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RESUMO

VIANA, M.V.G. Resisténcia de uma populagao de Haemonchus contortus ao
monepantel no Espirito Santo, Brasil, 2021. p. 37. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias) - Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias - CCAE,
Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2021

Objetivou-se neste trabalho avaliar a eficacia do tratamento com anti-helmintico
(monepantel) sobre as populagdes de nematoides gastrointestinais em ovinos, sendo
o estudo dividido em duas etapas. Na primeira foi realizado o resgate do histérico dos
principios ativos utilizados no rebanho da fazenda ao longo dos ultimos cinco anos e
trés testes de eficacia foram realizados para avaliagcdo dos principais farmacos
utilizados ao longo dos anos. Foi verificado que monepantel esta sendo utilizado na
propriedade desde o ano 2014, apresentando eficacias de 96, 64 e 1%,
respectivamente nos anos de 2015, 2017 e 2019. Na segunda etapa, foram
selecionados 14 cordeiros, machos e fémeas com idade média de 130 dias, alocados
em dois grupos experimentais: controle e tratado. Apos as analises de OPG das
amostras fecais, os animais foram divididos em dois grupos, o grupo tratado foi
medicado com 1mL/10 kg de monepantel, enquanto o grupo controle nédo recebeu
nenhum tratamento com anti-helmintico. Apds 7 dias da realizacédo do tratamento, os
animais foram eutanasiados par recuperagao dos parasitos no trato gastrointestinal.
O material foi analisado, realizando a contagem e identificagdo dos parasitos. O
célculo para avaliagdo da eficacia demonstrou redugcdo de 61%, demonstrando
resisténcia anti-helmintica de Haemonchus contortus e valores sugestivos de

resisténcia de Oesophagostomum columbianum ao monepantel.

Palavras-chave: Anti-helmintico, Controle, Nematoides, Resisténcia, Ruminantes.



ABSTRACT

VIANA, M.V.G. Resisténcia de uma populagdao de Haemonchus contortus ao
monepantel no Espirito Santo,Brasil, 2021. p. 37. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias) - Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias - CCAE,
Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2021.

The objective of this work was to evaluate the efficacy of treatment with anthelmintic
(monepantel) on the populations of gastrointestinal nematodes in sheep, and the study
is divided into two studies. In the first, the history of the active ingredients used in the
herd of the farm was carried out during the last five years and three efficacy tests were
performed to evaluate the main drugs used over the years. It was verified that
monepantel is being used in the property since 2014, presenting efficacies of 96, 64
and 1%, respectively in the years 2015, 2017 and 2019. In the second stage, 14 lambs,
males and females with a mean age of 130 days, allocated in two experimental groups
were selected: control and treated. After the OPG analyses of the fecal samples, the
animals were divided into two groups, the treated group was medicated with 1mL/10
kg of monepantel, while the control group did not receive any treatment with
anthelmintic. After 7 days of treatment, the animals were euthanized for recovery of
parasite in the gastrointestinal tract. The material was analyzed, performing the
counting and identification of the parasitos. The calculation for efficacy evaluation
showed a reduction of 61%, demonstrating anthelmintic resistance of Haemonchus
contortus and values suggestive of resistance of Oesophagostomum columbianum to
monepantel.

Key-words: Anthelmintic, Control, Nematodes, Resistance, Ruminants.
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1 INTRODUGAO

As atividades agropecuarias representam 21,4% do produto interno bruto
(PIB) brasileiro (CEPEA, 2019), tendo as atividades relacionadas a produc¢éo de carne
como fator fundamental para essa contribuicdo. A ovinocultura, que esta incluida
nesse setor, teve crescimento de cerca de 22,8% e este se deu pelo aumento da
demanda interna para consumo. O Brasil também aumentou suas importacdes de
carne ovina, sendo que essa necessidade poderia ser abastecida com produto
brasileiro (EMBRAPA, 2019).

Alguns desafios precisam ser enfrentados para melhoria dessa atividade, e a
verminose se constitui como um dos principais problemas sanitarios dos rebanhos
ovinos. Conforme a Embrapa (2019) relatou, o problema é apontado em 84% das
propriedades, entre outras doencas como pododermatite, fotossensibilizacdo e
linfoadenite, além de ser considerada como um dos principais entraves ao
crescimento deste segmento, chegando a inviabilizar economicamente a criagéo
(VIEIRA et al.,2008).

Amarante et al. (2004) também descrevem a alta infecg&o por helmintos como
um dos maiores problemas enfrentados pelos criadores de ovinos no Brasil, sendo um
fator limitante para a produgédo, além do agravante problema com a resisténcia
parasitaria por helmintos gastrointestinais. Quadros de parasitismo envolvendo H.
contortus geralmente apresentam diminuicdo da eficacia ao longo dos tratamentos,
possibilitando assim a formacado de populacdes resistentes aos anti-helminticos, até
mesmo aos mais novos compostos, como os derivados da amino-acetonitrila,
conforme demonstrado por Albuquerque et al. (2017).

Para controle das helmintoses gastrintestinais, a principal ferramenta ainda é
o tratamento quimico com os anti-helminticos, como por exemplo o monepantel, que
apesar de seu langamento ter sido realizado em 2009, ja existem registros de
resisténcia, inclusive no Brasil (ALBUQUERQUE et al., 2017; STARLING et al., 2019)

O fato do estado do Espirito Santo possuir aptiddao para ovinocultura e ja
desenvolver a atividade, leva a necessidade de estudos relacionados a comprovacao
da eficacia dos anti-helminticos e a resisténcia anti-helmintica. Assim, o objetivo do
presente trabalho foi mensurar a presenga de uma populagdo de H. contortus em
ovinos resistentes ao monepantel numa propriedade localizada no sul do estado do

Espirito Santo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos relacionados a ovinocultura

A ovinocultura € uma atividade desenvolvida ao longo de todo os continentes,
somando um rebanho aproximado de 1,2 bilhdes de cabegas segundo a Organizagao
das Nacgdes Unidas para Alimentagao e Agricultura - FAO no ano de 2016, sendo que
a atividade se faz como fonte de renda principal de diversos produtores e de toda a
cadeia envolvida na atividade, e cada modelo de exploracdo se adequa com sua
regido especificamente (FAO, 2017). Silva Sobrinho (2001) comenta que o interesse
pela carne e leite levaram a domesticacdo do animal e posteriormente, com o
interesse pela 13, surgiu uma nova modalidade de criagao.

No Brasil, conforme dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) em 2016, o rebanho de ovinos era de aproximadamente 18,43 milhdes de
cabecas (IBGE, 2016). Dessa maneira, estima-se um crescimento anual de 2,1% na
producao de carne ovina, registrando-se essa elevagao principalmente em paises em
desenvolvimento, onde o consumo per capita chega-se 52 g/ dia de proteina advinda
da carne (FAO, 2017).

Com relacido ao consumo da carne de ovino no Brasil, consome-se em média
0,6 kg por pessoa por ano, um consumo baixo quando comparados com a Argentina
e o Uruguai, onde o consumo médio € de 1,23 e 4,05, respectivamente. O Brasil
produz em média cerca de 93.000 toneladas do produto sendo necessaria a
importacdo de mais 7.000 toneladas para atender o mercado interno (ESTURRARI et
al.,2017).

Em termos de numero de estabelecimentos no Brasil, para caprinos houve
um crescimento de 16,5% entre os Censos Agropecuarios de 2006 e 2017, enquanto
para ovinos o crescimento foi de 20,0% o que demonstra a importancia e o
crescimento da atividade (EMBRAPA ,2018).

Dados do IBGE em 2016 indicam que a regiao Nordeste é a maior em numero
de cabecas, correspondendo a um total de 60,6% da populagéo brasileira, seguido da
regido Sul com 26,5%, Centro-Oeste (5,6%), Sudeste (3,8%) e Norte (3,6%). No
Espirito Santo, segundo o Instituto de Defesa Agropecuaria e Florestal do Espirito

Santo - IDAF (2017), mais de 1000 produtores de ovinos estdo oficialmente
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registrados no estado, com um total de 38.896 cabegas, inclusive os criadores da

regido do sul do estado.

2.2 Importancia das helmintoses gastrintestinais em ovinos

As enfermidades parasitarias sao consideradas como um dos principais
problemas sanitarios dos rebanhos ovinos. O controle adequado dessa enfermidade
se faz obrigatorio, caso contrario, a atividade pode se tornar inviavel economicamente
devido a redugdo na produtividade e a mortalidade de animais (AMARANTE, 2014).
Crescimento atrasado, perda de peso, baixa fertilidade, baixa conversao alimentar e
alta taxa de mortalidade sdo alguns dos fatores que geram uma elevada perda
econbmica na atividade, chegando até 60% (THOMAZ-SOCCOL et al., 2004).

Os ovinos podem ser parasitados ao mesmo tempo por varias especies de
nematodeos. Inumeras espécies ja foram registradas em ovinos no Brasil como H.
contortus e Trichostrongylus axei parasitando o abomaso como sitio final de infecgéo,
Cooperia punctata, Cooperia pectinata, Trichostrongylus colubriformis e Strongyloides
papillosus tem o intestino delgado como local de parasitismo, e os nematdédeos
Oesophagostomum columbianum, Trichuris ovis e Trichuris globulosa parasitam o
intestino grosso desses ovinos (THOMAZ-SOCCOL et al., 2004; TAYLOR et al,,
2007;AMARANTE, 2014). Estima-se que grandes perdas econémicas na ovinocultura
sejam decorrentes da ac&o de parasitos. E de valia ressaltar que a importancia relativa
das diferentes espécies de nematdédeos varia em fungdo da combinagdo da
intensidade da infeccao, prevaléncia e patogenicidade da espécie (AMARANTE,
2004).

O nematddeo H. contortus € um parasito hematéfago que tem por habitat o
abomaso dos ruminantes e quando em desenvolvimento dentro do hospedeiro, causa
uma patologia gastrintestinal de grande importancia na produgéo ovinos, sendo
limitante para a atividade, chegando a inviabilizar as cadeias produtivas. Este fato
pode ocorrer se a mucosa digestiva sofrer lesdes, perda sanguinea do organismo,
disfungdes na absorg¢ao dos nutrientes, diarreia com sangue e a ocorréncia de anemia,
indicadores estes que irdo contribuir para determinar a gravidade e o grau da infec¢ao
(TAYLOR et al., 2007).
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E observado também que os fatores como fase pds-desmama, estado
nutricional debilitado, estresse fisioldgico (gestagao, pré e pos-parto), estado sanitario
dos animais, carga parasitaria e a espécie de parasito ao qual o animal é exposto
influenciam na resposta contra as infecgdes. Os fatores externos, como as condi¢des
climaticas e tipo de graminea, determinam uma maior ou menor sobrevivéncia de
larvas nas pastagens, e aliado ao comportamento dos animais ao pastejar, alta taxa
de lotacdo e o uso inadequado de vermifugos, influenciam na carga parasitaria dos
animais (YOSHIHARA et al., 2013).

O principal sinal clinico desta enfermidade é o edema submandibular,
conhecido como papeira, causado pela hipoproteinemia, que aparece em animais
geralmente com volume globular abaixo de 23% e proteina total abaixo de 5. Demais
aspectos clinicos sdo anemia severa, perda de apetite e peso, gerando desidratagcéo
e podendo levar a morte do ovino (NASCIMENTO et al., 2018)

Um estudo realizado por Oliveira et al. (2019) mostrou que 33,6% das
enfermidades encontradas em ovinos eram parasitoses e que a hemoncose/infeccoes
mistas representaram cerca de 78,1%, sendo considerada uma das mais importantes
devido a sua alta patogenicidade. Outro estudo evidenciou a alta ocorréncia de
parasitismo em necropsias realizadas em pequenos ruminantes, principalmente com
relagao a parasitas gastrointestinais, como H. contortus, sendo encontrado em grande
parte do territorio brasileiro, por conta de fatores relacionados ao clima, como alta
umidade e calor, facilitando o desenvolvimento do ciclo deste nematoide (RAMOS et
al., 2002).

2.3 Métodos de controle de helmintoses gastrointestinais em ovinos

Existem diversos métodos ja estudados para controle de helmintoses em
animais de producédo, e segundo Cezar et al. (2008) podem ser citadas dentro do
chamado controle integrado de parasitos , 0 manejo do rebanho e de pastagens,
pastoreio rotacionado, descontaminagdo prévia das pastagens, pastoreio com
alternancia de categorias e ou espécies de hospedeiros, controle bioldgico, selegéao

genética, nutricdo e vacinas.
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O cruzamento entre racas menos resistentes com ragas mais resistentes as
infecgdes parasitarias também e uma opc¢ao afim de diminuir controlar as infe¢des por
nematoides gastrointestinais. Além disso, 0 manejo nutricional tem forte influéncia
com relacéo a infecgdes parasitarias, como apresentado e discutido por Starling et al.
(2019), onde cordeiros do grupo suplementados e n&do vermifugados, mostraram
desempenho de produgao igual ou superior aos animais do grupo vermifugado e
recebendo apenas dieta basal, mostrando que a nutricdo auxilia na manutencao dos

parametros plasmaticos e imunologicos.

O controle estratégico € também uma opg¢ao a ser utilizado, baseando-se em
tratamentos estratégicos relacionadas ao periodo chuvoso e de maior umidade,
periodo considerado critico para quadros relacionados as verminoses, podendo estar
associada ao uso de homeopaticos e selegcdo de linhagens de animais menos
susceptiveis as verminoses (EMBRAPA., 2007). A vacinagao podera ser também
como um método para controle e prevencao contra haemoncose, sendo que 0s ovinos
que receberam as doses com antigenos mostraram uma redu¢do na média de ovos
quando comparados ao grupo controle, conforme demonstrado nos estudos
realizados por Basseto et al. (2015).

Uma das metodologias mais recomendadas é a utilizagdo do exame
coproparasitologico dos animais para avaliar a carga parasitaria de cada animal e
mediante este resultado, realizar a aplicagdo do anti-helmintico, sendo de extrema
importancia para as decisdes referentes a aplicacdo de anti-helmintico , podendo ter
impacto na epidemiologia da verminose, ao interferir indiretamente na populacado do
parasito presente no ambiente, e consequentemente, na reinfeccdo dos animais
(CEZAR et al., 2008; AMARANTE, 2014).

2.3.1 Controle das helmintoses gastrintestinais em ovinos com uso de anti-
helminticos

Na década de 60 foram langados os primeiros anti-helminticos de largo
espectro, sendo os benzimidazéis uma destas primeiras classes de antiparasitarios.
Eles atuam fazendo bloqueio da polimerizagdo da tubulina, levando a inibicdo da
fumarato-redutase, causando quebra na producdo de energia com consequente
paralisia muscular e morte dos parasitos (VIANA, 2014). Sua atuagao € ampla, onde

funciona frente nematddeos, cestddeos e trematdédeos (ANDRADE, 2008). Outra
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classe conhecida é a classe das lactonas macrociclicas, que possuem acgao para
eliminacdo de nematddeos e ectoparasitos (GERENUTTI; SPINOSA, 1997). O
grupamento dos imidotiazdis comegou a ser utilizado nos anos 60, sendo o primeiro
farmaco disponivel o tetramisol, posteriormente desenvolvido o levamisol, sendo este
0 Unico que ainda apresenta efeito (LIMA et al., 2010; VIEIRA et al., 2008).

Os derivados da amino-acetonitrila sdo considerados como farmacos
recentemente desenvolvidos, com o objetivo de controlar nematoides em ruminantes,
incluindo aqueles resistentes a outros farmacos (HOSKING et al., 2010). O ingrediente
ativo, no caso o monepantel, tem agao sobre um unico receptor nicotinico, encontrado
apenas em nematoides, atuando como agonista direto nos canais i6nicos, causando
hiperconcentragédo, levando a uma paralisia espastica do nematoide (SPINOSA;
GORNIAK; BERNADI, 2011).

2.3.2.Monepantel

O monepantel (C20H13F6N302S) surgiu no mercado veterinario
primeiramente na Nova Zelandia em 2009 e posteriormente no Brasil em 2012. O
mecanismo de acio ocorre sobre os receptores nicotinico nAchR, receptores esses
que se encontra apenas em nematdédeos agindo mais especificamente em duas
subunidades, a Cel-acr-23 e na Hco-mptl-1, que sdo membros da subfamilia DEG-3
de genes das subunidades do receptor de acetilcolina, atuando como agonista de
canais ibnicos causando hipercontracdo e paralisia dos nematddeos, atuando
portanto, como agonista dos canais ibnicos. Esta é a primeira fungéo bioldgica a ser
descrita para o receptor HCoOMPTL-1 e por essa razdo o monepantel é eficaz contra
nematodeos resistentes a outras classes de anti-helminticos (SPINOSA; GORNIAK;
BERNARDI; 2011; SPINOSA et al., 2014).

Os primeiros estudos de descoberta deste farmaco foram realizados por
Prichard e Geary em 2008 e o mecanismo de agéo deste grupo de anti-helminticos
foram realizados em Caenorhabditis elegans. Para isolados de H. contortus, foi
relatado o gene monepantel-1 (Hco-mptl-1) como maior candidato para agao desse
farmaco (KAMINSKY et al., 2008).
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ApoOs estudo com algumas espécies de nematoides pesquisando outras 6
subunidades dos receptores nicotinicos, Rufener et al. (2010) sugeriram que, além do
MPTL-1, que é o alvo primario do monepantel, o DES-2 pode ser um alvo secundario.
Certas subunidades da superfamilia de ligantes de canais iénicos proporcionam alvos
especificos de farmacos anti-helminticos. Os imidazotiaz6is também agem como
agonistas de nAChR, entretanto, em subunidades distintas do monepantel.

Foi verificado que o monepantel possui baixa toxicidade e boa tolerabilidade
para ruminantes e roedores, com uma meia vida terminal de 215 horas (KAMINSKY
et al., 2008).

2.4 Resistencia anti-helmintica

Segundo Vieira (2008), a resisténcia anti-helmintica € definida como o
aumento no numero de espécimes em uma determinada populacao, que sao capazes
de suportar doses de um composto quimico ja provado ser letal para a maioria dos
individuos de uma populagéo geralmente sensivel.

Quando comparados, os nematoides resistentes apresentam diferencas com
relacdo as sensiveis, sendo algumas caracteristicas relacionadas com a
patogenicidade sdo mais pronunciadas (HENNON, 1993), podendo ainda essas
disfungdes serem letais em alguns parasitos (PRICHARD, 2001).

O parasito H. contortus, € o maior responsavel pelo rapido desenvolvimento
da resisténcia em nematddeos de pequenos ruminantes (SANGSTER, 2001),
provavelmente, devido ao seu alto potencial biético (ECHEVARRIA e TRINDADE,
1989), grande variabilidade genética e por albergar o alelo que causa a diminuigdo da
susceptibilidade a um farmaco (BLACKHALL et al.,1998).

2.4.1 Mecanismo de resisténcia aos farmacos

Os mecanismos de resisténcia podem ser classificados como especificos ou

sem especificidade sendo que os especificos estdo relacionados a acao do farmaco
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anti-helmintico, enquanto os outros se referem a alteragcdes no receptor do farmaco
ou na modulagao da concentragéo do farmaco (WOLSTENHOLME et al., 2004).

Os anti-helminticos benzimidazodis ligam-se a tubulina alterando o equilibrio
tubulina/microtubulos, estruturas essas que formam o citoesqueleto da célula (LACEY,
1988). Acredita-se ainda que a modulagdo da concentragdo do farmaco mediada
pelas p-glicoproteinas no receptor alvo pode ser um outro potencial mecanismo de
resisténcia (KERBOEUF et al., 2003), assim como acontece para as lactonas macroci-
clicas. As p-glicoproteinas sao proteinas transmembranarias que tém um papel
protetor contra xenobidticos potencialmente toxicos ingeridos na dieta (SCHWAB et
al., 2003). Estas proteinas que sao produtos do gene MDR1, aparentemente removem
seus substratos da dupla camada de lipideos da membrana para o espacgo
extracelular, agindo como bombas de efluxo de xenobidticos (MOLENTO e
PRICHARD,1999).

Para monepantel, ndo se sabe ainda exatamente quais sdo os marcadores
especificos para resisténcia, mas em estudo realizado utilizando H. contortus, foi
possivel identificar alguns marcadores, como: transportadores ABC; glicoproteina-P;

peptidases, kinases; fosfatases e proteinas de canal (EMBRAPA,2018).

2.4.2 Desenvolvimento genético da resisténcia anti-helmintica

A resisténcia apresenta um processo envolvendo trés componentes sendo
eles o estabelecimento, desenvolvimento e a dispersdo. O estabelecimento da
resisténcia € amplamente influenciado pelo tamanho e diversidade da populagao e
taxa de mutagéo do gene envolvido (SUTHERST; COMINS, 1979), sendo que quanto
mais elevados estes fatores, maior sera a chance da existéncia do alelo para a
resisténcia (GEARY et al, 1999). Ja o desenvolvimento da resisténcia esta
relacionado ao uso do agente seletivo, neste caso, o anti-helmintico (SUTHERST;
COMINS, 1979). O numero excessivo de tratamentos seleciona para resisténcia
diminuindo a vida util do farmaco sendo que o desenvolvimento da resisténcia a um
farmaco geralmente acontece dentro de cinco a oito geragdes apos a introdugao da
nova classe de composto (GRANT, 2001). Por ultimo, o processo de dispersdo dos
genes na populagao é realizado pela migracgéao e fluxo génico (HUMBERT et al., 2001).
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Dessa forma, os processos de desenvolvimento e dispersdo sao influenciados pela
biologia e manejo dos parasitos responsaveis pela resisténcia.

O aparecimento de cepas de nematddeos resistentes a anti-helminticos pode
ser explicado pela teoria da evolucao, que tem como ponto basico a selecao natural,
ou seja, os individuos mais adaptados sobrevivem para se reproduzir (GRIFFITHS et
al., 1998). A populagédo susceptivel de nematdédeos contém uma subpopulagéo de
individuos com capacidade genética para sobreviver ao tratamento que originara a

préxima geragao desta populagao.

2.4.3 Diversidade genética de Haemonchus contortus

Entre os nematddeos existem diferencas relacionadas a susceptibilidade ao
desenvolvimento da resisténcia. Alguns fatores, obrigatoriamente, devem estar
atuando em conjunto para que uma populagado de organismos resistentes possa ser
selecionada pela pressao do farmaco. Dentre estes, 0 mais importante € a diversidade
genética da populacédo tratada, pois o farmaco nao cria organismos resistentes,
apenas seleciona os individuos que levam um alelo do gene ou genes que reduz a
susceptibilidade a um farmaco. A resisténcia s6 pode surgir se o alelo para a
resisténcia estiver presente na populagao tratada. Logo, quanto mais elevada for a
diversidade genética de uma espécie, maior sera a chance da existéncia deste alelo
(GEARY et al., 1999).

No caso de H. contortus, este possui uma taxa de mutacdo do DNA
mitocondrial dez vezes maior que nos vertebrados e o DNA nuclear extremamente
diverso, mostrando grande variabilidade genética, tanto em uma populagdo quanto
entre populagcbes geograficamente separadas, sendo encontrado em diferentes
especies de ruminantes desde os tropicos umidos até as areas de clima com
temperaturas mais frias. Além disso, apresenta uma alta fecundidade, sua fémea pode
eliminar entre 5.000 e 10.000 ovos por dia (UENO,1998). Sua populagéo efetiva é
muito grande, sendo mais encontrada no meio, ou seja, nas pastagens e forragens do
que no interior de seus hospedeiros (PRICHARD, 2001). A alta diversidade genética
associada ao elevado tamanho da populagao efetiva € uma condi¢ao ideal para a
resisténcia seja disseminada (GEARY et al., 1999).
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Alguns aspectos como a morfometria dos machos, propor¢cées entre a
morfologia das fémeas e frequéncias aloenzimaticas foram evidenciados em cepas de
H. contortus isoladas em areas geograficas diferentes com condi¢cdes climaticas
diversas (SAULAI et al., 2000).

2.4.4 A resisténcia anti-helmintica de nematédeos de ovinos

Santos e Gongalves (1967) relataram o primeiro caso de resisténcia anti-
helmintica no Brasil, no estado do Rio Grande do Sul, verificando resisténcia de H.
contortus ao tiabendazol. O uso indiscriminado de farmacos, com consequentes
aplicagdes, faz com que ocorra selecdo de helmintos resistentes aos farmacos,
causando grande prejuizo aos produtores (AMARANTE et al., 1992). Diversos sao os
estudos que trazem relatos de resisténcia anti-helmintica em nematoides de ovinos
(Quadro 1).

Quadro 1. Autores, ano, molécula anti-helmintica, local de ocorréncia e helmintos
identificados como resistentes no Brasil.

Autores Ano | Molécula Local Parasito
Santos & 1967 | tiabendazol | Rio Grande do H.contortus
Goncgalves Sul
et al
Amarante et | 1992 | oxifendazol/ | Brasil Haemonchus/Trichostrongylus
al levamisol
Thomaz- 1996 | albendazol/ | Parana Haemonchus/Trichostrongylus
Soccol et al ivermectina/
levamisol
Ramos et al | 2002 | albendazol/ | Santa Catarina Haemonchus/Trichostrongylus
ivermectina
Rosalinski- | 2007 | ivermectina/ | Santa Catarina Haemonchus/Trichostrongylus
Moraes et al moxidectina
Sczesny- 2010 | albendazol/ | Mato Grosso do Haemonchus/Trichostrongylus
Moraes et al ivermectina | Sul
Scott et al 2013 | monepantel | Nova Zelandia T. colubriformis
Mederos et | 2014 | monepantel | Uruguai H.contortus
al
Cintraetal | 2016 | monepantel | Brasil T. colubriformis
Martins et al | 2017 | monepantel | Brasil Haemonchus spp.
Albuquerqu | 2017 | monepantel | Sdo Paulo Haemonchus spp.
e et al
Mallmann et | 2018 | monepantel | Brasil Haemonchus spp.
al
Starling et al | 2019 | monepantel | Sao Paulo H.contortus
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizagao do estudo

O estudo foi conduzido de acordo com os principios éticos na experimentagao
animal e foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) n° protocolo
018/2018.

O experimento foi realizado em uma fazenda, localizada na zona rural do
municipio de Alegre, estado do Espirito Santo, Brasil (20°40°'47”S 41°32'04"W) A
propriedade desenvolve atividades relacionadas a pecuaria de corte e criagdo de
ovinos com fins comerciais. O manejo dos ovinos é realizado em um mddulo de
piquetes rotacionados, com 12 divisdes, o que compreende cerca de 4,8 hectares,
formado por Brachiaria sp. Possui um aprisco com 220 m? para manejo dos animais,
onde estes recebem & noite alimentagdo suplementar com silagem de milho e

concentrado e agua ad libitum.

3.2 Origem dos animais utilizados

O rebanho de ovinos da propriedade € composto por aproximadamente 160
animais (Ovis aries), sendo 85 animais da raga Santa Inés utilizadas como matrizes
reprodutivas para fornecimento de cordeiros. Além desses animais, a fazenda conta
com 35 fémeas e quatro reprodutores da raca White Dorper e aproximadamente 40
borregos mestigos (Santa Inés x White Dorper).

Na primeira fase do estudo foi realizado o resgate do historico dos principios
ativos utilizados no rebanho da fazenda ao longo dos ultimos cinco anos, além da
aplicacao de um questionario com perguntas relacionadas ao manejo de aplicagao e
critério de selecao dos animais para tratamento. O rebanho da fazenda foi monitorado

ao longo dos anos de 2015, 2017 e 2019 por meio de testes de redugdo na contagem
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de ovos por grama de fezes (TRCOF) em 2015, 2017 e 2019, para identificar as
espécies de nematddeos predominantes e determinar a eficacia dos principios ativos

utilizados, como descrito por Coles et al. (1992).

3.3 Selecao dos animais e randomizagao dos grupos.

Na segunda fase do estudo, borregos foram selecionados e submetidos a
duas coletas de fezes prévias, nos dias -10 e -2 antes do tratamento, para verificagao
dos valores de OPG, segundo a técnica de Gordon e Whitlock (1939). As amostras
fecais dos animais foram coletadas diretamente da ampola retal com auxilio de sacos
de polietileno previamente identificados e mantidas resfriadas até o momento do
processamento, que forma realizadas imediatamente apds as coletas, no Laboratério
de Parasitologia do Hospital Veterinario do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Espirito Santo (HOVET-CCAE-UFES).

Posteriormente ao OPG do dia -10 foi realizada os exames de coproculturas
segundo metodologia descrita por Roberts e O’Sullivan (1950) e identificagdo dos
géneros segundo Ueno e Gongalves (1998).

Foram separados 20 cordeiros e apds observar os resultados dos exames dos
dias -10 e -2, foram selecionados 14 cordeiros, de acordo com as recomendacgoes da
World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology (WAAVP). Os
animais foram ovinos de cruzamento industrial (White Dooper x Santa Inés) (sendo
cinco machos inteiros e nove fémeas), com média de idade de 100 dias, peso inicial
médio de 17,5 kg que apresentaram ovos nas fezes (OPG > 1000) Foram separados
em dois lotes contendo sete animais cada, sendo que o primeiro lote recebeu
tratamento e o segundo lote foi considerado como controle, ndo recebendo
tratamento.

Os animais foram submetidos a pesagem com balanga mecéanica para
afericdo do peso para formulagao da dose administrada. O medicamento utilizado no
tratamento foi o monepantel, (2,5 mg/kg) - (produto Zolvix®, Novartis) por via oral, de
acordo com a recomendacgao do fabricante, sendo realizada no dia 0, com auxilio de

uma seringa dosadora.
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3.4 Necropsia dos animais

Ap0s sete dias da realizagdo da vermifugagéo, os animais foram eutanasiados
para recuperagao dos parasitos no trato gastrointestinal. A eutanasia foi realizada com
0 uso de anestesia prévia com xilazina (0,1 -0,2 mg/kg/ IM e anestesia geral com
tiopental sédico (10-15mg/kg) seguida de cloreto de potassio,, conforme preconizado
na resolucao N° 1000 do CFMV, sendo que a escolha do protocolo de
medicamentos anestésicos para eutanasia de acordo com os critérios do setor de
patologia do HOVET-CCAE-UFES).

De acordo com as recomendagdes da World Association for the Advancement
of Veterinary Parasitology (WAAVP) o conteudo do abomaso, intestino delgado e
intestino grosso foi recuperado e fixado com formalina 10% ou outros fixadores para
preservar os espécimes e uma amostra de 5% do volume total do conteudo do
abomaso foi coletada. Todos os parasitos da sub-aliquota de 10% deste total foram
identificados quanto ao género, espécie e estagio de desenvolvimento de acordo com

os métodos de Ueno e Gongalves (1998).

Figura 01: Fluxograma com etapas do teste de eficacia controlado em ovinos

naturalmente infectados com nematoides gastrintestinais.
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3.5 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a avaliacdo para obter média e desvio padrao
dos helmintos recuperados nos grupos tratado e controle, utilizando o programa (R
Core Tem, 2020), sendo aplicada a média geométrica seguindo as recomendagdes
da World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology (WAAVP) e da
Organizagéo das nag¢des unidas para alimentagao e agricultura (FAO). Com o valor
da média geométrica de helmintos recuperados de cada grupo, foi aplicado o teste
para avaliacdo do percentual de eficacia no programa Microsoft Excel (2016) com a
seguinte férmula: % de eficacia = (média de helmintos dos animais controle - média
de helmintos dos animais tratados) /(média de helmintos dos animais controle) x 100.
Apo6s a contagem individual dos parasitos de cada animal, estes valores foram
submetidos ao teste de Levene para avaliar se os dados eram homogéneos ou néo e
ao teste de Shapiro-Wilk para avaliar a se os dados tinham distribuicdo normal ou nao,
sendo posteriormente aplicado o Teste de Dunn para verificagdo do nivel de
significancia (p<0,05) dos valores das médias de helmintos recuperados utilizando o
programa (R CORE TEM, 2020).
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4 RESULTADOS

Apds analise das respostas ao questionario aplicado foi possivel identificar os
principios ativos utilizados com rotina na fazenda, como albendazol, ivermectina,
levamisol e monepantel, sendo os primeiros utilizados desde o inicio da criacdo e o
monepantel com uso a partir de 2014.

O critério de selecao para realizagao do tratamento em algumas situacdes era
baseado no valor de OPG dos animais ou no método FAMACHA, porém de maneira
geral eram utilizados de forma indiscriminada nos animais com frequéncia mensal ou
bimestral, alternando as bases utilizadas de acordo com a disponibilidade no momento
da aplicacao.

Em 2015, nesta mesma propriedade, em um teste de redugdo na contagem
de ovos por grama de fezes (TRCOF) realizado por Starling et al. (2017), utilizando
58 ovinos, monepantel apresentou uma eficacia de 96,20% em ovinos infectados
naturalmente por nematoides gastrointestinais, apés 14 dias do tratamento, sendo
considerado como altamente eficaz.

Ja em 2017, um teste (TRCOF) realizado por Garcia (2019) utilizando 24
ovinos, monepantel apresentou uma eficacia de 64,30% em ovinos naturalmente
infectados por nematoides gastrointestinais, 14 dias apds o tratamento, sendo

considerado como baixa eficacia.

Em 2019, ainda na mesma propriedade, um teste (TRCOF) realizado pela
equipe (dados nao publicados), utilizando 21 ovinos, monepantel apresentou eficacia
préoxima a 1%, 14 dias apds o tratamento, sendo considerado como ineficaz, tratando-

se de um quadro possivelmente relacionado a resisténcia parasitaria.
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Figura 2: Eficacia do monepantel em testes a campo utilizando ovinos

naturalmente infectados, durante os anos de 2015, 2017 e 2019.
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De acordo com os resultados dos ensaios, quando comparados em sequéncia,
os resultados apresentados em 2017 e 2019 mostram que os valores médios do OPG
dos grupos tratados com monepantel tiveram baixa redu¢ado no numero de ovos apos
o tratamento.

Com relagdo a segunda fase do estudo, que compreende o teste de eficacia
controlado, os animais foram selecionados ao exame de OPG para selecao e
randomizagao dos grupos tratado e controle, de acordo com os valores de numeros

de ovos encontrados, como mostra a tabela a seguir:
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Tabela 1: Selecdo dos ovinos naturalmente infectados por nematoides
gastrointestinais para formagédo de grupo tratamento e grupo controle baseado nos
valores de OPG, através da média geométrica e desvio padrao dos dias -10 e -2.

GRUPO  ANIMAL PESO(kg) DOSE(mL) OPG MEDIA' DESV.PAD

927 13,5 1 5733
151 13,0 1 3949
565 20,0 2 3388
TRATADO 87 17,5 2 2466 2548,6 1585,5
556 18,0 2 1877
229 19,5 2 1488
93 16,0 2 1322
122 18,0 2 4433
250 13,0 1 3699
630 14,5 2 2799
CONTROLE 536 18,0 2 2422  2093,2 1320,3
54 20,5 2 1633
47 16,5 2 1433
572 18,5 2 677

1. Uso da média geométrica

Os géneros encontrados nas coproculturas de acordo com suas caracteristicas
morfolégicas foram larvas caracteristicas de tricostrongilideos, predominantemente
Haemonchus spp. As espécies recuperadas em necropsia foram classificados de
acordo com suas caracteristicas morfolégicas e 6rgado que parasitavam, sendo que o
género Haemonchus spp. foi encontrado em ambos os grupos com média de 379 por
animal do grupo tratado e 980 por animal do grupo controle.

Em intestino delgado foram recuperados parasitos do género Moniezia, em
ambos os grupos do estudo, sendo que no grupo tratado foram recuperados 25,7
parasitos por animal e no grupo controle 24,3 parasitos por animal.

No intestino grosso foram recuperados helmintos dos géneros
Oesophagostomum e Trichuris spp. Foram encontrados respectivamente 10 e 68,6
parasitas por animal no grupo tratado. J& no grupo controle 47,1 e 7,1

respectivamente por animal (Tabela 2)
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Tabela 2: Parasitos recuperados em necropsia de ovinos naturalmente infectados

apos tratamento com monepantel.

Animal H.contortus Moniezia Oesophagostomum Trichuris

Tratado
527 330 30 0 0
151 430 20 0 0
565 260 0 10 0
87 240 20 50 340
556 630 20 0 140
229 280 10 10 0
93 720 80 0 0
Média 379 25 10 68
Desv.pad 191 23 17 121
Controle
122 3520 10 20 0
250 2700 10 60 20
630 3170 10 20 0
536 2700 40 0 10
54 1790 20 220 10
47 150 20 0 0
572 40 60 10 10
Média 980 24 47 7
Desv.pad 1412 19 79 7
Eficacia 61% 78,8%

Apds a recuperagao e identificagdo e contagem de todos os parasitos, os
helmintos recuperados do abomaso foram montados entre |amina e laminula e
confirmada a identificacdo como H. contortus de acordo com as caracteristicas
morfolégicas encontradas, sendo aplicado o calculo afim de verificar qual a eficacia
do tratamento com monepantel, comparando as médias entre grupo controle e tratado

para H. contortus, tendo como resultado uma eficacia de 61%.
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Analisando os resultados, foi possivel observar que nao houve diferenca
significativa entre as médias dos grupos tratado e controle, com médias

estatisticamente iguais (p = 0,896) , conforme mostra a figura 3.

Figura 3: Grafico com valores de média dos grupos tratamento e controle de ovinos

naturalmente infectados com nematoides gastrointestinais.
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5 DISCUSSAO

De acordo com o levantamento historico da propriedade, os animais receberam
aproximadamente 15 tratamentos com monepantel (produto Zolvix® — Novartis) nos
ultimos 18 meses de manejo contra helmintoses, mostrando que o tratamento
supressivo com anti-helminticos como monepantel, levam a quadros de resisténcia
parasitaria. Resultados parecidos foram observados por Albuquerque et al. (2017) que
observaram que, com tratamento supressivo, dentro de 3 meses ocorreu
aparecimento de uma populagao de Haemonchus spp. resistentes ao tratamento com
monepantel.

E possivel observar que ao longo do tempo de uso do monepantel, os
resultados dos testes de reducdo mostraram uma diminuicdo da eficacia deste
produto, sendo que Starling et al. (2017), em 2015, realizaram um teste reducdo na
contagem de ovos por grama de fezes (TRCOF) na mesma propriedade onde foram
obtidos resultados de eficacia de 95,6%, o que demonstra que anteriormente esse
mesmo antiparasitario era considerado altamente eficaz, de acordo com (COLES et
al., 2006).

Os resultados do teste de eficacia realizados em 2017 e 2019 mostram a
diminuicdo da eficacia ao longo do tempo nesta mesma propriedade. No teste de
reducdo, o0 grupo que recebeu o anti-helmintico apresentou apenas 64,30% de
reducao, mostrando que o anti-helmintico ja foi reduzindo sua eficacia ao longo dos
anos de uso sugerindo que essa populagao foi sendo selecionada com o passar do
tempo.

Estes resultados do historico de anti-helminticos utilizados na fazenda e do
manejo de vermifugagado associados aos resultados encontrados no calculo de
eficacia deste trabalho demostram que o uso excessivo de anti-helminticos junto com
a falta de critério especifico para tratamento, levam a uma selecao de individuos na
populagcdo de Haemonchus spp, resistentes aos principios ativos utilizados, como

mostrou Mallmann et al. (2018) em seus estudos. Quando se trata principalmente do
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monepantel, a situacdo e mais critica ainda, pelo fato de ser um medicamento
especifico para controle de nematoides em ovinos e por ter sido a ultima molécula
inserida no mercado brasileiro de antiparasitarios (SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI;
2011).

Este parasito € um dos maiores responsaveis pelos quadros de resisténcia de
nematoides em pequenos ruminantes e ja teve resisténcia relatada ao monepantel em
alguns estudos, como os realizados por Mederos et al. (2014), que confirmaram a
resisténcia de H. contortus a este farmaco através do teste de redugédo na contagem
de ovos nas fezes (TRCOF) no Brasil e também alguns relatos ja foram registrados
para Haemonchus spp. (ALBUQUERQUE et al., 2017; MARTINS et al.,, 2017,
MALLMANN et al., 2018; RAMOS et al., 2018; STARLING et al., 2019).

No teste controlado realizado neste trabalho, quando comparadas as médias
do género Haemonchus nos grupos tratado e controle, a diferenca entre as médias
deveria ser mais evidente, o que mostra que o grupo tratado nao teve redugao téo
expressiva quanto deveria, no caso, de pelo menos 95%, comparado ao grupo que
nao recebeu tratamento. Isso mostra e comprova que o monepantel nao foi capaz de
reduzir de maneira eficiente a populacdo de Haemonchus deste rebanho, reduzindo
apenas 61,35%, se demonstrando assim baixa eficacia, nos demonstrando a
resisténcia anti-helmintica do nematddeo a este principio ativo.

De acordo com as recomendagdes da World Association for the Advancement
of Veterinary Parasitology (WAAVP) os valores de eficacia devem ser classificados da
seguinte maneira: altamente eficaz > 90%; moderadamente eficaz 80 a 90%; e baixa
efetividade de 60 a 80%. Eficacias inferiores a 60% o medicamento sera considerado
ineficaz.

Além de H. contortus, Oesophagostomum columbianum é outro parasito que o
farmaco monepantel possui agédo, segundo a recomendagao da bula do produto. No
presente estudo apresentou eficacia de 78,8%, valor considerado como de baixa
efetividade segundo as recomendagdes da World Association for the Advancement of
Veterinary Parasitology (WAAVP), sugerindo assim um possivel quadro de
resisténcia.

Assim, comparando os valores encontrados no presente estudo com as
recomendacdes WAAVP e da portaria 48 do MAPA podemos comprovar a resisténcia

anti-helmintica de H. contortus ao monepantel nessa populacao.
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Este resultado demonstra que cada vez mais o controle de nematoides
gastrointestinais ndo deve ser realizado apenas com o uso de anti-helminticos e sim
com um conjunto de medidas preventivas, buscando sempre diminuir os fatores
predisponentes para o surgimento da resisténcia parasitaria, tendo em vista o grande
numero de relatos ja apresentados abordando este tema.

Estas medidas estdo relacionadas ao manejo correto das forragens na
propriedade, selecdo de linhagens de ragas de ovinos menos susceptiveis ao
nematoides gastrointestinais, orientacao com relagéo a dieta nutricional dos ovinos,
sempre mantendo os niveis de nutricdo adequados de acordo com a categoria animal.

Outro fator muito importante a ser levado em consideragao e a realizacdo de
exames de fezes antes da entrada dos animais introduzidos de outros rebanhos, como
matrizes e reprodutores, evitando que novas cepas de nematddeos resistentes além
da realizagcdo da quarentena destes animais. A realizacdo mensal ou bimestral de
exames de fezes e coprocultura dos animais a fim de verificar a carga parasitaria do
rebanho, também se faz necessario para monitorar o grau de parasitismo dos ovinos
€ a partir desses valores, criar o critério de selecao para tratamento dos animais anti-
helmintico.

Desta forma, deve-se diminuir o rodizio de bases de anti-helminticos nas
propriedades e o numero de tratamentos realizados, diminuindo assim as chances de
estabelecimento de populacbes resistentes, além da realizagdo de estudos
complementares com relacdo aos marcadores moleculares relacionados a
identificacdo do gene da resisténcia, para que possa controlar de maneira mais
assertiva as parasitoses gastrointestinais, melhorando assim a qualidade de vida dos

animais e mantendo a ovinocultura uma atividade sustentavel para os produtores.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados encontrados e discutidos, foi possivel através
deste trabalho confirmar a presenca de uma populacdo de H. contortus em ovinos
resistentes ao monepantel no Espirito Santo e um possivel quadro de resisténcia

parasitaria de Oesophagostomum columbianum ao monepantel.
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