;:ao da cuticula

larvar, leva-se em considera<;:ao 0 cicio de vida dos tricostrongilfdeos,

em que a primeira rase da invasao do hospedeiro pela L3 e representada

pelo estabelecimento da larva, que ocorre em duas etapas sucessivas

elimina<;:ao da cuticula e penetra<;:ao na mucosa digestiva. Varias especies

vegetais ricas em taninos estao associadas a redu<;:ao do estabelecimenta

das larvas infectantes, e estudos tern sido realizados para esclarecer a

processo de associa<;:ao/penetra<;:ao de larvas na mucosa, par meio de

testes complementares, como 0 Metodo do Desafio Direto (JACKSON e1

al., 2004). No teste de elimina<;:ao da cuticula, as substancias sac avaliada5

em concentra<;:6es bastante elevadas, dada a resistencia natural da L3, pOI

causa de suas duas cutfculas.

Em geral, todos os protocol os a seguir podem ser utilizados comc

tecnicas para a avaliac;:ao da atividade anti-helmfntica de qualquer subs.

tancia, seja extrato vegetal, seja substancia natural isolada, au, ainda, subs.

tancia sintetica. As concentrac;:6es deverao ser ajustadas conforme a natu.

reza da substancia, e a escolha do protocolo mais adequado dependera dc

objetivo do estudo. as testes poderao ser realizados com avos, L, e L3, e c

resultado dependera do mecanismo de ac;:ao da substancia-teste. As regra~

basicas de higiene e seguranc;:a em laborat6rio deverao ser seguidas (itelT

11.1), pais sac fundamentais para a obtenc;:ao de resultados confiaveis.
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Em futuro pr6ximo, esses testes poderao ser utilizados nao s6 parainvestigar 

novas compostos, como tambem para substituir os animais para

0 monitoramento do grau de eficacia de anti-helmfnticos comerciais. Com

isso, pode-se reduzir 0 numero de animais utilizados em testes, evitando,

assim, seu sofrimento. E indispensavel a participac;:ao de urn investigadorpara 

emitir u~ laudo de eficacia das tecnicas descritas neste manual, com 0objetivo 

de respaldar os dad os contidos na bula do medicamento veterina-ria. 

as resultados poderao ser validados e anexados ao corpo do processo

pelas autoridades de registro e certificac;:ao nacional.


