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RESUMO 
 

Infecções por parasitos nematoides gastrintestinais – principalmente Haemonchus 
contortus – constituem um dos principais problemas sanitários e econômicos na 
indústria da ovinocultura em todo o mundo. A utilização intensiva de produtos anti-
helmínticos para o controle dessas infecções levou à seleção de parasitos 
resistentes às principais drogas atualmente disponíveis, inclusive à lactona 
macrocíclica ivermectina (IVM), comprometendo a sua utilização. O desenvolvimento 
e o uso de métodos seguros e eficientes para o diagnóstico e o monitoramento da 
resistência anti-helmíntica no campo vêm adquirindo importância progressiva, 
podendo auxiliar o planejamento de programas de controle parasitário, além de 
retardar a seleção e propagação de parasitos resistentes. A presente tese está 
dividida em quatro capítulos. O capítulo inicial apresenta uma introdução, abordando 
a importância do tema, os objetivos e as justificativas para a realização da pesquisa. 
O segundo capítulo trata de um artigo de revisão publicado no periódico “Pesquisa 
Veterinária Brasileira”, em que se discutem os principais métodos atualmente 
utilizados para o diagnóstico da resistência anti-helmíntica em nematoides 
gastrintestinais de pequenos ruminantes. São apresentados os principais testes 
diagnósticos in vivo e in vitro, bem como suas limitações para uso prático efetivo no 
laboratório e a campo. Além disso, destacam-se os avanços e o desafio no 
desenvolvimento de testes moleculares, em especial para o grupo das lactonas 
macrocíclicas. No terceiro capítulo, relata-se um trabalho de pesquisa também 
publicado no periódico “Pesquisa Veterinária Brasileira”, em que foi avaliada a 
resistência anti-helmíntica em um isolado de H. contortus usando um teste in vitro de 
migração de larvas em ágar. Foi comparada a ação de duas drogas (ivermectina – 
IVM e moxidectina – MOX), identificando o isolado menos suscetível à IVM do que à 
MOX, e demonstrando o potencial uso desse método. O quarto capítulo descreve 
um trabalho de pesquisa para detecção de marcadores moleculares associados à 
resistência à IVM em H. contortus, usando técnicas de sequenciamento de nova 
geração, de mapeamento genético e de bioinformática, a fim de fornecer novos 
potenciais marcadores de resistência. Inicialmente, um banco de dados genômico foi 
produzido a partir do sequenciamento completo do genoma de dois isolados de H. 
contortus, resistente e suscetível à IVM. Um conjunto final de polimorfismos de 
nucleotídeo único (SNPs, do inglês single nucleotide polymorphisms) e 
inserção/deleção (indels, do inglês small insertions and deletions) foi selecionado em 
regiões genômicas onde se localizam genes que codificam para as superfamílias de 
transportadores ABC (do inglês ATP binding cassete) e de receptores de canais 
iônicos abertos por ligante (LGICs, do inglês Ligand-Gated Ion Channel), em que 
estão presentes genes previamente relacionados à resistência à IVM. Tais variantes 
específicas podem ser usadas para avaliar e validar marcadores moleculares que 
possibilitem o avanço de pesquisas para a obtenção de um diagnóstico precoce da 
resistência à IVM. 
 
Palavras-chave: Haemonchus contortus. Ivermectina. Resistência anti-helmíntica. 
Diagnóstico. Marcadores moleculares. SNP. Indel. 
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ABSTRACT 
 

Gastrointestinal nematode parasite infections – mainly Haemonchus contortus – are 
one of the most health and economic problems in the sheep industry worldwide. The 
intensive use of anthelmintic drugs for controlling these infections led to the selection 
of resistant parasites to the major drugs currently available, including ivermectin 
(IVM), compromising its use. The development and use of safe and efficient methods 
for the diagnosis and monitoring of anthelmintic resistance in the field are acquiring 
growing importance, and it may aid the planning of parasite control programs, in 
addition to delaying the selection and spread of resistant parasites. This thesis is 
divided into four chapters. The initial chapter presentes an introduction, focusing the 
importance of the theme, objectives and justification for the research. The second 
chapter is a review published in the journal “Pesquisa Veterinária Brasileira”, in which 
we discuss the main methods currently used for the diagnosis of anthelmintic 
resistance in gastrointestinal nematodes of small ruminants. The main diagnostic 
tests in vivo and in vitro as well as its limitations for effective practical use in the 
laboratory and the field. Furthermore, we highlight the progress and challenges in the 
development of molecular tests, especially for the macrocyclic lactones group. In the 
third chapter, we report a research work also published in the journal “Pesquisa 
Veterinária Brasileira”, in which we evaluated the anthelmintic resistance in H. 
contortus using an in vitro larval migration on agar test. The action of two macrocyclic 
lactones (ivermectin, IVM and moxidectin, MOX) was compared, identifyind the H. 
contortus isolate less susceptible to IVM than to MOX and demonstrating the 
potential use of this method. The fourth section describes a research for detection of 
molecular markers associated with IVM resistance in H. contortus, using techniques 
of next-generation sequencing, genetic mapping and bioinformatics to provide new 
potential markers of resistance.Initially, a genomic database was producted from the 
whole genome sequencing of two H. contortus isolates, susceptible and resistant to 
IVM. A final set of single nucleotide polymorphisms (SNPs) and small insertions and 
deletions (indels) was selected in genomic regions where genes encoding ATP 
binding cassete (ABC) transporter and ligand-gated ion channels (LGICs) 
superfamily, where genes were previously associated to IVM resistance. Such 
specific variants can be used to evaluate and validate molecular markers that enable 
the advancement of research to obtain an early diagnosis of resistance to IVM. 
 
Key words: Haemonchus contortus. Ivermectin. Anthelmintic resistance. Diagnostic. 
Molecular markers. SNP. Indel. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

Uma das espécies de parasitos nematoides gastrintestinais mais prevalentes 

no mundo e economicamente importantes em criações de pequenos ruminantes é o 

Haemonchus contortus, pertencente à ordem Strongylida e superfamília 

Trichostrongyloidea. Esse parasito é o mais importante em ovinos, e sua 

alimentação de sangue no abomaso pode levar a sinais de anemia, letargia, perda 

de peso e até mesmo morte em casos de infecção aguda (haemonchose). O ciclo de 

vida do H. contortus é direto. As fêmeas são ovíparas prolíferas. Os ovos eclodem 

no ambiente e se desenvolvem até larvas de terceiro estágio (L3) – que são as 

formas infectantes – em menos de cinco dias, embora isso possa ser adiado por 

semanas ou mesmo meses em condições de frio. As L3 são ingeridas e 

desembainhadas no abomaso, onde as larvas sofrem duas mudas até a fase adulta. 

Um pouco antes da muda final do ciclo de vida, os parasitos desenvolvem a lanceta 

perfurante, permitindo a obtenção de sangue dos vasos da mucosa do abomaso, 

local de fixação do parasito. Os adultos movem-se livremente na superfície da 

mucosa, alimentando-se de sangue do hospedeiro. O período pré-patente da 

infecção por H. contortus é de 2-3 semanas em ovinos (MOLENTO e FORTES, 

2010). 

Apesar do estudo e do desenvolvimento de opções alternativas práticas, o 

tratamento e o controle de vermes parasitos (helmintos) em geral, e de H. contortus 

em particular, ainda dependem fortemente do uso de medicamentos antiparasitários 

(anti-helmínticos) (PRICHARD, 2001; WOLSTENHOLME et al., 2004), sendo 

produtos veterinários de grande valor, constituindo cerca de 40% de todas as 

despesas destinadas à sanidade animal (YATES et al., 2003). Um dos três grupos 

clássicos de anti-helmínticos é o das lactonas macrocíclicas (LMs), que compreende 

as avermectinas (AVs), como a ivermectina (IVM), e as milbemicinas (MIs), como a 

moxidectina (MOX). As AVs e MIs foram isoladas a partir do fungo Streptomyces 

spp. na década de 1970 e a IVM foi introduzida no mercado no ano de 1981 (YATES 

et al., 2003). Desde então, a comercialização da IVM cresceu de tal forma a tornar-

se a droga mais comumente utilizada na pecuária (YATES et al., 2003; CAMPBELL, 

1989), sendo usada tanto para o tratamento preventivo (profilaxia) quanto para o 



18 

 
 

tratamento clínico de infestação por ectoparasitos e infecção por endoparasitos 

(YATES et al., 2003). Em H. contortus, a IVM provoca inibição do bombeamento da 

faringe, paralisia da parede do corpo e dos músculos do útero, impossibilitando a 

alimentação do verme. O exato mecanismo de ação da IVM ainda não está 

esclarecido, devido a algumas características da droga, como a presença de vários 

locais de ação, várias espécies-alvo com sensibilidades diferentes e pouca 

solubilidade em soluções aquosas (TURNER e SCHAEFFER, 1989). 

A resistência às drogas em helmintos de importância veterinária, incluindo o 

H. contortus, é um problema sério e global, tendo em vista que o uso de anti-

helmínticos é essencial para o rendimento da produção e o bem-estar animal 

(PRICHARD, 2001). Em particular, a resistência generalizada aos anti-helmínticos 

mais antigos, incluindo os de espectro estreito e todas as três classes de amplo 

espectro, é grave em parasitos de ovinos (van WYK e MALAN, 1988; SOCCOL et 

al., 1996; BACON et al., 1998; JACKSON e COOP, 2000), e aumentou a 

dependência à IVM. A emergência de resistência à IVM em H. contortus é, portanto, 

uma séria ameaça para o controle do parasito (JACKSON e COOP, 2000; BESIER e 

LOVE, 2003; WALLER, 1997), representado um risco para a ovinocultura em 

diferentes regiões do mundo (BESIER e LOVE, 2003; MOLENTO et al., 2011). 

O teste in vivo constitui um tipo de definição fenotípica da resistência, de tal 

modo que a diminuição do número de ovos de nematoides contados nas fezes, após 

o tratamento anti-helmíntico, é inferior a 95% em relação à contagem de pré-

tratamento (teste de redução na contagem de ovos nas fezes, TRCOF) (COLES  et 

al., 1992). No presente momento, a resistência também pode ser identificada e 

medida com base em alterações no fenótipo, tais como diminuição da inibição da 

eclosão ou alimentação, ou aumento na sobrevida após a exposição de H. contortus 

à IVM in vitro, que pode ser avaliada em testes de migração larvar. Tais testes 

fenotípicos não são sensíveis nem confiáveis o suficiente para detectar a seleção 

precoce da resistência, sendo restritos à indicação de resistência clínica (CRAVEN 

et al., 1999; HUMBERT et al., 2001; SILVESTRE e CABARET, 2002). Assim, testes 

moleculares são necessários, a fim de identificar com mais sensibilidade e 

quantificar a resistência, buscando auxiliar na escolha de meios eficazes para a 

prevenção e o controle da resistência. Com a identificação de genes ou loci sob 

seleção e a detecção de marcadores genotípicos de resistência à IVM, seria possível 
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realizar o monitoramento de genótipos resistentes antes de ocorrerem alterações 

fenotípicas, proporcionando um grande avanço às pesquisas científicas sobre 

desenvolvimento e controle da resistência. 

Como a base genética da resistência à IVM ainda não está estabelecida, e 

na ausência de ferramentas genômicas disponíveis para H. contortus, a abordagem 

predominante até o momento tem sido a análise de genes individuais ou famílias de 

genes implicados na resistência à IVM, incluindo as glicoproteínas-P (P-gps, do 

inglês P-glycoproteins) – membros da família de transportadores do tipo ABC (do 

inglês ATP binding cassete) – e os canais de cloro potencializados pelo glutamato 

(GluCl) – pertencentes ao grupo dos receptores de canais iônicos abertos por ligante 

(LGICs, do inglês Ligand-Gated Ion Channel) (XU et al., 1998; WOLSTENHOLME e 

ROGERS, 2005). Entretanto, com as recentes publicações do genoma de H. 

contortus por dois grupos de pesquisa distintos (LAING et al., 2013; SCHWARZ et 

al., 2013), abordagens genômicas amplas podem ser utilizadas para determinar 

genes ou loci sob seleção da IVM, assim como marcadores moleculares associados 

à resistência à IVM, podendo representar mudanças genotípicas que embasem o 

desenvolvimento de testes moleculares diagnósticos. 

Nesta tese, relata-se um trabalho de pesquisa para a detecção de potenciais 

marcadores moleculares associados à resistência à IVM em H. contortus, a partir da 

avaliação de polimorfismos em regiões genômicas que incluem as famílias de 

transportadores do tipo ABC e dos receptores LGICs – alvos extremamente 

importantes no estudo da resistência à IVM, usando técnicas genômicas e de 

bioinformática. Parte deste trabalho foi realizada no Instituto de Parasitologia da 

Universidade McGill, Canadá (ANEXOS 2 e 3). Como embasamento teórico, foi 

realizada uma revisão bibliográfica publicada no periódico “Pesquisa Veterinária 

Brasileira” (ANEXO 12), abordando a situação atual dos principais métodos 

utilizados para o diagnóstico da resistência anti-helmíntica em nematoides 

gastrintestinais de pequenos ruminantes. Nesse trabalho, são apresentadas as 

vantagens e desvantagens do uso de testes in vivo e in vitro, incluindo os testes 

moleculares, bem como os avanços e as dificuldades para o seu desenvolvimento e, 

em especial, para a detecção de resistência ao grupo das lactonas macrocíclicas. 

Relata-se, ainda, um trabalho de pesquisa – também publicado no periódico 

“Pesquisa Veterinária Brasileira” (ANEXO 13) – em que foi avaliada a resistência 
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anti-helmíntica em um isolado de H. contortus usando um teste in vitro de migração 

de larvas em ágar. Foi comparada a ação de duas lactonas macrocíclicas 

(ivermectina – IVM e moxidectina – MOX), identificando o isolado menos suscetível à 

IVM do que à MOX. Dado o conhecido status de resistência do isolado a partir do 

TRCOF, aliado ao crescente aumento da utilização do referido teste in vitro em 

laboratórios de pesquisa e à falta de padronização, buscou-se avaliar o potencial 

uso desse método, além de confirmar a suscetibilidade do isolado às drogas 

testadas antes de procedermos aos estudos moleculares. 
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1.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Identificar marcadores moleculares associados à resistência à IVM em 

Haemonchus contortus, com potencial para posterior validação e desenvolvimento 

de testes moleculares. 

 

 

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

Realizar a etapa inicial de infecções experimentais de ovinos, a fim de obter 

um isolado de H. contortus altamente resistente à IVM. 

Avaliar o potencial uso do teste in vitro de migração de larvas em ágar para 

a detecção de resistência anti-helmíntica, e confirmar a suscetibilidade do isolado de 

H. contortus à IVM e à MOX, previamente à etapa de estudos moleculares. 

Obter um banco de dados genômicos, a partir do sequenciamento do 

genoma de dois isolados de H. contortus resistente e suscetível à IVM. 

Identificar e analisar polimorfismos nas regiões genômicas dos 

transportadores do tipo ABC e dos receptores de canais iônicos abertos por ligante 

(LGICs), comparando os isolados de H. contortus resistente e suscetível à IVM. 

Fornecer um conjunto específico de polimorfismos ou variantes que possam 

representar potenciais variações associadas à resistência à IVM. 
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2 RESISTÊNCIA ANTI-HELMÍNTICA EM NEMATOIDES GASTRINTESTINAIS DE 
PEQUENOS RUMINANTES: AVANÇOS E LIMITAÇÕES PARA SEU 
DIAGNÓSTICO 
 

RESUMO 

 

A seleção e a crescente disseminação de nematoides resistentes aos anti-
helmínticos mais comumente utilizados, benzimidazóis (BZs), imidazotiazóis e 
lactonas macrocíclicas (LMs), constituem um sério entrave na produção de 
pequenos ruminantes em todo o mundo. O uso de métodos eficientes e sensíveis 
para a detecção e o monitoramento da resistência anti-helmíntica no campo torna-se 
urgente, especialmente para os grupos de BZs e LMs, devido aos constantes relatos 
de resistência. A obtenção de um diagnóstico preciso e precoce da resistência é 
extremamente importante para auxiliar a tomada de decisão em programas de 
controle parasitário, com o objetivo de preservar a vida útil dos produtos e limitar o 
desenvolvimento da resistência nas populações de nematoides. Os testes in vivo e, 
mais recentemente, os testes in vitro têm sido desenvolvidos para a detecção de 
nematoides resistentes aos principais grupos de anti-helmínticos. No entanto, a 
disponibilidade de testes in vitro validados e o seu uso prático ainda são muito 
limitados. Embora o teste de redução na contagem de ovos nas fezes (TRCOF, in 
vivo - indireto) seja o principal método de escolha para a detecção de resistência a 
campo, vem recebendo críticas quanto à validade dos resultados, e passa por 
significativas modificações. Além disso, o desenvolvimento de técnicas moleculares 
a partir de alterações genômicas gerou avanços consideráveis nessa área de 
investigação, com o uso de mutações nos códons 167, 198 e 200 do gene da β-
tubulina como principais SNPs (polimorfismos de nucleotídeo único; do inglês Single 
Nucleotide Polymorphisms) associados à resistência aos BZs. A presente revisão 
tem o objetivo de discutir os métodos de diagnóstico disponíveis para a detecção de 
resistência anti-helmíntica em nematoides de pequenos ruminantes, destacando 
progressos e obstáculos para seu uso na rotina laboratorial e no campo. 
  
Palavras-chave: Anti-helmínticos, resistência anti-helmíntica, nematoides 
gastrintestinais, Haemonchus contortus, ovinos, testes in vivo, testes in vitro, 
eficácia. 
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ANTHELMINTIC RESISTANCE IN GASTROINTESTINAL NEMATODES OF 

SMALL RUMINANTS: ADVANCES AND LIMITATIONS FOR DIAGNOSIS 

 

ABSTRACT 

 

The selection and growing spread of resistant nematodes to the most commonly 
used anthelmintics, benzimidazoles (BZs), imidazoles and macrocyclic lactones 
(MLs), constitutes a serious obstacle of small ruminants production worldwide. The 
use of efficient and sensitive methods for detection and monitoring of anthelmintic 
resistance in the field becomes urgent, especially for the BZs and MLs groups due to 
its frequent resistant reports. Obtaining an early and accurate diagnosis of resistance 
is extremely important to aid decision-making regarding parasite control programs, 
with the objective to preserve the lifespan of existing products, and to limit the 
development of resistance in nematode populations. The in vivo tests and the more 
recent in vitro tests have been developed for the detection of nematode resistant to 
the major anthelmintic groups. However, the availability of validated in vitro tests and 
its practical use is still very limited. Although the faecal egg-count reduction test 
(FECRT, in vivo - indirect) is the primary method of choice for the detection of 
resistance in the field it has being criticized for its results and is receiving significant 
modifications. Moreover, the development of molecular techniques from genomic 
changes have generated considerable advances in this research area, with the use 
of mutations at codons 167, 198 and 200 of β-tubulin gene as the main SNPs (single 
nucleotide polymorphisms) associated with BZs resistance. This review aims to 
discuss the available diagnostic methods for the detection of anthelmintic resistance 
in nematodes of small ruminants, highlighting key developments and obstacles to its 
use in the laboratory and in the field. 

 
Key words: Anthelmintics, anthelmintic resistance, nematoides gastrintestinais, 
Haemonchus contortus, sheep, in vivo tests, in vitro tests, efficacy. 
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2.1 INTRODUÇÃO 

 

 

A alta prevalência de infecções parasitárias e a dificuldade de realizar um 

controle efetivo de nematoides gastrintestinais em criações de pequenos ruminantes 

têm grande importância devido aos prejuízos causados ao desempenho zootécnico 

e ao bem-estar animal. Nas últimas décadas, o uso intensivo de anti-helmínticos 

pertencentes aos grupos dos benzimidazóis (BZs), dos imidazotiazóis (levamisole, 

LEV) e das lactonas macrocíclicas (avermectinas e milbemicinas, LMs) demonstrou 

um impacto positivo inicial, mas atualmente constitui a forma mais desastrosa de 

controle, resultando na seleção e propagação de parasitos resistentes com alto 

índice de homozigose (RR) e perda total da heterogenia para indivíduos suscetíveis 

(SS). Esse é um tema de preocupação mundial crescente, e representa uma 

ameaça ao controle parasitário de médio e longo prazo, tendo em vista a precária 

melhoria na condição dos animais, mesmo após o tratamento. O controle químico 

continua a ser preocupante, pois é praticado com medicamentos contendo alta 

concentração ou mesmo com o uso da combinação de medicamentos, muitas vezes 

sem critério de produção e/ou indicação para sua ampla utilização. Foram lançadas, 

inicialmente no mercado da Nova Zelândia, duas novas classes de anti-helmínticos – 

monepantel (KAMINSKY et al., 2008) e derquantel, este em combinação com a 

abamectina (LITTLE et al., 2010) –, com novos modos de ação, buscando uma nova 

alternativa para o futuro do controle de nematoides gastrintestinais. No entanto, já 

foram relatados casos de resistência também a essas novas drogas (SAGER et al., 

2012; SCOTT et al., 2013). 

Embora seja crescente o desenvolvimento e a adoção de programas 

alternativos de controle parasitário (MOLENTO et al., 2011), visando à redução da 

aplicação de compostos químicos, as atuais medidas de controle ainda dependem 

fortemente do uso de anti-helmínticos. Sabe-se que o processo de seleção de 

parasitos resistentes após sua exposição aos produtos químicos é inevitável e, além 

disso, o desenvolvimento/comercialização de novas drogas é lento e 

excessivamente caro (GEARY, 2013). Assim, é de extrema importância prolongar a 

vida útil dos produtos existentes – antigos e novos – por meio de sua utilização 

estratégica/seletiva, a fim de manter o adequado controle do parasitismo. 
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Os relatos de resistência anti-helmíntica em nematoides de pequenos 

ruminantes para os três grupos de drogas mais comumente utilizados, BZs, LEV e 

LMs, têm crescido rapidamente em diferentes regiões do mundo, incluindo América 

do Sul (MOLENTO et al., 2011; TORRES-ACOSTA et al., 2012), África do Sul (VAN 

WYK et al., 1999), Austrália (LOVE e COLES, 2002), Nova Zelândia (McKENNA, 

2010) e Europa (PAPADOPOULOS et al., 2012), representando uma séria ameaça à 

produção animal. No Brasil, o aumento de relatos de resistência múltipla a drogas 

(RMD), em vários locais, como as regiões Sul (CEZAR et al., 2010), Sudeste 

(VERÍSSIMO et al., 2012) e Centro-Oeste (SCZESNY-MORAES et al., 2010), 

evidencia a gravidade do problema. Conforme verificado em testes de eficácia a 

campo, 100% das propriedades já apresentam RMD (VERÍSSIMO et al., 2012). 

Buscando retardar o avanço da resistência, o uso de testes sensíveis para 

determinar o grau de eficácia de uma determinada droga, em uma população 

específica de parasitos, pode auxiliar o planejamento de estratégias de controle 

(TAYLOR et al., 2002), como a simples opção de uso de compostos que ainda 

permaneçam eficazes. Contudo, mesmo sendo de fundamental importância, o 

diagnóstico da resistência anti-helmíntica, ou da redução de eficácia aos anti-

helmínticos, ainda não é uma realidade prática no campo (TORRES-ACOSTA et al., 

2012). Muito embora a resistência possa ser avaliada por meio de testes in vivo e in 

vitro, a disponibilidade de testes in vitro validados para o diagnóstico da resistência 

ainda é muito limitada, com poucos laboratórios que oferecem esse tipo de serviço. 

Tais testes apresentam limitações quanto à sua confecção e ao alto nível de 

treinamento técnico para a interpretação dos achados. Quanto ao teste in vivo 

controlado, é inviável para a condição de avaliação a campo, devido à necessidade 

de sacrifício dos animais e ao alto custo. Consequentemente, o teste fenotípico 

indireto in vivo de redução na contagem de ovos nas fezes (TRCOF) continua sendo 

o principal método de escolha para a detecção de resistência (KAPLAN e 

VIDYASHANKAR, 2012), sendo amplamente aceito por agências reguladoras e pela 

própria indústria farmacêutica, bem como para publicações científicas. Vários 

laboratórios estão trabalhando arduamente para obter o diagnóstico molecular da 

resistência (SAMSON-HIMMELSTJERNA et al., 2009b), mas o mecanismo 

resultante dos rearranjos genéticos ainda é considerado um quebra-cabeças. 
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A variação em protocolos experimentais para a execução dos testes de 

diagnóstico da resistência, os métodos de análise e a interpretação dos dados 

podem gerar resultados de qualidade muito variável. Assim, o desenvolvimento de 

novos métodos e a padronização e validação dos já existentes são essenciais para 

permitir a comparação de dados obtidos em diferentes laboratórios, além de sua 

inclusão na rotina laboratorial (CHAGAS et al., 2011; MOLENTO et al., 2012). 

Esta revisão tem o objetivo de discutir os principais testes atualmente 

disponíveis – in vivo, in vitro e moleculares – para o diagnóstico da resistência anti-

helmíntica em nematoides gastrintestinais de pequenos ruminantes, os avanços 

proporcionados por novas tecnologias e as limitações para o seu uso na rotina 

laboratorial e no campo.  

 

 

2.2 MÉTODOS PARA DETECÇÃO DE RESISTÊNCIA ANTI-HELMÍNTICA EM 

NEMATOIDES GASTRINTESTINAIS DE PEQUENOS RUMINANTES 

 

 

Desde a recomendação de testes para detecção de resistência anti-

helmíntica pela Associação Mundial para o Avanço da Parasitologia Veterinária 

(World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology - WAAVP) 

(COLES et al., 1992) e sua revisão e inclusão de métodos para discussão e 

avaliação (COLES et al., 2006), uma variedade de métodos in vivo e in vitro para o 

diagnóstico da resistência em muitas espécies de nematoides foi descrita, nas 

últimas décadas. Técnicas moleculares também têm sido desenvolvidas, porém 

apenas para poucas espécies de parasitos. Assim, é indispensável a identificação 

correta das espécies de parasitos presentes no hospedeiro para a obtenção de um 

diagnóstico apropriado, particularmente quando há comparação entre amostras pré 

e pós-tratamento (DEMELER et al., 2012b). Descrições detalhadas e orientações 

sobre o uso das principais técnicas disponíveis estão presentes em trabalhos 

anteriores (COLES et al., 1992; TAYLOR et al., 2002; COLES et al., 2006), 

possibilitando a execução e a avaliação dos testes internacionalmente. Todos os 

métodos possuem, em algum grau, limitações em termos de confiabilidade, 

reprodutibilidade, sensibilidade, aplicabilidade, interpretação ou custo (TAYLOR et 
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al., 2002). Além disso, não abrangem de maneira satisfatória todos os grupos de 

anti-helmínticos. 

O TRCOF in vivo é o método mais amplamente utilizado para a detecção e o 

monitoramento da resistência anti-helmíntica. No entanto, é considerado o menos 

sensível e pouco confiável para a detecção da resistência. Trata-se de um teste 

simples, de execução relativamente fácil e que pode ser usado com todos os grupos 

de anti-helmínticos, independentemente do seu mecanismo de ação. A eficácia da 

droga é estimada por meio da comparação das contagens de ovos de nematoides 

nas fezes antes e depois do tratamento, sendo o tempo definido de acordo com o 

grupo testado. A população de parasitos é considerada resistente quando a redução 

é < 95%. Em comparação com o TRCOF, o teste controlado de eficácia, outro 

método in vivo, avalia melhor a realidade da infecção e o efeito do composto. Nesse 

teste, animais natural ou experimentalmente infectados são separados em grupos 

(tratamento(s) e controle) e a dose do anti-helmíntico utilizado deverá ser a dose 

terapêutica recomendada pelo fabricante, cuja eficácia esperada é ≥ 99%. Após a 

necropsia dos animais, realiza-se a contagem dos parasitos presentes no 

hospedeiro. Então, observa-se a redução ou a eliminação dos parasitos, e estima-se 

a eficácia do tratamento. Da mesma forma, se a eficácia for < 95%, confirma-se a 

presença de resistência anti-helmíntica. Quando há uma baixa prevalência de 

nematoides resistentes, estes podem não ser detectados, devido a pequenos 

aumentos na dose, que podem causar a morte de 95% dos vermes. Assim, como a 

dose registada é frequentemente maior do que a real dose efetiva necessária para a 

remoção dos vermes, algum ajuste deve ser feito para a realização do teste 

controlado (COLES et al., 2006). Considerando-se o pouco uso desse teste, não 

será abordado em detalhes no presente artigo. 

Como alternativa aos métodos in vivo, um crescente número de testes in 

vitro para a detecção de resistência anti-helmíntica vem sendo desenvolvido e 

adaptado para diferentes grupos de drogas. Eles são, na maioria das vezes, mais 

rápidos, mais econômicos e menos trabalhosos do que os in vivo (DEMELER et al., 

2012a). Os métodos in vitro ainda anulam os efeitos causados pela interferência do 

hospedeiro no estabelecimento da infecção parasitária e pela variação na 

farmacodinâmica das drogas no animal (CHAGAS et al., 2011). No entanto, há 

poucos relatos de testes in vitro padronizados até o momento. Em geral, esses 
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testes baseiam-se na incubação de estágios de vida livre do parasito em uma série 

de concentrações do anti-helmíntico, seguida da avaliação de seus efeitos sobre os 

nematoides. São geradas curvas de dose-resposta e valores de DL50 (dose do anti-

helmíntico necessária para matar 50% dos parasitos) ou DL95 (dose do anti-

helmíntico necessária para matar 95% dos parasitos). A FIGURA 1 exemplifica a 

obtenção de curvas de dose-resposta para um isolado de Haemonchus contortus 

testado para duas drogas (ivermectina – IVM e moxidectina – MOX), mostrando um 

valor de DL50 para MOX significativamente menor do que para IVM. Atualmente, os 

principais testes disponíveis avaliam: a eclosão (teste da eclodibilidade de ovos – 

TEO); o desenvolvimento (teste de desenvolvimento larvar – TDL); a 

motilidade/migração (teste de motilidade larvar e teste de inibição da migração 

larvar); e a alimentação (teste de inibição da alimentação larvar) (DEMELER et al., 

2012b). Desses, o TEO e o TDL são os mais comumente utilizados. Apenas o TDL 

possui um teste comercial (DrenchRite1®), disponível em alguns países, e de custo 

elevado. O uso dos outros testes in vitro tem sido limitado principalmente à área de 

pesquisa científica, utilizando isolados de parasitos cujo estado de resistência ou 

suscetibilidade foi previamente determinado. O TEO consiste na incubação de ovos 

não desenvolvidos em concentrações crescentes do anti-helmíntico, e pode ser 

usado com sucesso para a detecção de resistência aos BZs (SAMSON-

HIMMELSTJERNA et al., 2009a), cuja ação impede o embrionamento e a eclosão de 

ovos de nematoides. Para outras drogas anti-helmínticas sem nenhuma atividade 

ovicida, como LMs ou LEV, ainda faltam testes in vitro altamente satisfatórios para a 

detecção de resistência. Uma dose discriminante – dose que impede a eclosão de 

99% dos ovos suscetíveis – também pode ser usada, ao invéz de DL50, sendo 

estimada a porcentagem de ovos resistentes em amostras de fezes, aumentando a 

sensibilidade do ensaio (COLES et al., 2006). Já o TDL baseia-se no 

desenvolvimento de ovos de parasitos em larvas de terceiro estágio (L3). Uma série 

de versões do TDL já foi desenvolvida para a detecção de resistência a todas as 

classes de anti-helmínticos, usando soluções líquidas ou ágar como base para o 

teste. A dose discriminante também pode aumentar a sensibilidade e a simplicidade 

do teste. 
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FIGURA 1 – CURVAS DE DOSE-RESPOSTA OBTIDAS COM O TESTE DE MIGRAÇÃO DE 
LARVAS EM ÁGAR COM O ISOLADO SP1503Ovi2011 DE Haemonchus contortus 
USANDO IVERMECTINA (IVM, LINHA SÓLIDA) E MOXIDECTINA (MOX, LINHA 
TRACEJADA). 

FONTE: Fortes et al. (2013) 
NOTA: As barras de erro indicam o erro padrão, e não são vistas quando as diferenças entre os 
valores observados para todas as concentrações testadas são iguais ou muito próximas de 0 (zero). 

 

Nos últimos anos, métodos de diagnóstico molecular da resistência anti-

helmíntica a partir de alterações genômicas têm sido desenvolvidos, trazendo 

avanços consideráveis nessa área de investigação. Em geral, os testes moleculares 

possuem maior sensibilidade e especificidade, e podem fornecer ferramentas 

poderosas para superar muitas das desvantagens dos métodos acima referidos, mas 

requerem pesquisas adicionais para serem usados como uma ferramenta universal 

prática no campo. A sensibilidade (capacidade de detectar os indivíduos 

verdadeiramente positivos, ou seja, diagnosticar corretamente os doentes) e a 

especificidade (capacidade de detectar os indivíduos verdadeiramente negativos, ou 

seja, diagnosticar corretamente os sadios) são importantes indicadores para a 

avaliação de um teste diagnóstico. Considera-se o melhor teste aquele que 

apresenta alta sensibilidade e alta especificidade (fornecendo poucos resultados 

falso-positivos e falso-negativos), características que podem ser alcançadas com o 

aprimoramento das técnicas moleculares e dos métodos de análise padrão. 

Vários estudos vêm sendo feitos buscando a determinação de marcadores 

genéticos para a resistência anti-helmíntica, incluindo a identificação de 

polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs, do inglês Single Nucleotide 

Polymorphisms) para avaliar frequências alélicas em populações (SAMSON-

HIMMELSTJERNA, 2006). Até o momento, testes moleculares estão disponíveis 
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apenas para o grupo dos BZs, em algumas espécies de nematoides de ovinos. 

Metodologias utilizando a reação em cadeia pela polimerase (PCR) têm sido 

estabelecidas para a avaliação da presença, ausência ou quantificação de SNPs 

associados à resistência aos BZs no isotipo 1 do gene da β-tubulina, alvo dessas 

drogas. A elucidação insuficiente sobre os mecanismos moleculares envolvidos na 

resistência ao LEV e às LMs em nematoides, drogas de resistência poligênica, torna 

mais complexo e desafiador o desenvolvimento de marcadores moleculares para o 

diagnóstico da resistência a esses compostos. Estudos baseados em diagnóstico 

imunológico utilizando ELISA para a detecção de antígeno em parasitos também já 

foram sugeridos. Recentemente, foram detectadas diferenças de expressão de 

proteína entre isolados de Haemonchus contortus resistente e suscetível à IVM por 

meio de análises de proteômica de fingerprinting (HART et al., 2012), sugerindo ser 

uma possível base para fenotipagem molecular ou marcadores de resistência. 

 

 

2.2.1 Técnicas in vivo 

 

 

2.2.1.1 Teste de Redução na Contagem de Ovos nas Fezes (TRCOF) 

 

 

O TRCOF, segundo recomendações da WAAVP (COLES et al., 1992), é 

considerado o método de escolha para o monitoramento da eficácia anti-helmíntica 

devido à sua fácil execução e interpretação, sendo realizado com uma sequência de 

exames de contagem de ovos por grama de fezes (OPG). Quanto ao cálculo de 

OPG, trata-se de um teste fenotípico cuja contagem depende diretamente do efeito 

do hospedeiro, e é considerado indireto, pois reflete a postura de ovos das fêmeas, 

que depende do efeito da resposta imune do hospedeiro. Entretanto, sua execução 

e/ou interpretação tem sido dificultada por um conjunto de fatores que serão 

detalhados a seguir. O TRCOF é considerado confiável somente quando há mais de 

25% de vermes resistentes em uma população (MARTIN et al., 1989), e dados 

obtidos mais recentemente não mostraram uma alta reprodutibilidade do teste 

(MILLER et al., 2006). Assim, o valor diagnóstico do teste para situações de 
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emergência e baixa prevalência da resistência é limitado. Particularidades existentes 

de acordo com cada espécie animal e parasitária, a viabilidade do teste em 

condições de campo e as indicações de concentração para a contagem de ovos são 

outros fatores limitadores importantes (LEVECKE et al., 2012). 

As recomendações referentes ao delineamento do estudo e à dimensão da 

amostra podem ser de difícil obtenção no campo. Assim, buscando garantir 

resultados favoráveis com o TRCOF, Levecke et al. (2012) desenvolveram um 

método que permite aos pesquisadores adaptarem seu projeto de estudo conforme 

uma ampla gama de condições de campo. A inclusão de um grupo não tratado 

(controle) no teste, para observação de alterações naturais que possam ocorrer na 

contagem de ovos durante o período, pode não ser prática em muitas situações. 

Além disso, o uso de médias aritméticas das contagens de ovos nas fezes dos 

mesmos animais antes e após a administração do anti-helmíntico, ao invés de 

aleatoriamente, pode proporcionar resultados mais confiáveis (DOBSON et al., 

2012). 

A avaliação do teste pode ser prejudicada devido às variações na correlação 

entre a contagem de ovos nas fezes e a carga parasitária adulta entre as diferentes 

espécies de parasitos. Foi encontrada uma boa correlação para H. contortus 

(ROBERTS e SWAN, 1981; CHAGAS et al., 2013), porém não para T. colubriformis 

(SANGSTER et al., 1979), Ostertagia circumcincta (MARTIN et al., 1985) e 

Nematodirus spp. (MARTIN et al., 1985). Palcy et al. (2010) relataram uma baixa 

sensibilidade do teste para a detecção de T. axei, cuja postura de ovos é muito 

baixa. Assim, a ocorrência de variação intra e interespécies na fecundidade e 

agregação dos ovos nas fezes pode afetar a interpretação do TRCOF (LEVECKE et 

al., 2012). 

Algumas drogas podem causar uma supressão temporária na postura de 

ovos, levando a uma superestimativa da eficácia anti-helmíntica se avaliada durante 

esse período. Portanto, recomenda-se que amostras fecais sejam coletadas 3-7 dias 

após o uso de LEV, 8-10 dias para BZs e entre 14-17 dias para LMs. Somente 

quando for utilizada moxidectina (MOX), uma LM, as fezes deverão ser coletadas 

após 21 dias. Quando mais de um tipo de droga estiver sendo avaliado, o período de 

14 dias deverá ser empregado (COLES et al., 2006). Após o tratamento anti-

helmíntico, deve-se ter atenção com os locais onde os animais serão mantidos, se 
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pasto/piquete, devido à possibilidade de rápida reinfecção. Uma redução superior a 

95% no TRCOF indica que o uso do anti-helmíntico ainda deve ser benéfico em 

programas de controle parasitário, mas uma pequena porcentagem de vermes 

sobreviventes pode indicar um problema de resistência, que pode aumentar com 

tratamentos subsequentes, e precisa ser monitorado. 

A precisão do TRCOF depende da sensibilidade da técnica adotada para a 

contagem de ovos de nematoides nas fezes, sendo que a maioria dos métodos 

atualmente disponíveis ainda não é precisa (DEMELER et al., 2012b). O uso da 

técnica descrita por Gordon & Whitlock modificada (câmara McMaster com detecção 

de 50 OPG) pode não detectar um baixo número de ovos, dificultando o diagnóstico 

de resistência precoce e de pequenas alterações na eficácia de uma droga 

(KAPLAN e VIDYASHANKAR, 2012). Assim, acredita-se que é necessária a adoção 

de um novo método para contagem, que ofereça maior sensibilidade e precisão 

(DEMELER et al., 2012b). Diferentes reduções percentuais na contagem de ovos 

podem ser obtidas, dependendo do tipo de contagem, devendo-se adotar um padrão 

dos métodos de cálculo. Porém, como existem muitas variações na técnica de OPG, 

sua padronização é dificultada (COLES et al., 1992). Alguns laboratórios utilizam 

pool de amostras de fezes e outros realizam contagens individuais para a obtenção 

de um valor médio. Ambas as abordagens têm vantagens e desvantagens, e a 

definição do melhor procedimento para a contagem de ovos nas fezes é importante. 

Por exemplo, enquanto o teste de OPG – desenvolvido para contagem de ovos em 

ovinos – pode ser a melhor opção para amostras individuais de ovinos, o teste 

FECPAK® pode ser melhor para um pool de amostras (COLES et al., 2006). Já a 

lâmina FLOTAC® é usada em uma técnica recentemente descrita que também 

apresentou uma melhora significativa com relação à sensibilidade (RINALDI et al., 

2011, MOLENTO et al., 2012). Estudos recentes vêm sendo feitos com um sistema 

mini-FLOTAC, mostrando uma diminuição significativa na média e no desvio padrão 

de valores em comparação com a técnica de Gordon & Whitlock (MOLENTO et al., 

2012). As diferenças na fecundidade entre as espécies de helmintos também 

demandam diferentes métodos de contagem (LEVECKE et al., 2012). Outro aspecto 

relevante é que, apesar de a OPG ser altamente variável, ela geralmente é feita a 

partir de uma única contagem por animal pré e pós-tratamento, ao invés de 

triplicatas para reduzir a variabilidade (KAPLAN e VIDYASHANKAR, 2012). 
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Em geral, as populações de nematoides compreendem várias espécies, 

sendo essencial identificar quais estão envolvidas e, assim, avaliar o efeito de uma 

droga em diferentes espécies nas populações. Como os ovos nas fezes não podem 

ser diferenciados morfologicamente (exceto o Nematodirus), recomenda-se que 

coproculturas de amostras pré e pós-tratamento sejam conduzidas separadamente 

para o desenvolvimento dos ovos até L3 (ROBERTS e O’SULLIVAN, 1950). A 

identificação das larvas geralmente é feita utilizando-se um guia simplificado para 

consulta (UENO e GONÇALVES, 1998), mas é necessária experiência técnica, 

devido à dificuldade e pouca confiabilidade associada ao método. Além disso, as 

necessidades para incubação e desenvolvimento das larvas diferem entre as 

espécies de nematoides, e as condições das coproculturas podem favorecer o 

desenvolvimento de uma espécie e prejudicar o de outra. Por isso, as condições 

devem ser as mesmas para coproculturas pré e pós-tratamento. Recomenda-se que 

as amostras não sejam mantidas a 4ºC por período acima de 24 horas, para que não 

haja interferência na incubação dos ovos de H. contortus e Cooperia sp. (McKENNA, 

1998). Recentemente, Roeber et al. (2012) sugeriram um ensaio de PCR 

previamente avaliado (98% de sensibilidade e 100% de especificidade) para ser 

usado como alternativa à técnica de coprocultura, sendo que o primeiro foi 

considerado menos trabalhoso e mais rápido. 

Na prática, outros fatores ainda podem prejudicar a interpretação dos dados 

obtidos com o TRCOF e reduzir a especificidade do teste, como diferenças 

metodológicas entre os laboratórios, incorreta administração de medicamentos, 

falhas de equipamentos, erro nas doses de drogas e produtos de má qualidade. 

Para aperfeiçoar o TRCOF, estudos vêm sendo feitos com base em comparações de 

métodos de contagem de ovos nas fezes (RINALDI et al., 2011), programas 

estatísticos (DOBSON et al., 2012), além de outras questões como o período para a 

realização de amostragens e a manipulação e conservação das amostras. Há ainda 

questionamentos sobre o grau de sensibilidade do TRCOF, e sobre como os 

resultados podem ser relacionados com os dados obtidos a partir de testes in vitro 

(COLES et al., 2006), a fim de aprimorar o seu uso. 
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2.2.2 Técnicas in vitro 

 

 

2.2.2.1 Teste de eclodibilidade de ovos (TEO) 

 

 

O método foi descrito, inicialmente, por Le Jambre (1979), e um protocolo 

padronizado foi adotado pela WAAVP (COLES et al., 1992).  O TEO tem sido 

utilizado com várias modificações por uma série de pesquisadores, para a detecção 

de resistência a BZs e LEV. Um protocolo-padrão para a detecção de resistência aos 

BZs está disponível (SAMSON-HIMMELSTJERNA et al., 2009a), e laboratórios de 

toda a Europa utilizam a mesma metodologia. A maioria dos estudos que avaliaram 

o uso do TEO para a detecção de nematoides resistentes aos BZs mostrou uma boa 

concordância com os resultados obtidos com o TRCOF em ovinos (VÁRADY et al., 

2006, DÍEZ-BAÑOS et al., 2008) e bovinos (DEMELER et al., 2012a). Isso indica que 

o teste representa uma alternativa confiável e precisa para o TRCOF, além de ser 

mais prático e economicamente viável. 

O tiabendazol (TBZ) é a droga de escolha para a realização do teste por 

possuir uma solubilidade relativamente elevada em água. Sua estabilidade a longo 

prazo em soluções de DMSO não é conhecida, mas quando as diluições são feitas 

em água pode haver uma redução das concentrações esperadas. Como a 

sensibilidade ao TBZ diminui na medida em que os ovos se desenvolvem, as fezes 

destinadas ao exame devem ser manipuladas até três horas após a coleta ou 

armazenadas anaerobicamente (COLES et al., 2006). Isso, muitas vezes, representa 

uma grande limitação ao uso do TEO no diagnóstico de rotina. 

Porcentagens de ovos eclodidos para cada concentração do fármaco, curvas 

de dose-resposta e valores de DL50 podem ser determinadas com essa técnica. 

Utilizando-se uma dose discriminante, pode-se obter a porcentagem de ovos 

eclodidos (resistentes aos BZs) na amostra. Dados obtidos com isolados suscetíveis 

de H. contortus, T. circumcincta e Trichostrongylus colubriformis mostraram uma 

dose discriminante de 0,1 µg/mL de TBZ. Testes de campo também já 

demonstraram que ovos de outras espécies sensíveis (Cooperia e 

Oesophagostomum) não eclodem com essa concentração. Usando esse critério, 
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acredita-se que possam ser detectados apenas 2 a 3% de ovos resistentes (COLES 

et al., 2006). Na Espanha, a dose discriminante única foi utilizada para avaliar o 

estado de resistência aos BZs no nordeste do país, aumentando a sensibilidade do 

TEO (CALVETE et al., 2011). 

Alguns fatores em investigação, e que podem influenciar os resultados 

obtidos com o TEO, incluem: diferentes fontes de água utilizada (destilada, 

desionizada ou água de torneira); grau de limpeza dos ovos (presença de detritos); e 

o método de dissolução da amostra (p.ex. DMSO e água) (COLES et al., 2006). 

Como os ovos são muito frágeis e sensíveis à variação de temperatura, a detecção 

de tais fatores é essencial para que diferentes laboratórios possam obter resultados 

igualmente eficazes. 

 

 

2.2.2.2 Teste de desenvolvimento larvar (TDL) 

 

 

O TDL foi relatado primeiramente por Coles et al. (1988) para a detecção de 

resistência a BZs e LEV.  Muitas variações do teste foram publicadas descrevendo 

seu uso para a detecção de resistência de várias drogas anti-helmínticas em 

nematoides de ovinos (HUBERT e KERBOEUF, 1992; GILL et al., 1995). Um teste 

comercial (DrenchRite1®) foi desenvolvido na Austrália para determinar a resistência 

contra BZs, LEV e LMs em nematoides de ovinos e caprinos, porém é pouco 

utilizado e expressivamente caro para o uso em rotina. O TDL em microágar (do 

inglês MALDT, micro-agar larval development test) foi descrito em detalhes (COLES 

et al., 2006) e, assim como o TEO, foram encontrados resultados em boa 

concordância com dados obtidos após a realização do TRCOF (LEATHWICK et al., 

2006, VÁRADY et al., 2006). O teste tem demonstrado ser confiável para BZs e LEV 

(TAYLOR et al., 2002; COLES et al., 2006) e, recentemente, foram relatados 

resultados comparáveis e confiáveis para detectar a resistência à IVM em H. 

contortus (DOLINSKÁ et al., 2012). 

Utilizando o MALDT descrito por Coles et al. (2006), Dolinská et al. (2012) 

distinguiram facilmente isolados de H. contortus suscetíveis e resistentes à IVM, 

obtendo uma probabilidade aproximada de 87% para o diagnóstico positivo em uma 
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população com apenas 2-4% de vermes resistentes. Nesse estudo, dois fatores 

foram indicados por contribuir para a falta de sensibilidade do teste: a forma de 

apresentação da IVM e seus análogos, pois esses podem ter diferentes potências 

contra diferentes espécies de nematoides gastrintestinais; e a correlação entre 

dados obtidos em testes in vitro MALDT e in vivo TRCOF, sabendo que o último 

pode apresentar resultado questionável. 

A dose letal de 50% (DL50) determinada para nematoides suscetíveis de 

ovinos foi de 0,02µg/mL para TBZ e 0,5µg/mL para LEV, mas pesquisas adicionais 

são necessárias para confirmar esses valores no TDL (COLES et al., 2006). Essa 

prova é considerada relativamente frágil, pois requer fezes frescas (enviadas ao 

laboratório em sistema anaeróbio), sendo as condições de armazenamento as que 

mais afetam o desenvolvimento dos ovos e o bom desempenho do teste (DEMELER 

et al., 2010). Ao contrário do TEO, para o TDL a idade dos ovos utilizados não 

importa, e as larvas são obtidas para a diferenciação de espécies. A principal 

vantagem do TDL é a sua capacidade de avaliação simultânea de resistência a 

várias drogas (BZs, LEV e LMs), em uma mesma placa.  

Para os testes in vitro, grandes quantidades de dados precisam ser 

coletadas para definir um Procedimento Operacional Padrão (POP) com as 

possíveis interpretações. É preciso ainda determinar a relação entre esses testes 

padronizados e o TRCOF. Embora o TDL funcione para o diagnóstico de resistência 

aos BZs, parece não ser tão satisfatório quanto o TEO (COLES et al., 2006). 

 

 

2.2.2.3 Testes de motilidade e migração larvar 

 

 

Os testes de motilidade e migração larvar podem ser usados para avaliar o 

efeito dos anti-helmínticos que causam paralisia na musculatura somática dos 

parasitos. A motilidade de larvas pode ser determinada por meio de observação, 

detectores eletrônicos (instrumentos que medem o grau de refração da luz e 

fornecem um índice de motilidade) ou migração através de peneiras. A grande 

necessidade de se obter um diagnóstico confiável para a resistência às LMs tem 
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estimulado o desenvolvimento de testes que avaliam a motilidade dos parasitos 

utilizando essas técnicas. 

Testes mensurando a paralisia larval foram desenvolvidos para a detecção 

de resistência ao LEV e ao morantel (MARTIN e LEJAMBRE, 1979). Sutherland e 

Lee (1990) descreveram uma modificação desse teste para a detecção de 

resistência ao TBZ. Gill et al. (1991) relataram um teste de migração para a detecção 

de resistência à IVM em H. contortus e, mais tarde, em Trichostrongylus 

colubriformis e T. circumcincta (GILL e LACEY, 1998), mas a avaliação da motilidade 

das larvas foi muito subjetiva. Assim, foi feita a avaliação e validação do uso de ágar 

e de peneiras para a separação de L3 migrantes (sobreviventes) e não migrantes 

(mortas) para uma quantificação confiável (D’ASSONVILLE et al., 1996; KOTZE et 

al., 2006). Além desses, uma grande variedade de testes semelhantes de migração 

de larvas foi publicada, adaptada para o uso de diferentes drogas e espécies de 

nematoides de ovinos (WAGLAND et al., 1992; DOUCH e MORUM, 1994; 

MOLENTO e PRICHARD, 2001). No entanto, em nenhum desses trabalhos houve a 

publicação de dados referentes à repetibilidade de resultados obtidos dentro de um 

mesmo laboratório e/ou à reprodutibilidade de resultados entre laboratórios distintos. 

Tais medidas são necessárias, pois podem proporcionar um melhor monitoramento 

da eficácia das LMs, entre outras drogas, em menor tempo e sem o uso de animais 

experimentais como, por exemplo, no teste controlado. 

Um teste de inibição da migração larvar (TIML) para a detecção de 

resistência à IVM em nematoides de ruminantes foi padronizado na Europa 

(DEMELER et al., 2010), permitindo a separação das larvas móveis das imóveis por 

meio da migração através de peneiras. O mesmo protocolo foi realizado em seis 

laboratórios de cinco países, mostrando resultados altamente reprodutíveis, e 

fornecendo uma ferramenta útil para o monitoramento da resistência à IVM em 

nematoides de ruminantes.  

A aplicabilidade do teste no campo, onde infecções mistas de parasitos 

ocorrem comumente, ainda precisa ser mais bem estudada, sendo necessários 

estudos que possibilitem a diferenciação das espécies (KOTZE et al., 2006). Uma 

pesquisa mostrou uma boa concordância dos resultados obtidos a partir do TIML 

com o TRCOF em bovinos (DEMELER et al., 2012a), demonstrando o potencial uso 

do TIML. O método também foi utilizado para avaliar a eficácia in vitro de IVM e 



41 

 
 

MOX em isolado de Cooperia sp. (ALMEIDA et al., 2013) e de H. contortus 

(FORTES et al., 2013), mostrando ser um teste possivelmente útil para a avaliação 

de eficácia da IVM. Em comparação ao TDL, o TIML é um exame fácil e simples, 

possível de ser realizado na maioria dos laboratórios. Além disso, o TIML requer 

larvas de terceiro estágio, que podem ser facilmente obtidas a partir de 

coproculturas, e mantidas em geladeira até o seu uso (DEMELER et al., 2010). 

A motilidade de larvas e adultos de nematoides, após incubação com anti-

helmínticos, também pode ser estimada por meio de um instrumento que mede o 

grau de refração da luz e fornece um índice de motilidade. O movimento dos 

parasitos causa uma variação dos sinais luminosos refletidos e recebidos pelo 

fotodetector. Os efeitos anti-helmínticos in vitro sobre H. contortus resistentes aos 

BZs foram detectados utilizando esse medidor de micromotilidade (FOLZ et al., 

1987). Recentemente, um medidor de micromotilidade também foi utilizado com 

eficiência para avaliar a ação de IVM sobre parasitos adultos de C. oncophora 

(DEMELER et al., 2010). 

 

 

2.2.2.4 Testes de alimentação 

 

 

Estudos têm sido realizados para determinar o efeito sobre a alimentação do 

parasito após tratamento anti-helmíntico em larvas e adultos. O teste de inibição da 

alimentação larvar (TIAL) foi usado para diferenciar isolados monoespecíficos de 

nematoides resistentes e suscetíveis à IVM (ALVAREZ-SÁNCHES et al., 2005) e 

isolados de campo resistentes e suscetíveis, compostos principalmente por 

Teladorsagia circumcincta (MARTÍNEZ-VALLADARES et al., 2012). Em um estudo 

realizado no noroeste da Espanha, os valores de resistência ao LEV e às LMs 

encontrados com o TIAL foram semelhantes aos obtidos pelo TRCOF, porém foram 

feitos em diferentes rebanhos (MARTÍNEZ-VALLADARES et al., 2013). Díez-Baños 

et al. (2008) avaliaram a eficácia anti-helmíntica no campo e encontraram um valor 

mais elevado de resistência às LMs utilizando o TIAL (10%), comparado ao TRCOF 

(3%). Isso indica que o teste in vitro tem o potencial de detectar a resistência à 

classe de drogas mais comumente utilizada. 
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2.3 TÉCNICAS MOLECULARES PARA O DIAGNÓSTICO DA RESISTÊNCIA 

 

 

Muito se tem investido para o desenvolvimento de um método diagnóstico de 

parasitos resistentes utilizando técnicas moleculares. Entretanto, devido ao carácter 

extremamente poligênico das populações, pesquisadores continuam sendo 

desafiados a descobrir o mecanismo de resistência das drogas e divulgar um ou 

mais candidatos a marcador específico. O principal mecanismo molecular associado 

à resistência aos BZs em nematoides tricostrongilídeos de pequenos ruminantes 

envolve uma mutação – transversão T>A, modificando o códon TTC para TAC – que 

leva à substituição do aminoácido fenilalanina por tirosina na posição 200 

(polimorfismo Phe200Tyr) no isotipo 1 do gene da β-tubulina, em isolados 

resistentes de H. contortus, T. colubriformis e O. circumcincta (KWA et al., 1994; 

1995; ELARD et al., 1996; 1999; SILVESTRE e HUMBERT, 2000). Tal polimorfismo 

também tem sido associado à resistência às LMs (MOTTIER e PRICHARD, 2008). 

Já foram descritas outras mutações, menos frequentes: no códon 167 (Phe167Tyr) 

em H. contortus e T. circumcincta (SILVESTRE e CABARET, 2002), modificando 

também o códon TTC para TAC; e no códon 198 (Glu200Ala), que codifica alanina 

em vez de glutamato em isolados resistentes, em H. contortus resistente a BZs 

(GHISI et al., 2007; RUFENER et al., 2009a), alterando o códon GAA para GCA. 

Essas mutações nos códons 167, 198 e 200 podem, então, ser utilizadas como 

marcadores para a detecção de resistência aos BZs nesses parasitos, sendo 

importante conhecer os efeitos da associação entre os SNPs e o nível de 

homozigoze/heterozigose presente (SILVESTRE e CABARET, 2002; BARRÈRE et 

al., 2012). Barrère et al. (2012) indicam que os testes de resistência para BZs no 

campo deveriam avaliar a heterozigose dos SNPs 167 e 200 para obter melhores 

resultados. Protocolos de PCR convencional e em tempo real (q-PCR) foram 

analisados para a detecção de SNPs nos códons 167 e 200 na β-tubulina 

(SAMSON-HIMMELSTJERNA, 2006). Para a determinação da resistência associada 

ao códon TAC na posição 200, técnicas de PCR-RFLP (restriction fragment length 

polymorphism ou polimorfismo de comprimento de fragmentos de restrição) foram 

desenvolvidas para H. contortus (TIWARI et al., 2006) e T. circumcincta (SHAYAN et 

al., 2007). A técnica de pirossequenciamento também se mostrou rápida e adequada 
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para a detecção múltipla de SNPs (SAMSON-HIMMELSTJERNA et al., 2007). A 

quantificação dos alelos de resistência/suscetibilidade no DNA extraído de pool de 

larvas de nematoides pode ser feita usando as técnicas de PCR em tempo real e 

pirossequenciamento, permitindo uma avaliação sensível, confiável e 

economicamente acessível do nível de resistência em populações de H. contortus no 

campo (HÖGLUND et al., 2009; SAMSON-HIMMELSTJERNA et al., 2009b). 

Muito embora não se tenham testes moleculares disponíveis para LMs, LEV 

ou tetra-hidropirimidinas em quaisquer espécies de parasitos, a base molecular da 

resistência para tais drogas recebe muita atenção e estudos. Foi relatado que quatro 

conjuntos de proteínas contribuem para a resistência ao LEV em Caenorhabditis 

elegans, sendo que o principal foco dos estudos para a expressão ou detecção de 

polimorfismos associados à resistência ao LEV em nematoides são os receptores de 

acetilcolina nicotínicos (nAChR) (MARTIN et al., 2012). Propriedades de ligação ao 

receptor de LEV em H. contortus não sofreram variação significativa com a 

resistência à droga e, a partir de análises de sequência e de RFLP em um gene 

nAChR (hca1) em várias populações de H. contortus resistentes ao LEV, foi 

observado polimorfismo, mas sem associação com a resistência (HOEKSTRA et al., 

1997). Com relação às LMs, o mecanismo de resistência parece ser complexo, 

associado a muitas mutações em diferentes loci. Estudos sugerem que a resistência 

à IVM pode envolver alterações em transportadores de drogas, como a 

glicoproteína-P (P-gp, do inglês P-glycoprotein) e canais de cloro controlados pelo 

glutamato (XU et al., 1998; WOLSTENHOLME e ROGERS, 2005). A resistência à 

IVM também tem sido associada a alterações alélicas no isotipo 1 do gene da β-

tubulina, o locus chave envolvido na resistência aos BZs, e a proteínas associadas à 

resistência a múltiplas drogas (MDR, do inglês multi-drug resistance), juntamente 

com membros da família de transportadores do tipo ABC (do inglês ATP binding 

cassete) (XU et al., 1998; BOURGUINAT et al., 2007; PRICHARD, 2007). 

Recentemente, o monepantel foi introduzido no mercado da Nova Zelândia 

como o primeiro membro da nova classe de drogas sintéticas nematocidas chamada 

Derivados de Amino Acetonitrila (AADs, do inglês Amino-Acetonitrile Derivatives). O 

alvo do monepantel (um nAChR específico de nematoide da subfamília DEG-3) e um 

conjunto de mutações associadas à sensibilidade reduzida a AADs em H. contortus 

também foram descritos (KAMINSKY et al., 2008; RUFENER et al., 2009b). Tais 
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conhecimentos poderão ser úteis para o diagnóstico molecular da resistência. A 

identificação de mutações – induzidas, nesse caso, por seleção experimental – e 

relatos de isolados de campo resistentes ao monepantel (SCOTT et al., 2013) 

poderão auxiliar o estudo da importância prática dessas alterações genéticas. 

 

 

2.3.1 Diagnóstico de resistência aos BZs em tricostrongilídeos 

 

 

Como o teste de genotipagem de uma única larva ou verme adulto é muito 

trabalhoso e relativamente caro, os testes moleculares devem ser desenvolvidos 

para PCR em tempo real ou pirossequenciamento, a fim de torná-los adequados e 

viáveis ao uso na rotina laboratorial com amostras de campo. Somente com um 

diagnóstico baseado no uso de pool de amostras de DNA de larvas, será possível 

disponibilizar os testes de resistência molecular para uso rotineiro. A pesquisa para o 

desenvolvimento de testes moleculares pode ser justificável principalmente para 

espécies em que o problema da resistência é amplamente distribuído, além de 

auxiliar a busca por estratégias de manejo que possam retardar o desenvolvimento 

de resistência. 

Para se iniciar o diagnóstico de resistência com amostras de campo, é feita 

a amplificação no isotipo 1 do gene da β-tubulina para obter uma quantidade 

suficiente de DNA, por meio de duas PCRs consecutivas (nested-PCR). Segue-se, 

então, com a identificação das espécies T. circumcincta, H. contortus e T. 

colubriformis, a partir da análise de polimorfismo nos locais de restrição da enzima 

RsaI no segmento amplificado desse gene, usando a técnica de RFLP. Esse método 

apresentou a vantagem de superar as limitações de identificação morfológica dos 

estágios larvais de espécies de nematoides (COLES et al., 2006). Larvas de T. 

colubriformis armazenadas por um mês a 4ºC foram corretamente genotipadas, 

enquanto larvas de T. circumcincta mantidas em nitrogênio líquido foram menos 

eficientemente amplificadas. Assim, é recomendado o uso de larvas “frescas” para a 

obtenção de resultados confiáveis. 

O princípio do diagnóstico de resistência aos BZs depende de um sistema 

de amplificação por mutação refratária (ARMS, do inglês Amplification Refractory 
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Mutation System). Essa técnica permite a genotipagem de SNPs, usando um 

conjunto de quatro iniciadores (dois iniciadores não específicos – primers controle; e 

dois específicos de alelo – primers internos), consistindo em uma reação de PCR 

alelo-específica (FIGURA 2). Como mostra a referida figura, foram utilizados dois 

primers controles (forward e reverse) e dois primers internos específicos (um 

forward, que se liga a um alelo, e um reverse, que se liga a outro alelo), resultando 

em três diferentes padrões de bandas (um controle e dois específicos). A 

concentração de iniciadores pode alterar a especificidade da PCR, e deve ser 

verificada com grande precisão, a fim de garantir uma eficiente competição entre os 

iniciadores. Isolados de parasitos reconhecidamente suscetíveis e resistentes devem 

ser utilizados como padrão e testados para validar a genotipagem de populações 

desconhecidas (COLES et al., 2006). 

 

FIGURA 2 – GENOTIPAGEM DE SNPs PELA TÉCNICA DE PCR ALELO-ESPECÍFICA OU PCR 
BASEADA NO SISTEMA DE AMPLIFICAÇÃO POR MUTAÇÃO REFRATÁRIA (ARMS) 

FONTE: Fortes (2011) 

 

Foi determinado que o limite de detecção da resistência aos BZs, por meio 

de diagnóstico molecular, seja com um número de 100, 50, 35 e 20 parasitos para, 
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respectivamente, 4, 8, 10 e 12% de vermes resistentes na população, a fim de 

encontrar pelo menos um indivíduo resistente (p=0,002) (ELARD et al., 1999). Em 

uma população mista de nematoides, a frequência de alelos dependerá da 

proporção de espécies na população, e a identificação de genótipos resistentes 

homozigóticos em quaisquer espécies poderia sugerir a presença de resistência 

(COLES et al., 2006). 

Ainda são poucas as informações de correlação entre a presença de 

mutações associadas à resistência e a eficácia de droga esperada, dificultando a 

interpretação clínica dos dados moleculares. Recentemente, HÖGLUND et al., 

(2009) encontraram altas frequências alélicas associadas à resistência (códon 200 

no isotipo 1 do gene da β-tubulina em H. contortus) em 19 rebanhos de ovinos dos 

45 testados, enquanto o TRCOF detectou resistência ao albendazol em apenas dois 

rebanhos. Em três rebanhos cuja eficácia da droga pelo TRCOF foi de 100, 99 e 

97%, foram encontradas frequências muito altas de alelos resistentes de 95, 97 e 

100%. A disparidade nos resultados sugere ser muito difícil definir recomendações 

ideais para medidas de controle parasitário com base exclusivamente em dados 

moleculares (KAPLAN e VIDYASHANKAR, 2012). 

Como mostrado, os testes moleculares parecem ser mais sensíveis que o 

TRCOF na detecção da presença de resistência anti-helmíntica em um rebanho. 

Mas o significado prático da resistência genotípica relacionada à eficácia esperada 

da droga, principalmente para produtos de um mesmo grupo, ainda não está claro. É 

comum a técnica de TRCOF detectar resistência a um anti-helmíntico e, ao mesmo 

tempo, alta eficácia a outro do mesmo grupo. Uma vez que marcadores moleculares 

de resistência aos BZs não são específicos de uma só droga, o uso de dados 

moleculares para a escolha de drogas a serem utilizadas no campo ainda exige uma 

maior compreensão (KAPLAN e VIDYASHANKAR, 2012). Os autores discutiram 

ainda outros pontos críticos: quando a resistência a um grupo de drogas é multi-

alélica, torna-se necessário conhecer a contribuição relativa de cada alelo para a 

manifestação do fenótipo; a resistência a qualquer droga é espécie-específica, mas 

as infecções mistas nos animais são muito comuns, sendo necessário o 

desenvolvimento de testes moleculares capazes de detectar resistência em múltiplas 

espécies, ou testes separados para as espécies importantes. 
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A grande dificuldade para o diagnóstico com base molecular é ter a certeza 

de que a mutação associada à resistência à determinada droga seja a única 

mutação responsável em uma espécie particular. Esse desafio pode ser 

exemplificado pela existência de mais de um ponto de mutação de resistência aos 

BZs em certos nematoides de ovinos. No caso das LMs, se as diferentes espécies 

de nematoides têm diferentes mecanismos para impedir a ação das drogas, a 

dificuldade para o desenvolvimento e a utilização de testes torna-se ainda maior. No 

entanto, como não há nenhum teste in vitro de confiabilidade reconhecida para a 

resistência às LMs, a necessidade de testes moleculares é muito grande (COLES et 

al., 2006). 

 

 

2.4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

A maioria das estratégias de controle de nematoides gastrintestinais 

empregadas em criações intensivas de ovinos e caprinos ainda depende do 

frequente uso de anti-helmínticos. No entanto, o grande número de relatos de 

parasitos resistentes a um ou mais anti-helmínticos utilizados vem inviabilizando os 

programas de controle sanitário. É evidente a necessidade de adoção de estratégias 

sustentáveis, incluindo o controle químico, ambiental e imunológico, visando 

substituir os esquemas baseados no uso exclusivo de anti-helmínticos, para diminuir 

a pressão de seleção na população de parasitos. Novos conceitos, como a 

manutenção da população de parasitos em refugia, não expostos a anti-helmínticos, 

obtida principalmente com o uso de tratamento seletivo dos animais, precisam ser 

amplamente difundidos entre produtores e profissinais da área.  

Como visto, a rapidez com que ocorre a propagação da resistência anti-

helmíntica, com o comércio de animais, é preocupante, e reforça a necessidade 

urgente de testes diagnósticos sensíveis e economicamente acessíveis para a 

detecção e o monitoramento da resistência. Devido ao grande impacto que a 

resistência possui em relação à produção e ao bem-estar de pequenos ruminantes, 

torna-se cada vez mais importante o seu diagnóstico preciso e precoce. Faz-se 

necessário aprimorar os métodos conhecidos às condições dos produtores, com a 
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inclusão de testes, como o TRCOF, para detectar a resistência na rotina de 

programas sanitários. Para isso, uma série de testes in vitro ainda precisa ser 

padronizada, a fim de permitir sua correta execução e interpretação em diferentes 

laboratórios. Infelizmente, os esforços para a obtenção do diagnóstico da resistência 

anti-helmíntica e a conscientização de profissionais da área acerca desse problema 

ainda são insuficientes. 

Espera-se que o uso crescente de modernas técnicas de sequenciamento 

genômico propicie avanços na compreensão do mecanismo molecular (ou 

mecanismos moleculares) da resistência anti-helmíntica, permitindo o 

aprimoramento de técnicas de monitoramento rápido. As recentes publicações do 

genoma de H. contortus (LAING et al., 2013; SCHWARZ et al., 2013) podem auxiliar 

e acelerar os avanços do conhecimento nessa área. A obtenção de um diagnóstico 

da resistência mais precoce e acessível no campo pode auxiliar a tomada de 

decisão quanto à escolha do tipo de estratégia de controle parasitário a ser utilizado. 

Para isso, é extremamente importante haver orientação profissional adequada aos 

produtores sobre o uso racional de anti-helmínticos, buscando manter a eficácia das 

drogas e retardar o fenômeno da resistência. Recomenda-se que, tanto o 

pesquisador como o profissional ligado à área de sanidade, tenham interesse na 

leitura das recomendações técnicas. Deve-se utilizar o TRCOF uma vez ao ano, com 

o objetivo de monitorar a eficácia, e substituir produtos que apresentem valores 

abaixo de 80%. Espera-se que, com isso, possa-se contribuir para a sustentabilidade 

da pecuária nacional, visando obter melhores condições de saúde, tanto para os 

animais como para a comunidade. 
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3 AVALIAÇÃO DA RESISTÊNCIA EM UM ISOLADO DE CAMPO SELECIONADO 

DE Haemonchus contortus À IVERMECTINA E MOXIDECTINA USANDO O 

TESTE DE MIGRAÇÃO DE LARVAS EM ÁGAR 

 

RESUMO 

 

Haemonchus contortus é uma das causas mais comuns e economicamente 
significativas de doença em produções de pequenos ruminantes em todo o mundo, e 
os programas de controle de parasitos nematoides – incluindo H. contortus – 
baseiam-se principalmente no uso de drogas anti-helmínticas. A consequência da 
utilização desses compostos, como sendo a única estratégia sanitária para evitar 
infecções por parasitos, tem sido a redução da eficácia de todos os produtos 
quimioterápicos, selecionando fortemente para resistência. O desenvolvimento gene-
ralizado da resistência anti-helmíntica e a dificuldade de seu diagnóstico precoce 
têm sido uma grande preocupação para o manejo sustentável de parasitos no 
campo. O objetivo desta pesquisa foi determinar e comparar o efeito da ivermectina 
(IVM) e da moxidectina (MOX) em um isolado de campo selecionado de H. contortus 
com um estado de resistência conhecido, utilizando o teste in vitro de migração de 
larvas em ágar (TMLA). Larvas de terceiro estágio de um isolado de H. contortus 
selecionado foram obtidas a partir de culturas de fezes de ovinos infectados 
experimentalmente e incubadas em onze concentrações diluídas crescentes de IVM 
e MOX (6, 12, 24, 48, 96, 192, 384, 768, 1536, 3072 e 6144 μg/mL). As curvas 
sigmoides de dose-resposta foram obtidas utilizando o valor de R2 > 0,90 e a dose 
de concentração letal (DL50) para as drogas anti-helmínticas testadas, utilizando um 
modelo logístico de quatro parâmetros. O valor de DL50 para MOX foi 
significativamente menor do que para IVM (1,253 μg/mL e 91,06 μg/mL), iden-
tificando o isolado de H. contortus como consideravelmente menos suscetível à IVM 
em comparação à MOX. Além disso, o TMLA mostrou uma alta consistência (p < 
0,0001) e pode ser uma ferramenta útil de diagnóstico para monitorar o status de 
resistência de IVM e MOX em isolado de campo de H. contortus, assim como ser 
utilizado de forma oficial e em rotina para programas de monitoramento das drogas 
sob a demanda do Ministério da Agricultura (MAPA). 
  
Palavras-chave: Haemonchus contortus. Anti-helmínticos. Ivermectina. Moxidectina. 
Ovinos. Lactonas macrocíclicas. In vitro. Nematoides. Eficácia. 
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EVALUATION OF RESISTANCE IN A SELECTED FIELD STRAIN OF 

Haemonchus contortus TO IVERMECTIN AND MOXIDECTIN USING THE 

LARVAL MIGRATION ON AGAR TEST 

 

ABSTRACT 

 
Haemonchus contortus is one of the most common and economically significant 
causes of disease in small ruminants worldwide, and the control programs of 
parasitic nematodes - including H. contortus - rely mostly on the use of anthelmintic 
drugs. The consequence of the use of this, as the sole sanitary strategy to avoid 
parasite infections, was the reduction of the efficacy of all chemotherapeutic products 
with a heavy selection for resistance. The widespread of anthelmintic resistance and 
the difficulty of its early diagnosis has been a major concern for the sustainable 
parasite management on farms. The objective of this research was to determine and 
compare the ivermectin (IVM) and moxidectin (MOX) effect in a selected field strain 
of H. contortus with a known resistance status, using the in vitro larval migration on 
agar test (LMAT). Third stage larvae of the selected isolate were obtained from faecal 
cultures of experimentally infected sheep and incubated in eleven increasing diluted 
concentrations of IVM and MOX (6, 12, 24, 48, 96, 192, 384, 768, 1536, 3072 and 
6144μg/mL). The dose-response sigmoidal curves were obtained using the R2 value 
of >0.90 and the lethal concentration (LC50) dose for the tested anthelmintic drugs 
using a four-parameter logistic model. The LC50 value for MOX was significantly 
lower than IVM (1.253μg/mL and 91.06μg/mL), identifying the H. contortus isolate as 
considerably less susceptible to IVM compared to MOX. Furthermore, the LMAT 
showed a high consistency (p<0.0001) and provided to be a useful diagnostic tool for 
monitoring the resistance status of IVM and MOX in H. contortus field isolate, as well 
as it may be used for official routine drug monitoring programs under the Ministry of 
Agriculture (MAPA) guidance. 
 
Key words: Haemonchus contortus. Anthelmintics. Ivermectin. Moxidectin. Sheep. 
Macrocyclic lactones. In vitro. Nematodes. Efficacy. 
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3.1 INTRODUÇÃO 

 

 

Haemonchus contortus é um dos mais importantes nematoides 

gastrintestinais na produção de pequenos ruminantes no mundo, devido à sua alta 

prevalência e patogenicidade, causando sérios prejuízos econômicos (KAPLAN, 

2004). Drogas anti-helmínticas são comumente utilizadas como o único método de 

controle desse parasito. No entanto, o uso intensivo de todos os compostos 

disponíveis no mercado tem levado ao desenvolvimento generalizado da resistência 

anti-helmíntica nos principais países produtores de ovinos (VAN WYK et al., 1999; 

PAPADOPOULOS, 2008; MOLENTO et al., 2011; KAPLAN e VIDYASHANKAR, 

2012; VERÍSSIMO et al., 2012).  

Entre as drogas mais utilizadas, as lactonas macrocíclicas (LMs), como a 

ivermectina (IVM), um composto da classe das avermectinas, e a moxidectina 

(MOX), uma milbemicina, têm um amplo espectro de atividade contra nematoides 

parasitos em animais e seres humanos. A resistência a estas drogas tem sido 

detectada em diferentes nematoides no Brasil, incluindo H. contortus (ECHEVARRIA 

et al., 1996; THOMAZ-SOCCOL et al., 2004; ROSALINSKI-MORAES et al., 2007; 

ALMEIDA et al., 2010; CRUZ et al., 2010; SCZESNY-MORAES et al., 2010; 

VERÍSSIMO et al., 2012). 

Há uma necessidade urgente de determinar-se o estado de eficácia das 

drogas para apoiar o planejamento e o uso sustentável dos anti-helmínticos que 

ainda permanecem eficazes, reduzindo a propagação de parasitos resistentes 

(COLES et al., 2006; DEMELER et al., 2010). O método padrão ouro para a 

detecção da resistência anti-helmíntica é o teste controlado de eficácia, com base na 

redução da contagem de vermes adultos após o sacrifício dos animais. Embora seja 

o teste mais confiável disponível até o momento para detectar resistência às drogas, 

o mesmo é extremamente caro, trabalhoso e demorado. O Teste de Redução na 

Contagem de Ovos nas Fezes (TRCOF), que compara as contagens de ovos 

realizadas pré e pós-tratamento, pode definir a porcentagem de eficácia por meio da 

redução no número de ovos. Apesar de ser utilizado para todas as classes de anti-

helmínticos, sendo comumente usado para monitorar a resistência em nematoides, o 
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TRCOF não avalia a redução no número de parasitos adultos (COLES et al., 2006; 

DE GRAEF et al., 2012; KAPLAN e VIDYASHANKAR, 2012). 

Portanto, é necessário um método diagnóstico eficaz para a resistência anti-

helmíntica, rápido, mais econômico e que não envolva o sacrifício de animais. Vários 

métodos in vitro têm sido desenvolvidos nos últimos 30 anos (GILL et al., 1995; 

D’ASSONVILLE et al., 1996; MOLENTO e PRICHARD, 2001; TAYLOR et al., 2002; 

COLES et al., 2006; DEMELER et al., 2010), tendo como principal característica 

evitar o efeito “in vivo – animal” (isto é, raça, idade, gordura/escore corporal), que 

pode alterar significativamente a farmacocinética das drogas, em consequência de 

diferentes taxas de absorção, metabolismo e tempo para atingir os tecidos-alvo.  

Entre os métodos in vitro, os testes de migração consistem em uma 

alternativa simples, rápida e de baixo custo para a análise dos efeitos de algumas 

classes de anti-helmínticos. O principal mecanismo a ser avaliado é a paralisia 

muscular causada aos nematoides, que pode ser visualizada como uma redução da 

migração quando são comparados grupos controle e tratados. O Teste de Migração 

de Larvas em Ágar (TMLA) está sendo usado como uma ferramenta diagnóstica 

para detectar e monitorar a resistência às LMs em laboratório (D’ASSONVILLE et al., 

1996; MOLENTO e PRICHARD, 2001; DEMELER et al., 2010). Assim, o objetivo do 

presente estudo foi avaliar e comparar o efeito da IVM e da MOX em H. contortus 

isolado de uma fazenda de ovinos com histórico de resistência à IVM e 

suscetibilidade à MOX (VERÍSSIMO et al., 2012), utilizando um teste de migração 

modificado (MOLENTO e PRICHARD, 2001). 

 

 

3.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.2.1 Isolado de campo de parasito e produção de coprocultura a partir do isolado 

 

 

O isolado de campo de parasito utilizado neste estudo foi obtido a partir de 

uma fazenda de ovinos localizada no Estado de São Paulo, Brasil, com relatos de 

resistência à IVM (16%) e suscetibilidade à MOX (99%) pelo TRCOF realizado 
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anteriormente (VERÍSSIMO et al., 2012) (ANEXO 4). A população de parasitos inicial 

foi composta por Haemonchus sp. (59%), Cooperia sp. (22%), Trichostrongylus sp. 

(11%) e Teladorsagia sp. (8%). Amostras de fezes contendo ovos de nematoides 

foram coletadas de ovinos para a realização de coproculturas por 7 dias e obtenção 

de larvas de terceiro estágio (L3). As L3 infectantes resultantes foram armazenadas 

em água destilada, sob refrigeração, até serem utilizadas para infectar artificialmente 

novos ovinos livres de parasitos, a fim de produzir coproculturas puras de H. 

contortus. 

 

 

3.2.2 Infecções experimentais e produção de coproculturas 1 e 2 (isolado 

SP1503Ovi2011) 

 

 

Quatro ovinos foram selecionados e tratados por via oral com oxfendazole 

2,5 mg/kg de peso vivo (PV) (Oxfaden®, Biovet) e levamisole 5,0 mg/kg/PV (Riper-

col® L, Fort Dodge), por três dias consecutivos, para remover todas as infecções 

parasitárias naturais. Amostras de fezes foram coletadas dos animais por quatro 

semanas para confirmar seu estado livre de parasitos. Os animais foram mantidos 

em baias livres de vermes até as infecções experimentais.  

Dois ovinos (Grupo 1) foram infectados artificialmente com 8.000 L3 de 

nematoides gastrintestinais por via oral. Após o estabelecimento da infecção em, 

pelo menos, 28 dias, amostras de fezes foram obtidas do dia 28 ao dia 34 para 

realização de OPG e coprocultura (ANEXOS 6 e 7). Os animais foram eutanasiados 

no dia 34 pós-infecção e os vermes adultos de H. contortus foram coletados 

diretamente do abomaso. Os vermes adultos foram imediatamente colocados em 

placas de Petri contendo solução salina a 36ºC e mantidos em uma estufa por um 

período de 2-12 horas para a realização da oviposição das fêmeas. Os ovos foram 

transferidos para um cálice de sedimentação e, em seguida, foram misturados com 

fezes de cavalo autoclavadas para se obter uma coprocultura monoespecífica 

(Coprocultura 1) (ANEXO 8). 

Dois ovinos (Grupo 2) foram infectados artificialmente por via oral com 8.000 

L3 de H. contortus obtidos a partir da Coprocultura 1. Após a confirmação do 
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estabelecimento da infecção, novas coproculturas foram preparadas a fim de 

produzir uma coprocultura pura de H. contortus (Coprocultura 2). As larvas 

infectantes da Coprocultura 2 foram identificadas e armazenadas em água destilada 

até 30 dias, para serem utilizadas nos testes in vitro. Apesar de não estar incluído no 

Banco de Dados de Isolado de Parasito, o código de nomenclatura dado para o 

presente isolado (SP1503Ovi2011) foi baseado no CARS (Consortium for 

Anthelmintic Resistance and Susceptibility), usando o seguinte código: Estado de 

origem / número do código da fazenda amostrada / animais hospedeiro / ano do 

isolamento.  

 

 

3.2.3 Teste in vitro de Migração de Larvas em Ágar (TMLA) 

 

 

O TMLA foi realizado segundo a técnica modificada por Molento e Prichard 

(2001) (ANEXO 9). As L3 coletadas a partir da Coprocultura 2 foram 

desembainhadas usando hipoclorito de sódio a 0,3%. Após o desembainhamento de 

mais de 90% das larvas móveis, foi feita a lavagem destas em água destilada por 

três vezes e a subdivisão em grupos de 400 L3 por poço, em triplicatas. Em cada 

grupo de larvas foi adicionada água destilada até atingir o volume total de 0,5 mL, 

enquanto as diluições das drogas eram preparadas em tubos separados (volume 

total de 0,5 mL). Onze concentrações foram testadas (6, 12, 24, 48, 96, 192, 384, 

768, 1536, 3072 e 6144 μg/mL) para ivermectina a 1% (Ivomec®, Merial Saúde 

Animal) e moxidectina a 1% (Cydectin®, Fort Dodge). As L3, juntamente com as 

diluições das drogas, foram colocadas a 27ºC por 6h (primeira incubação). Na 

sequência, ágar a 1,4% foi adicionado às larvas tratadas, sendo a mistura 

imediatamente transferida a aparatos previamente preparados, feitos utilizando-se 

uma placa de Petri contendo no centro da base duas malhas (plástica e de metal) e 

um cilindro plástico na parte superior. O aparato foi anteriormente preenchido com 

22 mL de água destilada e armazenado a -20°C, congelando a água sobre a malha. 

Após a adição de todo o conteúdo, o aparato foi colocado em uma estufa por 18h, a 

27ºC, sob uma luz de lâmpada de 150 MHz, para estimular a migração larval para 

fora da porção de ágar. Após a segunda migração, a porção líquida contendo as 
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larvas migrantes foi transferida para um tubo de 50 mL e centrifugada a 3.000 rpm 

por 5 min, com a remoção do sobrenadante. Os tubos foram, então, agitados, sendo 

retiradas amostras de 1 mL em triplicatas. As contagens finais foram feitas pela 

média das alíquotas, multiplicada por 10. 

Todos os procedimentos experimentais descritos neste artigo foram 

avaliados e aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais do Setor de 

Ciências Agrárias da Universidade Federal do Paraná, Brasil (Protocolo 021/2010) 

(ANEXO 1). 

 

 

3.2.4 Análise estatística 

 

 

A dose letal (DL50) e o erro padrão foram medidos por um modelo de 

regressão não linear, o que resultou em uma curva de resposta de concentração 

sigmoidal (equação logística de quatro parâmetros com uma inclinação variável), 

usando o programa GraphPad Prism® 5.01. Todas as análises foram realizadas 

após a transformação dos dados em seus logaritmos (log X = X), antes de calcular 

os valores de log DL50 (valores de DL50), intervalos de confiança de 95% e R2. Além 

disso, os valores de p para os de DL50 das respostas de IVM e MOX foram 

calculados utilizando-se o mesmo programa. 

 

 

3.3 RESULTADOS 

 

 

Os gêneros de nematoides recuperados a partir da Coprocultura 2 

mostraram > 96% de H. contortus seguido por < 3% de Cooperia sp. e 

Trichostrongylus sp. Todos os testes in vitro foram executados com L3 de H. 

contortus da Coprocultura 2. Para a inclusão dos dados experimentais, foi 

necessário observar dois critérios: uma taxa de migração de pelo menos 80% no 

controle negativo e valores de R2 > 0,90. As curvas de dose-resposta para as drogas 

IVM e MOX utilizando o TMLA estão apresentadas na FIGURA 3. 
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A análise estatística das curvas foi feita utilizando-se os valores de DL50. Os 

resultados identificaram corretamente o isolado de H. contortus resistente à IVM e 

suscetível à MOX, mostrando o valor da DL50-IVM de 91,06 μg/mL e da DL50-MOX 

de 1,253 μg/mL (TABELA 1). Os resultados foram estatisticamente significativos (p < 

0,0001) comparando ambas as drogas. 

 

FIGURA 3 – CURVAS DOSE-RESPOSTA OBTIDAS COM O TESTE DE MIGRAÇÃO DE LARVAS 
EM ÁGAR COM O ISOLADO DE Haemonchus contortus SP1503Ovi2011, UTILIZANDO 
IVERMECTINA (IVM) E MOXIDECTINA (MOX). 

FONTE: O autor (2013) 
NOTA: Barras de erro indicam o erro padrão, e não são vistas quando as diferenças entre os valores 
observados para todas as concentrações testadas é 0 (zero) ou muito próximo de 0. 

 

 

TABELA 1 – VALORES DE DL50, COM O INTERVALO DE CONFIANÇA DE 95% (95% IC), 
VALORES DE Log DL50, R

2
 E VALORES DE p, UTILIZANDO IVERMECTINA (IVM) E MOXIDECTINA 

(MOX) NO TESTE DE MIGRAÇÃO DE LARVAS EM ÁGAR, COM O ISOLADO DE Haemonchus 
contortus SP1503Ovi2011 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 MOX IVM 

DL50 1,253 µg/mL 91,06 µg/mL 

95% IC 0,704–2,229 µg/mL 75,53–109,8 µg/mL 

Log DL50 0,099 1,959 

R2 0,97 0,96 

p < 0,0001 



67 

 
 

3.4 DISCUSSÃO 

 

 

É muito importante monitorar a eficácia anti-helmíntica, em intervalos 

regulares, para detectar mudanças sutis, tão cedo quanto possível, a fim de evitar o 

estabelecimento de resistência anti-helmíntica. Isso pode ser realizado por meio de 

testes de diagnóstico in vitro acessíveis e sensíveis, determinando quais drogas 

ainda permanecem eficazes contra uma população de parasitos em particular, 

permitindo a escolha de um anti-helmíntico para utilização terapêutica no campo 

(KAPLAN, 2004; DEMELER et al., 2010; MOLENTO et al., 2011). Os testes de 

desenvolvimento larval (TDL) são os mais comumente empregados e foram capazes 

de distinguir facilmente isolados de parasitos suscetíveis e resistentes. O TDL 

mostrou ser capaz de identificar baixos níveis de vermes resistentes em uma 

população, mas a execução desses exames apresentam algumas dificuldades 

(DOLINSKÁ et al., 2012). Uma alternativa potencial que ainda está sendo estudada 

para a detecção de parasitos resistentes são os testes de migração de larvas (TML). 

O TML vem sendo utilizado para a detecção de resistência à IVM, à MOX e aos 

benzimidazóis em nematoides de ovinos, caprinos e bovinos (WAGLAND et al., 

1992; RABEL et al., 1994; MOLENTO e PRICHARD, 2001; GATONGI et al., 2003; 

KAPLAN et al., 2007; DEMELER et al., 2010; BORGES et al., 2011; ALMEIDA et al., 

2012). 

O desenvolvimento de resistência à IVM e também a concomitante perda de 

sensibilidade à MOX é um debate permanente (CONDER et al., 1993; SHOOP et al., 

1993; MOLENTO et al., 1999; RANJAN et al., 2002; DE GRAEF et al., 2012). El-

Abdellati et al. (2010) sugerem que, quando é detectada resistência à IVM, a 

utilização de qualquer tipo de LM é inadequada. No entanto, a taxa de resistência 

difere entre os compostos, e ocorre mais lentamente para MOX do que para IVM 

(RANJAN et al., 2002; LE JAMBRE et al., 2005). Mesmo que a resistência a um anti-

helmíntico possa ser detectada, outra droga da mesma classe ainda pode 

permanecer altamente eficaz (KAPLAN e VIDYASHANKAR, 2012). Embora surjam 

cada vez mais relatos de resistência à MOX em nematoides em todo o mundo, 

muitos casos de multirresistência grave foram detectados, com MOX permanecendo 

como a droga com melhor efeito (MORTENSEN et al., 2003; KAPLAN et al., 2007). 
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Assim, nossos resultados indicam que a MOX poderia ter algum potencial de 

aplicação no controle de H. contortus em ovinos na fazenda selecionada, e isso 

pode ser verdade para outros nematoides gastrintestinais. 

O preocupante estado de resistência anti-helmíntica previamente detectado 

por meio do TRCOF foi confirmado pelo teste in vitro, no presente estudo, como 

mostrado pelos diferentes valores de DL50. Tais dados estão de acordo com outros 

relatos, em que as populações de nematoides de ovinos mostraram alta resistência 

contra LMs in vivo e também foram menos suscetíveis in vitro, usando testes de 

desenvolvimento larvar (HUBERT e KERBOEUF, 1992; TAYLOR et al., 2002). O 

problema da resistência anti-helmíntica, identificada em ambos os testes, é, 

possivelmente, a situação que predomina na maioria das criações de ovinos no 

Brasil. Portanto, sugerimos que o Ministério da Agricultura, MAPA poderia adotar 

oficialmente testes in vitro para serem usados por programas de monitoramento de 

drogas. Antes disso, é essencial melhorar e adaptar protocolos operacionais padrão 

para a execução e interpretação do TMLA, a fim de tornar o teste aplicável para a 

prática de rotina. É necessário testar diferentes isolados com diferentes graus de 

resistência a drogas em laboratórios diferentes, utilizando-se um protocolo idêntico, 

para confirmar a reprodutibilidade e repetibilidade dos dados do TMLA. 

Em conclusão, o TMLA in vitro descrito aqui foi usado com sucesso para 

gerar curvas de dose-resposta confiáveis (p < 0,0001) para as drogas testadas. O 

valor de DL50 obtido para MOX foi 72,67 vezes menor do que para IVM, identificando 

esse isolado de H. contortus altamente resistente à IVM. Os presentes dados 

também mostram a possibilidade de utilizar o TMLA para a análise de resistência às 

LMs e podem proporcionar uma ferramenta de diagnóstico útil para o monitoramento 

da resistência anti-helmíntica. 
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4 IDENTIFICAÇÃO DE SNPs/INDELS EM REGIÕES GENÔMICAS DE 
RECEPTORES LGIC E TRANSPORTADORES ABC EM ISOLADOS SUSCETÍVEL 
E RESISTENTE À IVERMECTINA DE Haemonchus contortus A PARTIR DE 
DADOS DE SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERAÇÃO 

 

RESUMO 

 

Haemonchus contortus é um parasito de pequenos ruminantes, economicamente 
importante em todo o mundo, sendo o seu controle um problema generalizado, 
devido à resistência contra a maioria das drogas anti-helmínticas. Nesse aspecto, 
questões críticas permanecem sem solução. A ivermectina (IVM) – uma lactona 
macrocíclica (LM) de amplo espectro – é comumente usada em animais de 
produção, cuja resistência à droga tem-se mostrado um grande desafio. Devido à 
complexa associação entre alterações genéticas e resistência às LMs, torna-se difícil 
identificar marcadores moleculares para resistência a drogas desse grupo. Um 
isolado de campo de H. contortus, IVR1503, altamente resistente à IVM, foi obtido a 
partir de ovinos, e submetido a passagens em ovinos experimentalmente infectados. 
Foi pesquisada a presença de polimorfismos em regiões genômicas de IVR1503, 
onde estão localizados genes que codificam para a família de transportadores ABC 
(do inglês ATP binding cassete) e para a superfamília de receptores de canais 
iônicos abertos por ligante (LGICs, do inglês Ligand-Gated Ion Channel). Tais genes 
foram previamente associados à resistência à IVM, incluindo as glicoproteínas-P (P-
gps, do inglês P-glycoproteins) e os canais de cloro potencializados pelo glutamato 
(GluCl, do inglês glutamate-gated Cl− channels). Os resultados foram comparados a 
um isolado de laboratório de H. contortus suscetível a todas as drogas, chamado 
PF23, usando como referência para mapeamento o genoma do isolado também 
suscetível MHco3(ISE).N1. Este estudo relata um conjunto final selecionado de 
variantes, incluindo polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs, do inglês single 
nucleotide polymorphisms) e inserção/deleção (indels, do inglês small insertions and 
deletions), obtidos a partir de dados gerados após o sequenciamento de nova 
geração Illumina de DNA genômico de ambos os isolados. Um conjunto total de 179 
variantes (132 SNPs, 47 indels) para IVR1503 e de 60 (34 SNPs, 26 indels) para 
PF23 foram selecionados na região ABC. Adicionalmente, foram identificadas 367 
variantes (291 SNPs, 76 indels) e 155 (106 SNPs, 49 indels) na região LGIC de 
IVR1503 e PF23, respectivamente. Os níveis de variação genética foram 
marcadamente maiores em IVR1503, e as características e o padrão de todos esses 
sítios polimórficos foram analisados e comparados em IVR1503 e PF23, 
encontrando-se algumas regiões com um padrão de polimorfismos 
diferente/incomum no isolado resistente. Este estudo fornece uma importante fonte 
de dados de SNPs/indels de regiões específicas que podem ser usados para avaliar 
e validar marcadores moleculares para estudos de associação e mapeamento 
genético. A validação e o teste dessas variantes serão importantes para direcionar 
trabalhos futuros sobre o diagnóstico precoce da resistência à IVM. Além disso, 
esses resultados devem contribuir para o avanço de estudos genéticos e pesquisas 
sobre a resistência anti-helmíntica no parasito H. contortus. 
 
Palavras-chave: Nematoide. Resistência anti-helmíntica. Lactona macrocíclica. 
Canais iônicos abertos por ligante. Transportadores ABC. Polimorfismos. SNP. Indel. 
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SNPs/INDELS IDENTIFICATION IN GENOMIC REGIONS OF LGIC RECEPTORS 

AND ABC TRANSPORTERS IN A SUSCEPTIBLE AND IVERMECTIN-RESISTANT 

ISOLATES OF Haemonchus contortus FROM NEXT-GENERATION 

SEQUENCING DATA 

 

ABSTRACT 

 

Haemonchus contortus is an economically important parasite of small ruminants 
worldwide, but its control has been a widespread problem due to resistance against 
most anthelmintic drugs and critical issues remain unresolved. The ivermectin (IVM) 
– a broad-spectrum anthelmintic macrocyclic lactone (ML) – is commonly used in 
livestock where the resistance to this drug is a great challenge to our understanding. 
Due to the complex association between genetic changes and ML resistance, it is 
difficult to identify molecular marker for resistance to drugs of this group. A field 
isolate of H. contortus, IVR1503, highly resistant to IVM was obtained from sheep 
and passaged through experimentally infected sheep. We searched for the presence 
of polymorphisms in IVR1503 at genomic regions where genes encoding ATP 
binding cassete (ABC) transporter family and ligand-gated ion channels (LGICs) 
superfamily are located. Such genes were previously associated with IVM resistance 
(P-glycoproteins and glutamate-gated Cl− channels). The results were compared to a 
fully drug-susceptible laboratory isolate of H. contortus named PF23 using as the 
mapping reference a susceptible genome strain MHco3(ISE).N1. This study reports a 
selected final set of high-quality variants for single nucleotide polymorphisms (SNPs) 
and small insertions and deletions (indels) obtained from data generated after 
Illumina next-generation sequencing of genomic DNA of both isolates. A total set of 
179 variants (132 SNPs, 47 indels) to IVR1503 and 60 (34 SNPs, 26 indels) to PF23 
were selected in the ABC region. In addition, we found 367 variants (291 SNPs, 76 
indels) and 155 (106 SNPs, 49 indels) in the LGIC region of IVR1503 and PF23, 
respectively. The genetic variation levels were markedly higher in IVR1503, and the 
features and pattern of all these polymorphic sites were analyzed and compared 
within and between IVR1503 and PF23, which we found some regions showing a 
different/unusual pattern of polymorphisms in the resistant isolate. This study 
provides a rich data source of putative SNPs/indels of specific regions that could be 
used to evaluate and validate molecular markers for studies of genetic and 
association mapping. Validation and testing of these variants will be important to 
direct future work on the early diagnosis of IVM resistance. Furthermore, these 
results shall contribute to the advancement of genetic studies and anthelmintic 
resistance research in H. contortus parasite. 
 
Key words: Nematode. Anthelmintic resistance. Macrocyclic lactone. Ligand-gated 
ion channels. ATP-Binding Cassette transporters. Polymorphisms. SNP. Indel.
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4.1 INTRODUÇÃO 
 

 

O nematoide estrongilídeo Haemonchus contortus é um parasito 

gastrointestinal hematófago de pequenos ruminantes, altamente patogênico para a 

saúde animal e economicamente significativo para a produção animal em todo o 

mundo (PETER e CHANDRAWATHANI, 2005). Entre as drogas anti-helmínticas 

mais comumente utilizadas para o controle de infecções por nematoides estão as 

lactonas macrocíclicas (LMs) de amplo espectro, tais como a potente ivermectina 

(IVM), amplamente disponível e rotineiramente usada em animais de produção. 

Membros da superfamília de receptores de canais iônicos abertos por ligante 

(LGICs, do inglês Ligand-Gated Ion Channel) – incluindo vários diferentes canais de 

cloro potencializados pelo glutamato (GluCl, do inglês glutamate-gated Cl− channels) 

e pelo ácido gama-aminobutírico (GABA, do inglês gamma-aminobutyric acid gated 

channels) – têm sido identificados como alvos para o mecanismo de ação da IVM 

em alguns nematoides, como o H. contortus (BLACKHALL et al., 2003). As LMs 

afetam os parasitos por inibição e paralisia do bombeamento da faringe, afetando a 

alimentação, a mobilidade e a fecundidade, devido ao constante fluxo de íons cloreto 

através desses canais (ARDELLI et al., 2009; TOMPKINS et al., 2011). No entanto, 

como também ocorre com outros grupos de drogas, o uso intensivo da IVM acelerou 

o surgimento generalizado de estrongilídeos resistentes, incluindo o H. contortus, 

que tem alta capacidade de desenvolver resistência a todos os anti-helmínticos, 

ameaçando a eficácia da terapia medicamentosa (WOLSTENHOLME et al., 2004). 

Portanto, há uma necessidade urgente de melhorar o entendimento dos 

mecanismos genéticos que causam a resistência anti-helmíntica e desenvolver 

testes diagnósticos mais sensíveis para detectar a resistência às LMs e outros 

compostos, juntamente com o desenvolvimento de novos métodos de controle e de 

sítios-alvo de vacinas. No entanto, em relação ao desenvolvimento e uso de um 

diagnóstico precoce de resistência às LMs, as principais dificuldades são a ausência 

de marcadores específicos e a falta de uma completa compreensão do mecanismo 

molecular da resistência. 

Vários grupos de pesquisa estão investigando ativamente a base molecular 

da resistência às diferentes classes de anti-helmínticos (LMs; benzimidazóis: BZs; 
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levamisole: LEV; e pirantel: PIR), que permanecem não muito bem compreendidas. 

Polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs, do inglês single nucleotide 

polymorphisms) que causam mudanças nas posições nucleotídicas 167, 198 e 200 

no isotipo 1 do gene da β-tubulina têm sido encontrados em populações de parasitos 

resistentes aos BZs (GHISI et al., 2007; KWA et al., 1994; SILVESTRE e CABARET, 

2002). Alterações nos níveis de expressão de subunidades do receptor de LEV 

foram observadas em conjunto com a resistência ao PIR em ancilostomíneos e, 

recentemente, transcritos de subunidades de receptores de acetilcolina nicotínicos 

(nAChR, do inglês nicotinic acetylcholine receptor) têm sido associados à resistência 

ao LEV em parasitos tricostrongilídeos (KOOP et al., 2009; NEVEU et al., 2010). No 

caso das LMs, a identificação de mecanismos de resistência é mais complexa, e 

mudanças no sítio-alvo associadas à resistência ainda permanecem incertas. 

Vários diferentes GluCl podem estar envolvidos na ação e resistência às LMs, 

incluindo os genes de H. contortus (Hco-) avr-14, avr-15, glc-2, glc-3, glc-4, glc-5 e 

glc-6 (BLACKHALL et al., 1998b; DENT et al., 2000; McCAVERA et al., 2007; RAO 

et al., 2009; LAING et al., 2013). A resistência também pode envolver outros loci, 

como o gene do receptor de GABA lgc-37 (BLACKHALL et al., 2003) e subunidades 

de canais de ânion ativados por ligantes, como o gene do canal de cloro associado à 

dopamina ggr-3 (RAO et al., 2009). Alterações em outros genes que não são alvos 

imediatos de drogas (como genes envolvidos no transporte e no metabolismo de 

drogas) também podem estar envolvidas com o processo de resistência. 

Glicoproteínas-P (P-gps, do inglês P-glycoproteins) – membros da família de 

transportadores ABC (do inglês ATP binding cassete) – são transportadores que 

podem expulsar vários compostos através da membrana celular, incluindo a IVM 

(HIGGINS, 1992). P-gps e outros transportadores ABC parecem desempenhar um 

papel no processo de resistência, tendo sido associados à resistência à IVM em H. 

contortus e a outras drogas, devido a modificações decorrentes de polimorfismos 

genéticos e níveis de expressão gênica (KERBOEUF et al., 2003; ARDELLI et al., 

2006; BLACKHALL et al., 2008; DICKER et al., 2011; GLENDINNING et al., 2011; 

ARDELLI e PRICHARD, 2013). Em C. elegans, pgp-1 e pgp-2 têm sido associados à 

resistência à IVM (JAMES e DAVEY, 2009). Alterações na sequência ou expressão 

de pgp-1, pgp-2 (XU et al., 1998) e pgp-9 foram relatadas em isolados de H. 

contortus resistente e suscetível à IVM, e pgp-9 em Telodorsagia circumcincta 
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resistente (BLACKHALL et al., 1998b; WILLIAMSON et al., 2011; DICKER et al., 

2011). Apesar das pesquisas atuais, é difícil identificar um único marcador molecular 

para a resistência a drogas do grupo das LMs, devido à complexa associação entre 

alterações genéticas e resistência. 

Uma abordagem adotada em vários estudos mencionados acima relaciona-se 

à análise da variabilidade de um gene específico em indivíduos sensíveis e 

resistentes à determinada droga, a fim de confirmar o envolvimento de tal gene no 

processo de resistência (BEECH et al., 1994; BLACKHALL et al., 1998b; 

BLACKHALL et al., 2003). Contudo, o polimorfismo genético associado à resistência 

pode ocorrer devido a fenômenos não relacionados ao mecanismo de resistência. 

Efeitos da carona genética (hitch hiking) ou de interações epistáticas podem ser 

responsáveis por alterações nas frequências alélicas de genes que não estão 

diretamente envolvidos na resistência (BLACKHALL et al., 1998b). Assim, muitos 

estudos têm buscado identificar diferenças genéticas específicas indicadas como a 

causa da resistência, ou intimamente associadas, que podem ser usadas como 

marcadores moleculares (McCAVERA et al., 2007; VON SAMSON-

HIMMELSTJERNA et al., 2007; BEECH e SILVESTRE, 2010). 

Tecnologias recentes de sequenciamento de nova geração (SNG) têm 

reduzido drasticamente o custo e o tempo para o sequenciamento genômico, e 

podem gerar uma grande quantidade de dados para a detecção de variação 

genética, com destaque para as pesquisas de associação aplicadas ao mapeamento 

genético. A identificação bem sucedida de variantes associadas a doenças por 

tecnologias SNG revolucionou estudos biomédicos e biológicos, principalmente na 

pesquisa de doenças humanas (NG et al., 2009), sendo uma ferramenta útil para o 

rápido avanço da pesquisa também em nematoides. Entre as mutações que podem 

ser encontradas nesses estudos, SNPs e pequenas inserções e deleções (indels, do 

inglês small insertions and deletions) são os mais abundantes, e os SNPs tornaram-

se o marcador de escolha para estudos de associação genômica ampla. 

No presente estudo, foram avaliadas regiões genômicas de LGICs e 

transportadores ABC. Pools de DNA genômico de um isolado de laboratório 

suscetível à IVM (PF23) e de um isolado de campo resistente à IVM (IVR1503) de H. 

contortus foram sequenciados com a tecnologia SNG Illumina e mapeados em 

regiões genômicas de interesse, a partir do isolado suscetível de referência 
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MHco3(ISE).N1, de um projeto de genoma de H. contortus publicado recentemente 

(LAING et al., 2013). Portanto, o objetivo foi investigar polimorfismos nas regiões 

genômicas de LGICs e transportadores ABC. Foi observado o padrão de distribuição 

de SNPs e indels, a fim de identificar se alguma região do genoma apresentaria um 

padrão incomum ou uma assinatura genômica no isolado IVR1503 resistente à IVM, 

fornecendo um conjunto específico de variantes que podem ser potenciais 

alterações associadas à resistência à IVM. 

 

 

4.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.2.1 Isolados de parasito 

 

 

O isolado de laboratório suscetível a drogas de H. contortus (PF23) foi 

gentilmente fornecido por RK Prichard e RN Beech (Institute of Parasitology, McGill 

University, Canada), e foi obtido a partir do campo, sem nunca ter sido exposto a 

qualquer agente anti-helmíntico de largo espectro. Parasitos foram selecionados por 

meio de pelo menos 23 gerações de passagem em ovinos experimentalmente 

infectados sem contato com drogas (BEECH et al., 2010). 

O isolado de campo resistente à IVM de H. contortus (IVR1503) foi derivado 

de um rebanho de ovinos localizado no sudeste do Brasil com histório de falha no 

tratamento com IVM (16% de eficácia), cujo status de resistência foi confirmado pelo 

teste de redução na contagem de ovos nas fezes (TRCOF) (VERÍSSIMO et al., 

2012) (ANEXO 4) e pelo teste in vitro de migração de larvas em ágar (FORTES et 

al., 2013). As fezes foram coletadas de animais e larvas de terceiro estágio (L3), 

obtidas a partir de coproculturas, usadas para iniciar o período de infecção 

experimental na Universidade Federal do Paraná (ANEXO 5). Todos os 

procedimentos experimentais foram examinados e aprovados pela Comissão de 

Ética no Uso de Animais do Setor de Ciências Agrárias da Universidade Federal do 

Paraná (Protocolo 021/2010) (ANEXO 1). O total de 8.000 L3 foi usado para infectar, 

por via oral, dois ovinos livres de infecção, e o estabelecimento da infecção foi 
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confirmado após, pelo menos, 28 dias. Do dia 28 ao dia 34, amostras de fezes foram 

coletadas para a contagem de ovos por grama de fezes (OPG) e coproculturas 

(ANEXOS 6 e 7). No dia 34 pós-infecção, adultos de H. contortus foram coletados do 

abomaso após necropsia. Os vermes adultos foram imediatamente colocados em 

placas de Petri contendo solução salina a 36ºC e mantidos em estufa por um 

período de até 12 horas para estimular a oviposição das fêmeas. Os ovos foram 

recolhidos e colocados em um cálice de sedimentação e, após, misturados com 

fezes autoclavadas de cavalo a fim de se obter uma coprocultura monoespecífica 

(ANEXO 8). As larvas foram utilizadas para infectar dois ovinos livres de infecção, 

por administração oral de 8.000 L3 de H. contortus. Após a confirmação do 

estabelecimento da infecção, os animais foram tratados com IVM (Ivomec®) a 

0.4mg/kg/pv (duas vezes a dose terapêutica) por via subcutânea, selecionando 

vermes altamente resistentes à IVM. Após a confecção de novas coproculturas, o 

total de 8.000 L3 de H. contortus resistentes à IVM (sobreviventes) foi usado para 

infectar um terceiro grupo de dois ovinos livres de infecção. Após o estabelecimento 

da infecção, ovinos de ambos os grupos (2 e 3) foram eutanasiados e parasitos 

adultos coletados, de forma manual, diretamente do abomaso e identificados. 

Machos e fêmeas de H. contortus foram imediatamente transferidos para placas de 

petri contendo meio de cultura de tecidos RPMI 1640 pré-aquecido, mantendo a 

temperatura de 37ºC em estufa por 24h, sendo, em seguida, armazenados em álcool 

80º até seu uso. 

 

 

4.2.2 Isolamento de DNA e sequenciamento do genoma 

 

 

O DNA genômico de fêmeas adultas de H. contortus foi isolado seguindo o 

método adaptado de Beech et al. (1994) (ANEXO 10). O total de 150 fêmeas adultas 

do isolado IVR1503 foi dividido em oito grupos de 16 a 20 vermes/grupo. Os 

parasitos foram, então, incubados a 37ºC em 400 µL de tampão de extração (376 µL 

de STE, 16 µL de mercaptoetanol, 4 µL de proteinase K, 4 µL de RNAse), por pelo 

menos 1h até a completa dissolução dos vermes. Foi adicionado 400 µL de 

fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1) a cada tubo. Após a homogeneização e 
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centrifugação a 3.000 rpm por 2 min, o líquido claro presente no topo dos tubos foi 

cuidadosamente transferido para novos tubos limpos. Adicionou-se, então, 80 µL de 

solução de acetato de amônia 7,5 M, mais 1000 µL de etanol 100% para obter a 

precipitação do DNA. Os tubos foram agitados para a homogeneização e 

centrifugados a 3.000 rpm, por 20 min, descartando-se o sobrenadante. Um volume 

de 200 µL de etanol 70% foi adicionado a cada tubo, deixando-se em repouso por 10 

min sobre a bancada, descartando-se o sobrenadante novamente. O sedimento de 

DNA foi novamente resuspendido em 50 µL de água pura para DNA. As soluções de 

DNA foram transferidas para um único tubo, armazenando-o a -20ºC até ser 

utilizado. Os mesmos procedimentos foram adotados para a preparação do DNA de 

150 fêmeas adultas do isolado PF23. Ambas as amostras foram utilizadas 

separadamente, a fim de evitar qualquer contaminação durante o procedimento. A 

qualidade e a quantidade de DNA dos dois isolados foram verificadas (razão 

A260/A280) com espectrofotômetro (NanoDrop ND1000, Thermo Fisher Scientific, 

USA) e a sua integridade foi visualizada por eletroforese em gel de agarose (ANEXO 

11). As misturas de DNA das 150 fêmeas adultas de IVR1503 e das 150 fêmeas 

adultas de PF23 foram, então, usadas separadamente para o sequenciamento. 

O sequenciamento completo do genoma (WGS, do inglês whole genome 

sequencing) foi gerado com a tecnologia SNG Illumina HiSeq 2000 no Génome 

Québec Innovation Centre (Montreal, Canada). Bibliotecas de DNA do tipo paired-

end com leituras (reads) de 100 pares de bases (pb) e distância de 200 pb foram 

construídos para cada pool de amostras dos isolados resistente IVR1503 e 

suscetível PF23, com a identificação de bases e valores de qualidade para todas as 

leituras, de acordo com as recomendações do fabricante. Para todo o 

sequenciamento, os reads foram exportados para o formato FASTQ (COCK et al., 

2010). A qualidade dos dados brutos foi avaliada com FASTQC versão 0.10.1, e as 

leituras com índice de qualidade phred < 20 foram excluídas, a fim de eliminar 

leituras de baixa qualidade, usando PRINSEQ LITE versão 0.17.4. Essa etapa de 

filtragem tem como objetivo manter somente bases de alta confiança, e o índice de 

qualidade phred igual ou maior que 20 (Q20) foi indicado como o ponto de corte 

mais utilizado (NIELSEN et al., 2011). 
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4.2.3 Mapeamento e detecção de SNPs e indels 

 

 

Após o controle de qualidade, para cada isolado resistente à IVM IVR1503 e 

suscetível à IVM PF23 de H. contortus, leituras de sequenciamento foram usadas 

para o alinhamento (ou mapeamento de reads) em uma referência disponível do 

genoma de H. contortus MHco3(ISE).N1 (LAING et al., 2013), usando o programa 

Bowtie 2, versão 2.1.0 (LANGMEAD et al., 2009; LANGMEAD e SALZBERG, 2012). 

Inicialmente, duas abordagens para comparação (alinhamento local e end-to-end) 

foram empregadas, gerando um conjunto de resultados de mapeamento no formato 

BAM/SAM. O isolado MHco3(ISE).N1 foi obtido a partir de um único cruzamento, 

usando-se um macho adulto e uma fêmea adulta da linhagem de H. contortus 

MHco3(ISE), que tem um longo histórico de endogamia e manutenção em 

laboratório, e é suscetível a todas as principais classes de anti-helmínticos. O 

MHco3(ISE).N1 foi usado como genoma padrão para o projeto de sequenciamento 

do H. contortus, realizado no Wellcome Trust Sanger Institute 

(http://www.sanger.ac.uk/Projects/H_contortus/), recentemente publicado (LAING et 

al., 2013) e disponível on line ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/Haemonchus/ 

contortus. Como genoma de referência, foram utilizadas as regiões que contêm os 

principais genes relacionados à resistência à IVM, incluindo os genes conhecidos de 

LGIC e transportadores ABC, além de outros ainda não nomeados. Especificamente 

para o mapeamento e a comparação foram usados os scaffolds de ABC e LGIC do 

genoma de H. contortus MHco3(ISE).N1 (LAING et al., 2013), com um tamanho total 

de 6.697.811 bp/6,7 Mb e 16.621.277 bp/16,6 Mb em formato FASTA, 

respectivamente. As regiões ABC e LGIC contêm um total de 81 e 145 scaffolds, 

bem como contêm 48 e 85 proteínas anotadas, respectivamente, em adição a mais 

de 380 e 830 genes desconhecidos preditos por AUGUSTUS (STANKE et al., 2006), 

respectivamente. 

Após os alinhamentos, foram utilizadas as funções SAMtools m-pileup e 

bcftools (versão 0.1.13, disponível em http://samtools.sourceforge.net/) para a 

chamada de variantes, gerando arquivos em formato VCF (do inglês Variant Call 

Format). A fim de identificar um conjunto de variantes de alta qualidade, suficiente 

para proceder à validação ou a análises adicionais, foram usados parâmetros de 
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escore de variante em escala phred (QUAL, do inglês variant quality) e cobertura 

para todas as amostras (DP, do inglês coverage/read depht), sendo adotados os 

valores de corte de QUAL ≥ 28 e DP ≥ 5 para SNPs e QUAL ≥ 17 e DP ≥ 3, 

apropriados para filtrar supostos SNPs/indels, conforme sugerido por Jia et al. 

(2012). Um simples e conciso pipeline para detectar SNPs e indels foi construído, 

incluindo: extração de DNA; sequenciamento completo do genoma e processamento 

dos dados; mapeamento das leituras de SNG em um genoma de referência; e 

chamada de SNPs/indels e filtragem (Figura 4).  

 

 

FIGURA 4. PASSOS PARA A CONVERSÃO DE DADOS BRUTOS DE SEQUENCIAMENTO 
ILLUMINA EM UM CONJUNTO FINAL DE VARIANTES IDENTIFICADAS.  
FONTE: O autor (2014) 
NOTA: Após o processo de extração de DNA (em azul) de ambos os isolados de H. contortus 
resistente (IVR1503) e suscetível (PF23), as amostras de DNA genômico foram sequenciadas pela 
tecnologia SNG Illumina (vermelho), e as etapas de processamento produziram um conjunto final de 
dados de sequenciamento. Após o controle de qualidade, o procedimento de mapeamento (amarelo) 
nos scaffolds ABC e LGIC do genoma de referência de H. contortus MHco3(ISE).N1 gerou um 
conjunto de leituras alinhadas, contendo uma medida de confiança, ou índice de qualidade, associada 
às bases de cada leitura. Finalmente, um método de chamada de variantes (verde) foi aplicado para 
identificar variantes, e os supostos SNPs/indels gerados foram filtrados de acordo com os índices de 
qualidade e cobertura associados, a fim de obter um conjunto final de SNPs/indels confiáveis. 

 

 

4.3 RESULTADOS 

 

 

4.3.1 Sequenciamento e mapeamento 

 

 

O DNA genômico dos isolados de H. contortus IVR1503 e PF23 foram 

sequenciados em uma plataforma Illumina HiSeq 2000, produzindo arquivos FASTQ. 
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Duas bibliotecas paired-end Illumina foram construídas (IVR1503 e PF23) com 

leituras de 100 pb e distância de 200 pb (fragmento total de 400 pb), com um total de 

duas lanes (canais ou canaletas) de sequência geradas (sem contar uma lane 

descartada devido à baixa qualidade). Isso gerou cerca de 46 Gb de sequências 

brutas para IVR1503 (cerca de 124X de cobertura), e 26 Gb de sequências brutas 

para PF23 (70X de cobertura) – cobertura com base em um tamanho de genoma de 

370 Mb (LAING et al., 2013). Um total de 193.070.115 pares de leituras foi obtido 

para IVR1503, e 109.542.363 pares de leituras para PF23. Após filtrar as leituras de 

baixa qualidade, esses números foram reduzidos a 190.030.963 e 183.868.464 

leituras para IVR1503-R1 (sense/forward) e IVR1503-R2 (anti-sense/reverse), 

respectivamente; 104.719.325 e 81.365.195 leituras para PF23-R1 (sense/forward) e 

PF23-R2 (anti-sense/reverse), respectivamente. O conjunto final de dados gerou 

182.125.770 leituras com os pares corretos para IVR1503 e 80.186.762 leituras com 

os pares corretos para PF23. A porcentagem de leituras mapeadas por Bowtie2 nos 

scaffolds ABC e LGIC, e também a cobertura de mapeamento, estão apresentados 

na Tabela 2. 

 

TABELA 2 – TAXAS GERAIS DE ALINHAMENTO E COBERTURA DE MAPEAMENTO POR 
BOWTIE 2 PARA ISOLADOS DE Haemonchus contortus SUSCETÍVEL (PF23) E RESISTENTE 
(IVR1503) À IVERMECTINA, UTILIZANDO COMO GENOMA DE REFERÊNCIA SCAFFOLDS DE 
TRANSPORTADORES ABC E CANAIS IÔNICOS ABERTOS POR LIGANTE (LGICS) DO GENOMA 
DE H. contortus MHco3(ISE). 

 
Alinhamento 

local (%) 
Cobertura 

estimada (local) 
Alinhamento 

End-to-end (%) 

Cobertura 
estimada (end-

to-end) 

Scaffold ABC      
PF23 12,93 155 7,32 88 

IVR1503 14,22 387 7,31 199 
Scaffold LGIC      

PF23 17,25 83 10,45 50 
IVR1503 18,40 202 10,36 113 

FONTE: O autor (2014) 
NOTA: C=LN/G, em que C é a cobertura estimada, L é o comprimento da leitura, N é o número de 
leituras e G é o tamanho do genoma. 
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4.3.2 Detecção de SNPs/indels 

 

 

Para o isolado IVR1503, foi obtido um conjunto inicial de 1.177 e 1.313 

mutações nas regiões genômicas de ABC e LGIC, respectivamente, incluindo ambos 

SNPs e indels. No entanto, para o isolado PF23, foi encontrado um conjunto inicial 

de 458 e 504 mutações nas regiões genômicas de ABC e LGIC, respectivamente, 

incluindo também todas as variantes. A fim de selecionar SNPs de alta qualidade, 

consideramos os parâmetros QUAL ≥ 28 e DP ≥ 5, obtendo um total de 132 SNPs 

para IVR1503 e 34 SNPs para PF23, na região de ABC. Da mesma forma, foi 

selecionado um total de 291 SNPs para IVR1503 e 106 SNPs para PF23 na região 

de LGIC. Com base nos parâmetros QUAL ≥ 17 e DP ≥ 3 para selecionar indels de 

alta qualidade, foi identificado um total de 47 indels para IVR1503 e 26 indels para 

PF23 na região de ABC, e um total de 76 indels para IVR1503 e 49 indels para PF23 

na região de LGIC (Tabela 3). A maioria dos SNPs/indels selecionados foi localizada 

em DNA genômico não codificante (introns e regiões intergênicas) de ambas as 

regiões de ABC e LGIC. Apenas um grupo de SNPs foi localizado em exons, mas 

todos pertencentes a genes ainda não nomeados, e a maioria desses SNPs são 

não-sinônimos, implicando mudança de aminoácido (Tabela 3). Com respeito aos 

SNPs/indels encontrados em introns, a distribuição das variantes está resumida na 

Tabela 4. A maioria delas ocorreu em genes ainda não nomeados, enquanto alguns 

SNPs/indels foram localizados em introns de genes conhecidos, os quais possuem 

similaridade com genes/proteínas relatados em bases de dados públicos. 

Polimorfismos foram encontrados em três classes de genes da região de ABC: abt 

(ABC Transporter family, Hco-abt-9, Hco-abt-10, Hco-abt-11); haf (HAIF transporter – 

PGP related, Hco-haf-2, Hco-haf-4); e wht (WHiTe related ABC transporter, Hco-wht-

1, Hco-wht-5). Na região de LGIC, polimorfismos foram identificados em quatro 

classes de genes: acr (AcetylCholine Receptor, Hco-acr-9, Hco-acr-11, Hco-acr-12, 

Hco-acr-15, Hco-acr-24); des (Degeneration Suppressor, Hco-des-2); ggr 

(GABA/Glycine Receptor family, Hco-ggr-1); e lgc (Ligand-Gated ion Channel, Hco-

lgc-5, Hco-lgc-38, Hco-lgc-10). 
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TABELA 3 – COMPARAÇÃO DA DETECÇÃO DE SNPS/INDELS EM REGIÕES GENÔMICAS DE 
TRANSPORTADORES ABC E CANAIS IÔNICOS ABERTOS POR LIGANTE (LGICS) USANDO 
ISOLADOS DE Haemonchus contortus SUSCETÍVEL (PF23) E RESISTENTE (IVR1503) À 
IVERMECTINA, E O ISOLADO DE H. contortus MHco3(ISE) (SCAFFOLDS ABC E LGICS) COMO 
REFERÊNCIA PARA MAPEAMENTO. 

Dados Parâmetros IVR1503 PF23 

Região ABC      
 Chamada inicial 1113 SNPs 64 indels 434 SNPs 24 indels 
 QUAL≥28, DP≥5 132 SNPs 34 SNPs 
 QUAL≥17, DP≥3 47 indels 26 indels 
 Região intergênica 68 SNPs/34 indels 26 SNPs/19 indels 
 Intron 55 SNPs/13 indels 6 SNPs/7 indels 
 Exon 9 SNPs 2 SNPs 
 SNP não-sinônimo 8 SNPs - 
 SNP sinônimo 1 SNP 2 SNPs 
Região LGIC      
 Chamada inicial 1209 SNPs 104 indels 448 SNPs 56 indels 
 QUAL≥28, DP≥5 291 SNPs 106 SNPs 
 QUAL≥17, DP≥3 76 indels 49 indels 
 Região intergênica 195 SNPs/48 indels 74 SNPs/33 indels 
 Intron 63 SNPs/28 indels 17 SNPs/16 indels 
 Exon 33 SNPs 15 SNPs 
 SNP não-sinônimo 26 SNPs 13 SNPs 
 SNP sinônimo 7 SNPs 2 SNPs 

FONTE: O autor (2014) 
NOTA: QUAL: índice de qualidade de SNPs e indels. DP: grau de cobertura. SNP: polimorfismo de 
nucleotídeo único. Indel: inserção/deleção. 
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TABELA 4 – DISTRIBUIÇÃO DE SNPS/INDELS DETECTADOS EM INTRONS DE REGIÕES 
GENÔMICAS DE TRANSPORTADORES ABC E CANAIS IÔNICOS ABERTOS POR LIGANTE 
(LGICS) USANDO ISOLADOS DE Haemonchus contortus SUSCETÍVEL (PF23) E RESISTENTE 
(IVR1503) À IVERMECTINA, E O ISOLADO DE H. contortus MHco3(ISE) (SCAFFOLDS ABC E 
LGICS) COMO REFERÊNCIA PARA MAPEAMENTO. 

SNPs/indels detectados em introns na região de ABC 

IVR1503  PF23  Gene/scaffold 

33 SNPs/10 indels 3 SNPs/6 indels genes desconhecidos 
6 SNPs - Hco-wht-1_scaffold2425.1_size41882CDS 

4 SNPs/1 indel - Hco-abt-10_g8495.t1_g8496.t1_g8497.t1_ scaffold684.1_size12 5693 
CDS 

7 SNPs 2 SNPs Hco-abt-11_g19745.t1_g19744.t1_g19746.t1_ scaffold4153.1_si 
ze18291 CDS 

3 SNPs/1 indels - Hco-wht-5.2_g11338.t1_g11339.t1_g11340.t1_ scaffold1129.1_s 
ize86954 CDS 

1 SNPs/1 indel - Hco-abt-9_g15690.t1_g15691.t1_ scaffold2203.1_size47789 CDS 
1 SNP 1 SNP Hco-haf-4_g7302.t1_ scaffold539.1_size142255 CDS 

- 1 indel Hco-haf-2_g7265.t1_ scaffold536.1_size142651 CDS 
SNPs/indels detectados em introns na região de LGIC 

IVR1503  PF23  Gene/scaffold 

39 SNPs/24 indels 
1 SNP/1 indel 

10 SNPs/16 indels 
- 

genes desconhecidos 
Hco-lgc-5_scaffold3792.1_size21957 CDS 

1 SNP      - Hco-des-2_g18356.t1_scaffold3297.1_size27722 CDS 
2 SNPs 2 SNPs Hco-ggr-1_g11805.t1_scaffold1215.1_size82487 CDS 
3 SNPs 1 SNP Hco-acr-12_g9168.t1_scaffold776.1_size114329 CDS 
2 SNPs - Hco-acr-11_g10089.t1_scaffold916.1_size100505 CDS 

9 SNPs/1 indel 3 SNPs Hco-lgc-38_scaffold1630.1_size65151 CDS 
4 SNPs 1 SNP Hco-acr-9_g10026.t1_scaffold907.1_size100980 CDS 
2 SNPs - Hco-acr-15_g7850.t1_g7848.t1_scaffold603.1_size133714 CDS 
1 indel - Hco-acr-24_g18447.t1_scaffold3341.1_size27209 CDS 
1 indel - Hco-lgc-10_g6822.t1_scaffold487.1_size152046 CDS 

FONTE: O autor (2014) 
NOTA: SNP: polimorfismo de nucleotídeo único. Indel: inserção/deleção. 

 

Entre todas as variantes detectadas na região de ABC, 113 SNPs e 42 

indels estavam presentes exclusivamente em IVR1503, 15 SNPs e 21 indels 

presentes exclusivamente em PF23, enquanto 19 SNPs e cinco indels foram comuns 

aos dois isolados. Das variantes identificadas presentes na região de LGIC, 241 

SNPs/60 indels e 56 SNPs/33 indels ocorreram unicamente em IVR1503 e PF23, 

respectivamente; ao passo que 50 SNPs/16 indels coincidiram em ambos os 

isolados, como mostrado na hipotética Figura 5. 

 



87 

 
 

 

 

 

FIGURA 5. DIAGRAMAS DE VENN MOSTRANDO A DISTRIBUIÇÃO DE SNPS/INDELS EM 
REGIÕES GENÔMICAS DE TRANSPORTADORES ABC E CANAIS IÔNICOS ABERTOS POR 
LIGANTE (LGICS) EM ISOLADOS DE Haemonchus contortus SUSCETÍVEL (PF23) E RESISTENTE 

(IVR1503) À IVERMECTINA. A) REGIÃO ABC. B) REGIÃO LGIC. 

FONTE: O autor (2014) 
NOTA: SNP: polimorfismo de nucleotídeo único. Indel: inserção/deleção. 
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A maioria dos SNPs candidatos filtrados detectados neste estudo foram 

transições (Ts) (A/G ou C/T), com um total variando entre 58-68%. Em contraste, 

transversões (Tv) (A/C, A/T, C/G ou G/T) foram presentes em 31-41% dos SNPs 

(Fig. 6). Especificamente na região de ABC, foram encontrados 68,18% e 31,82% de 

Ts e Tv em IVR1503, respectivamente; e 58,82% e 41,18% de Ts e Tv em PF23, 

respectivamente. Na região de LGIC, foram detectados 61,17% e 38,83% de Ts e Tv 

em IVR1503, respectivamente; e 67,92% e 32,08% de Ts e Tv em PF23, 

respectivamente. 

 

 

FIGURA 6. DISTRIBUIÇÃO DE SNPS DE ALTA QUALIDADE EM REGIÕES GENÔMICAS DE 
TRANSPORTADORES ABC E CANAIS IÔNICOS ABERTOS POR LIGANTE (LGICS) USANDO 
ISOLADOS DE Haemonchus contortus SUSCETÍVEL (PF23) E RESISTENTE (IVR1503) À 
IVERMECTINA, MAPEADOS NO ISOLADO DE REFERÊNCIA DE H. contortus MHco3(ISE) 

(SCAFFOLDS ABC E LGICS). A) REGIÃO ABC. B) REGIÃO LGIC. 

FONTE: O autor (2014) 
NOTA: A/G: adenina/guanina. C/T: citosina/timina. 

 

Todos os scaffolds foram observados separadamente, e 14 scaffolds ABC e 

28 scaffolds LGIC, ou partes destes, mostraram um padrão diferente de 

polimorfismos no isolado de H. contortus resistente à ivermectina IVR1503, quando 

comparados a outros scaffolds em IVR-1503 e PF23 (Tabelas 5 e 6). 
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TABELA 5 – LOCALIZAÇÃO DE POLIMORFISMOS EM REGIÕES GENÔMICAS DE 
TRANSPORTADORES ABC (SCAFFOLDS ABC) EM UM ISOLADO DE Haemonchus contortus 
RESISTENTE À IVERMECTINA (IVR1503) QUE MOSTRARAM UM PADRÃO DE DISTRIBUIÇÃO 
DIFERENTE, QUANDO COMPARADO A OUTROS SCAFFOLDS DE IVR1503 E PF23 (ISOLADO 
DE H. contortus SUSCETÍVEL À IVERMECTINA). 

Identificação de scaffolds ABC SNPs/indels Posições de variantes 

lcl|scaffold2454.1_size41882 16/0 3772, 3788, 3795, 3823, 3848, 3873, 22487, 
22562, 22859, 22870, 22905, 39635, 39679, 

39913, 39961, 40092 
lcl|scaffold1370.1_size75319 11/1 4325, 4370, 5869, 6244, 6255, 6259, 50182, 

50299, 50418, 50487, 50490, 50574 
lcl|scaffold684.1_size125693 7/1 5849, 5914, 35122, 35418, 35429, 105933, 

106225, 106234 
lcl|scaffold4153.1_size18291 7/0 6150, 6311, 6356, 6404, 6413, 6429, 6605 
lcl|scaffold330.1_size184503 6/2 6476, 93775, 93813, 94133, 94378, 94476, 

94496, 94554 
lcl|scaffold33.1_size426451.1.1_397310 5/1 11451, 11681, 264173, 307575, 353553, 

353599 
lcl|scaffold1129.1_size86954 7/2 20993, 21180, 21244, 21529, 25169, 25480, 

25485, 47372, 47462 
lcl|scaffold1356.1_size75841 5/1 32202, 32355, 32477, 32523, 74642, 74651 
lcl|scaffold470.1_size155887 3/2 27194, 49049, 49062, 49074, 49124 
lcl|scaffold539.1_size142255 24/2 62094, 62139, 62410, 62416, 72595, 72631, 

72639, 72642, 72917, 81325, 103480, 
103571, 103683, 103715, 103788, 103820, 
103853, 103862, 103899, 115083, 115159, 

115235, 115327, 115498, 130398 
lcl|scaffold316.1_size188078 2/4 69802, 81665, 82007, 82008, 117410 
lcl|scaffold186.1_size240422 5/4 71293, 71297, 114268, 114557, 114562, 

123752, 123813, 138580, 138597 
lcl|scaffold122.1_size285303 11/0 135339, 135421, 223960, 224052, 224102, 

224110, 224202, 224280, 224288, 224314, 
224370 

lcl|scaffold23.1_size474064 8/5 194812, 194886, 195279, 198920, 199249, 
213051, 213318, 355053, 359390, 359423, 

359472, 359553, 359567 

FONTE: O autor (2014) 
NOTA: SNP: polimorfismo de nucleotídeo único. Indel: inserção/deleção. 

 

TABELA 6 – LOCALIZAÇÃO DE POLIMORFISMOS EM REGIÕES GENÔMICAS DE CANAIS 
IÔNICOS ABERTOS POR LIGANTE (LGICS) (SCAFFOLDS LGIC) EM UM ISOLADO DE 
Haemonchus contortus RESISTENTE À IVERMECTINA (IVR1503) QUE MOSTRARAM UM PADRÃO 
DE DISTRIBUIÇÃO DIFERENTE, QUANDO COMPARADO A OUTROS SCAFFOLDS DE IVR1503 E 
PF23 (ISOLADO DE H. contortus SUSCETÍVEL À IVERMECTINA). 

Identificação de scaffolds LGIC SNPs/indels Posições de variantes 

lcl|scaffold21.1_size487937.4.393693_487937 9/0 330, 378, 402, 410, 653, 713, 1009, 1040 
lcl|scaffold3535.1_size24826 13/0 363, 383, 399, 439, 449, 7085, 7104, 7112, 

7341, 7362, 7365, 7407, 7411 
lcl|scaffold41.1_size403548.2.329901_403548 6/0 373, 490, 520, 689, 706, 720 

lcl|scaffold1434.1_size72666 9/1 943, 1008, 1108, 1259, 26280, 26386, 
41372, 41384, 41621 

lcl|scaffold1215.1_size82487 6/0 5877, 6145, 18584, 18830, 73326 
lcl|scaffold45.1_size385644.5.70900_385644 11/0 9456, 9531, 9703, 284096, 299809, 299854, 

299884, 299893, 300110 
lcl|scaffold27.1_size442791 9/1 3891, 10852, 10939, 10956, 10990, 11019, 



90 

 
 

11043, 132260, 132284, 176167 
lcl|scaffold573.1_size138451 19/0 11448, 11487, 11705, 14035, 14036, 14063, 

69380, 69423, 69570, 69768, 90708, 90757, 
90761, 90797, 90969, 91021, 91061, 91090 

lcl|scaffold776.1_size114329 15/4 20000, 20306, 28519, 112786, 112791, 
112845, 112847, 113225, 113292, 113442, 
113451, 113455, 113545, 113595, 113597, 

113609, 113766, 114014, 114019 
lcl|scaffold1833.1_size58677 13/0 22677, 22719, 22960, 23341, 23353, 23648, 

23680, 23717, 23901, 23970 
lcl|scaffold90.1_size309204 6/0 25452, 25784, 25793, 25805, 121539, 

121585 
lcl|scaffold1630.1_size65151 12/5 376, 377, 696, 1103, 25727, 44297, 44339, 

44345, 44361, 44651, 44663, 44674, 44685, 
44728, 44819, 50890, 50912 

lcl|scaffold2322.1_size44881 8/0 32846, 32853, 32899, 32916, 32961, 33007, 
33024, 33059 

lcl|scaffold505.1_size148541 15/1 34334, 34624, 68642, 68675, 68957, 
125335, 125353, 125374, 142098, 142300, 
142353, 142361, 142399, 142461, 142557, 

142572 
lcl|scaffold907.1_size100980 7/0 40074, 40088, 51500, 51549, 51732, 79984 
lcl|scaffold1092.1_size89268 5 43134, 43503, 43508, 43552, 52727 
lcl|scaffold96.1_size307271 5/1 49974, 50288, 50300, 50308, 50333, 209305 
lcl|scaffold28.1_size436153 9/0 57753, 57860, 58025, 58131, 58142, 

183695, 324695, 324951, 324952 
lcl|scaffold175.1_size246567 7/6 84557, 84707, 84720, 84828, 84885, 84886, 

236329, 236350, 236374, 236435, 236524, 
236629, 236743 

lcl|scaffold5.1_size735775 5/3 6864, 6897, 99714, 402694, 672660, 
672671, 673192, 673283 

lcl|scaffold487.1_size152046 1/6 46623, 84765, 84943, 85081, 85084, 
102076, 102677 

lcl|scaffold635.1_size130355 5/0 120628, 120636, 120867, 120885, 120921 
lcl|scaffold127.1_size283107 7/6 114970, 134447, 134784, 184969, 185269, 

185277, 208235, 254230, 254319, 254320, 
254389 

lcl|scaffold493.1_size151450 2/4 137381, 137385, 138384, 138691, 138698 
lcl|scaffold547.1_size141490 3/5 560, 615, 627, 628, 635, 139449, 139465, 

139726 
lcl|scaffold438.1_size160931 10/3 152322, 152329, 152591, 152823, 152834, 

152839, 159964, 160051, 160069, 160177, 
160238, 160408 

lcl|scaffold23.1_size474064 7/5 194812, 194886, 195279, 198920, 199249, 
213051, 213318, 359390, 359423, 359472, 

359553, 359567 
lcl|scaffold34.1_size425167 6/1 310005, 396281, 413548, 413570, 413600, 

413664, 413679 
FONTE: O autor (2014) 
NOTA: SNP: polimorfismo de nucleotídeo único. Indel: inserção/deleção. 
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4.4 DISCUSSÃO 

 

 

Tecnologias de sequenciamento de nova geração (SNG), como Illumina, 

permitem a identificação de SNPs/indels em menor tempo, com alta eficácia, sendo 

uma alternativa promissora para ser aplicada em várias áreas de pesquisa, incluindo 

estudos genéticos em larga escala e de comparação de genomas. Nota-se que a 

variação alélica é uma característica importante usada para identificar genes 

associados à resistência a vários anti-helmínticos (GILLEARD e BEECH, 2007). O 

uso de alguns parâmetros, tais como a filtragem de variantes de alta qualidade, 

como feito no presente estudo, aumenta a eficiência da análise genômica. Esses 

métodos estão sendo rapidamente atualizados, com o desenvolvimento de novos 

programas estatísticos e de recomendações para a análise de dados SNG 

(NIELSEN et al., 2011). Neste estudo, vários SNPs/indels foram identificados a partir 

de alinhamentos de múltiplas leituras Illumina em referências de scaffolds 

disponíveis (LAING et al., 2013). O uso de leituras paired-end pode melhorar a 

qualidade do mapeamento e a profundidade de cobertura das sequências. Até o 

momento, esta é a primeira abordagem de SNG para identificar SNPs e indels nas 

grandes regiões genômicas de transportadores ABC e receptores LGIC, usando 

isolados de H. contortus suscetível (PF23) e resistente à IVM (IVR1503). A simples 

abordagem de chamada de variantes utilizada tem potencial de aplicação em muitos 

laboratórios para pesquisas similares. Além disso, a recente disponibilidade de dois 

genomas do H. contortus fornece uma base de dados sólida para estudos do 

genoma completo, particularmente para a associação de loci genéticos com a 

resistência anti-helmíntica. Contudo, cabe destacar a dificuldade na montagem dos 

genomas, bem como em análises posteriores, devido a diferenças encontradas entre 

os dois, incluindo, por exemplo, o tamanho de 320 Mb (SCHWARZ et al., 2013) e 

370 Mb (LAING et al., 2013). 

Uma característica comum à maioria dos estudos genéticos de resistência é 

o uso de parasitos isolados por meio de passagens em ovinos por muitas gerações, 

em laboratório, com ou sem tratamento anti-helmíntico, mantendo uma pressão de 

seleção, e obtendo isolados de parasitos selecionados ou não para determinada 

droga. Embora essa metodologia permita a associação de um fenótipo com 
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mudanças alélicas que podem ser devidas à seleção ocorrida durante a exposição 

ao anti-helmíntico, algumas alterações podem ocorrer possivelmente devido a outras 

causas, como o processo de endogamia ou o efeito de gargalo populacional 

(BLACKHALL et al. 2003). Além disso, com tal metodologia, pode-se obter uma 

situação diferente da encontrada a campo. Buscando evitar esse problema, usou-se, 

no presente trabalho, uma abordagem alternativa, comparando-se um isolado de 

laboratório de H. contortus suscetível à IVM (PF23) e um isolado de campo de H. 

contortus resistente à IVM (IVR1503), cuja resistência não foi induzida em 

laboratório, sendo submetido a uma única pressão de seleção, com tratamento 

utilizando uma dose dobrada de IVM para a eliminação de parasitos suscetíveis. 

Além disso, enquanto muitos estudos têm examinado genes específicos associados 

à resistência às LMs, separadamente, neste estudo foram analisadas as grandes 

regiões genômicas disponibilizadas recentemente por Laing et al. (2013), contendo 

todos os genes conhecidos de transportadores ABC e receptors LGIC de H. 

contortus, inclusive os genes candidatos relacionados com a resistência à IVM a 

partir de estudos anteriores, além de um grande número de genes ainda não 

identificados.  

Nesta pesquisa, foram apresentadas as diferenças de polimorfismos entre 

um isolado resistente e suscetível à IVM e, em geral, um menor número de 

SNPs/indels foi encontrado nas regiões de ABC e LGIC do segundo. Sabe-se que a 

manutenção de um isolado em laboratório leva à redução na variabilidade genética, 

devido ao processo de endogamia, o que poderia explicar essa diferença. As 

distribuições da frequência de alelos dos SNPs, mostradas na Figura 3, estão de 

acordo com relatos anteriores de análises de mineração de SNPs em espécies não 

modelo (VALENZUELA-MUNOZ et al., 2013). A maior parte das variantes 

selecionadas foi localizada em regiões não codificantes. Uma grande quantidade de 

variação em sequência em determinadas regiões do genoma não tem uma razão 

clara para tal, e acredita-se que a elevada taxa de mutação em parasitos que 

ocorrem em regiões não codificantes pode ajudar a explicar a capacidade do H. 

contortus tornar-se rapidamente resistente a uma grande variedade de anti-

helmínticos (SCHWARZ et al., 2013). Estudos demonstraram que regiões não 

codificantes do genoma também podem regular a expressão pós-transcricional de 

uma variedade de genes (NOZAKI e CROSS, 1995; JOAQUIM e EL-HANI, 2010), 
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por exemplo, influenciando a quantidade, a localização e a estabilidade de 

moléculas de RNA mensageiro. Assim, sugere-se que pesquisas adicionais sejam 

realizadas, a fim de identificar, no processo de expressão gênica, a influência dos 

polimorfismos detectados em sequências não codificantes. 

Em princípio, as variações na forma de SNPs/indels são encontradas em 

posições aleatórias em todo o genoma, incluindo as grandes regiões de ABC e de 

LGIC, sendo quase impossível encontrar uma ou duas variações que realmente 

causem a resistência. Portanto, usou-se, aqui, uma abordagem diferenciada, que 

não se limitou simplesmente a procurar variações presentes somente em IVR1503 

ou em PF23. Buscou-se, por outro lado, obter uma visão geral dos padrões de 

distribuição de SNPs/indels nas regiões genômicas de ABC e LGIC. Entre todos os 

scaffolds usados para mapeamento, alguns provavelmente devem conter variantes 

acidentais decorrentes simplesmente de diferenças na origem genética das 

populações de parasitos. Contudo, outros apresentaram um padrão diferente de 

polimorfismos no isolado resistente (com relação à quantidade e à distribuição de 

variantes), após a comparação da incidência de polimorfismos entre todos os 

scaffolds de IVR1503 e de PF23. Em algumas dessas regiões, pode haver mutações 

que causam resistência nas proximidades. Assim, variantes específicas podem 

representar potenciais mudanças associadas à resistência à IVM, e serão estudadas 

em uma etapa seguinte. 

A base de muitas pesquisas tem sido a comparação detalhada de genes 

candidatos particulares entre isolados de parasitos resistente e suscetível à 

determinada droga, a fim de encontrar mutações associadas com o fenótipo de 

resistência ou suscetibilidade. No entanto, os mecanismos complexos da resistência 

anti-helmíntica devem ser multigênicos em H. contortus (SCHWARZ et al., 2013) e 

tem  sido difícil progredir no entendimento da base molecular da resistência, bem 

como determinar marcadores moleculares para uso em provas diagnósticas. O 

conhecimento é mais avançado para o grupo dos benzimidazóis, com a identificação 

de polimorfismos no gene da β-tubulina associados com a resistência (VON 

SAMSON-HIMMELSTJERNA et al., 2009), mas para o levamisole e as LMs nenhum 

marcador molecular ligado à resistência está disponível (WILLIAMSON et al., 2011). 

Parasitos nematoides possuem uma grande família de LGIC, e vários estudos têm 

associado polimorfismos de alguns genes ao processo de resistência às LMs. Uma 
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única substituição de aminoácido L256F no gene avr-14 alterou a resposta à IVM em 

Cooperia oncophora (NJUE e PRICHARD, 2004) e H. contortus (McCAVERA et al., 

2009). A substituição K169R na subunidade do gene lgc-37 associado a GABA levou 

à diminuição de sensibilidade à moxidectina (FENG et al., 2002). Em H. contortus, 

uma substituição de A169V na subunidade do gene glc-5 potencializado pelo 

glutamato e o seu efeito para as LMs também tem sido estudados (BEECH et al., 

2011). A importância desses genes para o desenvolvimento de resistência às LMs, 

bem como a confirmação por meio de testes de comparação entre isolados de 

laboratório e de campo ainda precisam ser determinadas. Embora os canais de cloro 

potencializados por glutamato e GABA sejam os principais mediadores das LMs, 

essas drogas são moduladoras alostéricas de vários canais de cátion e ânion 

(KRAUSE et al., 1998). Um único SNP no gene ggr-3 de H. contortus associado à 

dopamina apresentou uma redução significativa de expressão em isolados 

resistentes às LMs. Contudo, faz-se necessário estudar os efeitos na expressão de 

proteínas e a função do gene na resistência às LMs (MOLENTO et al., 1999; RAO et 

al., 2009). 

Além disso, alguns genes de transportadores ABC também têm sido 

associados à resistência às LMs em nematoides, como pgp-1 e pgp-2. Um aumento 

na expressão de P-gp causa também um aumento no transporte de drogas e sua 

remoção a partir do sítio de ação (XU et al., 1998; BEECH et al., 2011). Uma única 

substituição de aminoácido S581Y encontrada em uma variante bovina do semi-

transportador (half-transporter), ABCG2 (MERINO et al., 2009), e a expressão de 

genes mrp (ARDELLI et al., 2009) podem estar ligadas à resistência às LMs. Em 

ambos os isolados IVR1503 e PF23, nenhuma variante selecionada foi encontrada 

em regiões codificantes de proteínas conhecidas e previamente associadas à 

resistência à IVM, tendo sido identificado apenas um pequeno grupo de SNPs 

presentes em éxons de genes desconhecidos. A maioria desses SNPs foram 

identificados como não sinônimos. Propõe-se, assim, a análise desses novos SNPs 

em estudos epidemiológicos, a fim de determinar sua função/relação com a 

resistência à IVM, utilizando-se ferramentas de genômica funcional, como técnicas 

de RNA de interferência. 

Há um consenso científico de que mais pesquisas são necessárias para 

compreender a base molecular da resistência anti-helmintica e desenvolver métodos 
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confiáveis de diagnóstico e monitoramento para melhorar a utilização de drogas no 

controle parasitário em animais de produção. Neste estudo, identificou-se um banco 

de dados abrangente para sítios polimórficos candidatos confiáveis, contendo um 

conjunto selecionado de variantes para H. contortus que podem estar associadas à 

resistência à IVM e ainda ser um recurso útil para futuros estudos que visam ao 

aprimoramento das ferramentas de diagnóstico. Nesse aspecto, cabe frisar que os 

resultados obtidos neste trabalho devem ser interpretados com cautela, na medida 

em que pesquisas adicionais são necessárias para avaliar o comportamento desses 

alelos em isolados de parasitos de campo resistentes e suscetíveis à droga e sua 

real aplicação em situações no campo.  

Na presente pesquisa, buscou-se relatar um extenso conjunto de dados 

contendo a identificação e a comparação de polimorfismos nas regiões genômicas 

de ABC e LGIC descrito em H. contortus. Com isso, foi obtido um importante ponto 

de partida, contendo uma fonte de SNPs/indels selecionados, passíveis de serem 

utilizados para avaliação e validação de marcadores para a resistência à IVM em 

uma próxima etapa de estudo, o que pode beneficiar o avanço do conhecimento 

para o diagnóstico molecular da resistência anti-helmíntica. Foram analisadas 

regiões contendo os principais genes associados à resistência à IVM em H. 

contortus, e também regiões próximas, utilizando-se dados SNG, proporcionando, 

como mencionado anteriormente, um potencial conjunto de SNPs/indels para 

análises experimentais futuras. Esta investigação possibilita, assim, novas 

perspectivas quanto ao conhecimento molecular de regiões selecionadas 

associadas à IVM para um dos parasitos de pequenos ruminantes mais importantes 

em todo o mundo. Por fim, o grande conjunto de dados de sequenciamento obtidos 

neste estudo poderá também ser utilizado para avaliar outras regiões genômicas 

relevantes. 
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5  CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

Devido ao grande impacto que a resistência anti-helmíntica possui em 

relação à produção e ao bem-estar de pequenos ruminantes, torna-se evidente a 

necessidade urgente de testes diagnósticos sensíveis e economicamente viáveis 

para a detecção e o monitoramento da resistência. Diversos estudos com testes in 

vivo e in vitro (incluindo testes moleculares) – para avaliar vários fatores tais como 

confiabilidade, significado prático e repetibilidade/reprodutibilidade – ainda buscam 

respostas que possam embasar a escolha de uma melhor alternativa de diagnóstico 

e controle parasitário no campo. Particularmente, para algumas drogas, como as 

lactonas macrocíclicas, os mecanismos moleculares e o desenvolvimento de testes 

para a resistência parecem ser complexos. O capítulo referente à revisão 

bibliográfica buscou, além de reforçar a importância e as consequências da 

resistência anti-helmíntica em parasitos nematoides (como o Haemonchus 

contortus), descrever a situação atual dos principais testes disponíveis para a 

detecção da resistência às drogas comumente utilizadas em produções animais, a 

partir de dados disponíveis na literatura. 

O uso do teste in vitro de migração de larvas em ágar para a detecção de 

resistência anti-helmíntica, comumente aplicado em vários laboratórios, 

demonstrado no terceiro capítulo desta tese, evidencia o potencial desse método 

com a geração de dados significativos estatisticamente. Entretanto, a adaptação, a 

padronização e a execução de estudos epidemiológicos futuros são consideradas 

etapas decisivas para tornar o teste aplicável na prática de rotina de laboratórios. 

Identificou-se também, no presente trabalho, um banco de dados abrangente 

para sítios polimórficos candidatos confiáveis, contendo um conjunto selecionado de 

variantes para H. contortus que podem estar associadas à resistência à IVM e ainda 

ser um recurso útil para futuros estudos que visem ao aprimoramento das 

ferramentas de diagnóstico. Nesse aspecto, cabe frisar que os resultados obtidos 

aqui devem ser interpretados com cautela, na medida em que pesquisas adicionais 

são necessárias para avaliar o comportamento desses alelos em isolados de 

parasitos de campo resistentes e suscetíveis à droga e sua real aplicação em 

situações no campo.  
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No presente estudo, um conjunto de variantes selecionadas (SNPs/indels) 

encontrado em regiões genômicas de ABC e LGIC no parasito H. contortus foi 

considerado um importante ponto de partida para o estudo da associação de 

polimorfismos à resistência à IVM, com dados obtidos a partir de uma abordagem 

genômica diferente da maioria das pesquisas atuais. Tais dados foram apresentados 

em detalhes no quarto capítulo, com a descrição de um pipeline eficaz para detectar 

SNPs e indels, utilizando sequenciamento NGS. A avaliação/validação dessas 

variantes podem identificar quais marcadores moleculares são importantes para a 

resistência à IVM em H. contortus no campo, contribuindo para o aumento do 

conhecimento molecular de regiões do genoma associadas à resistência à droga. Ao 

mesmo tempo, o armazenamento dos dados de sequenciamento genômico obtidos 

neste trabalho permite o seu uso em avaliações de outras regiões de interesse, 

possibilitando também a pesquisa de polimorfismos associados à resistência a 

outras drogas, como, por exemplo, os benzimidazóis. 
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ANEXO 1 – APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 
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ANEXO 2 – CERTIFICADO DE ESTÁGIO REALIZADO NO EXTERIOR 
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ANEXO 3 – CARTA SUPERVISIONADA DE ESTÁGIO REALIZADO NO EXTERIOR 
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ANEXO 4 – INFORMAÇÕES/HISTÓRICO RELACIONADO À PROPRIEDADE 1503 

 

 

Propriedade: Fazenda Pinhalzinho 

Código da propriedade: 1503 

Município: Engenheiro Coelho - SP 

Altitude: 655 

Latitude: 22029’18”   Longitude: 47012’54” 

Data da coleta de amostras/informações: 29/04/2009 

Área total: 2000 ha 

Área de pastagem: 15 ha 

Raça: Santa Inês (956 fêmeas, 22 machos, 250 cordeiros) 

Atividade: carne e reprodutor 

Teste de eficácia - % (TRCOF): Ivermectina (16), albendazol (0), levamisol (94), 

moxidectina (99), closantel (78) 

Identificação/coprocultura (controle): T (11), H (59), C (22), S (-), O (8) 

Identificação/coprocultura (ivermectina): T (4), H (89), C (5), S (-), O (2) 

Identificação/coprocultura (albendazol): T (1), H (68), C (8), S (-), O (23) 

Identificação/coprocultura (levamisol): T (-), H (100), C (-), S (-), O (-) 

Identificação/coprocultura (moxidectina): T (1), H (87), C (5), S (-), O (7) 

Identificação/coprocultura (closantel): T (22), H (11), C (28), S (-), O (39) 

Genótipo: RR (41,2), RS (47,1), SS (11,8), alelo f(A) (0,65), alelo f(T) (0,35) 
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ANEXO 5 – CRONOGRAMA DO PERÍODO EXPERIMENTAL RELACIONADO ÀS 

INFECÇÕES DE OVINOS 
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ANEXO 6 – PROTOCOLO DA TÉCNICA DE COPROCULTURA E COLETA DE 

LARVAS INFECTANTES DE TRICOSTRONGILÍDEOS 

 

 

Roberts & O’Sullivan (1950) 

 

Amostras: 20g de fezes para bovinos e eqüinos ou 6-10 síbalas para ovinos e 

caprinos. 

Material: Frasco de vidro e plástico, carvão vegetal ou vermiculite, espátula, tubo de 

ensaio, placa de Petri, pipeta Pasteur, estufa (28o C e 70% umidade), Lugol, copo 

cônico. 

 

MÉTODO 

1. Misturar as fezes colhidas da ampola retal com espátula e um pouco de 

vermiculite (2:1) dentro de um frasco de vidro (¾ do volume do frasco) e 

umedecer levemente, formando uma fina camada de água no fundo do frasco. O 

material não deve apresentar aparência aquosa. 

2. Limpar os bordos do frasco e tampá-lo com a placa de Petri. Permitir a aeração 

da cultura colocando um cordão de algodão entre o frasco e a placa. 

3. Colocar o frasco e a mistura em estufa controlada entre 25 a 27oC com umidade 

entre 70% por sete dias (Nematodirus: 15 dias) tomando o cuidado de manter a 

umidade no frasco durante este período. Pode-se deixar o conteúdo por 10 dias 

fora da estufa. É importante verificar o cultivo/umidade a cada dois dias para 

verificar se existe crescimento de fungo. 

4. Para recuperar as larvas de terceiro estádio infectantes deve-se colocar água 

morna (35-40oC) até o bordo do frasco, tampando-o e invertendo-o 

bruscamente, sem derramar. 

5. Deve-se colocar 10 mL de água na placa de Petri para permitir a saída das 

larvas. Pode-se usar o aparato de Baermann para recuperação das larvas em 

grande quantidade. 

6. Pipetar as larvas após 2h, pois irá ocorrer a migração das larvas para a porção 

líquida com auxílio de pipeta, colocando em copo cônico (cálice de 

sedimentação) ou tubo de ensaio. 
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7. Permitir a decantação por 2h e retirar o sobrenadante e colher amostra para 

identificação. 

8. Fazer linhas longitudinais com as larvas em lâminas de vidro ou colocar uma 

gota de solução com as larvas e colocar lamínula para observação em 

microscópio (10x e 40x). 

9. Adicionar uma gota de Lugol para melhor visualização das estruturas das larvas. 

Deve-se utilizar manual técnico para identificação, observando detalhes da 

cabeça e cauda/bainha. 

Obs.: Pode-se guardar o tubo de ensaio contendo as larvas em geladeira 

(sem Lugol) onde estas permanecerão vivas por até 90 dias. Deve-se tomar o 

cuidado de não utilizar serragem de madeiras muito verdes e que contém resinas. 

 

É importante fazer a correlação dos dados da OPG com a proporção 

de larvas (gênero ou espécie) encontradas na coprocultura. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Solução de Lugol:   Iodo cristalizado...................1 parte 

                                Iodeto de potássio...............5 partes 

                                Água destilada................100 partes 

Dissolve-se o iodeto de potássio em água e após adicionar o iodo cristalizado 

para ser dissolvido. 



112 

 
 

ANEXO 7 – PROTOCOLO DA TÉCNICA DE IDENTIFICAÇÃO E CONTAGEM DE 

OVOS DE HELMINTOS POR GRAMA DE FEZES (OPG) 

 

 

Gordon & Whitlock – modificado (Ueno e Gonçalvez, 1998) 

 

Princípio: Método de flutuação associado à contagem de ovos, usando a câmara 

McMaster. Exame microscópico quantitativo e qualitativo. 

Amostras: 4g de fezes (bovinos, eqüinos e suínos) e 2g de fezes (ovinos e caprinos). 

Material: Solução hipersaturada de cloreto de sódio; câmara McMaster; bastão de 

vidro; copo graduado; copo plástico; pipeta Pasteur e peneira. 

 

MÉTODO 

1. Inicialmente, realiza-se a colheita de fezes (6 a 8 cíbalas) diretamente da ampola 

retal do animal com o auxílio de um saco plástico fino. Após a colheita, as 

amostras devem ser acondicionadas em isopor com gelo e encaminhadas ao 

laboratório. 

2. O exame de contagem de OPG deve ser feito em, no máximo, 4 dias após a 

colheita das fezes. Até o momento da realização do exame, as amostras devem 

ser refrigeradas (jamais congeladas) em geladeira (a 4 ºC) em sacos plásticos 

bem lacrados. 

3. Para a contagem de OPG (Figura 1), no mínimo um dia antes dos exames, a 

solução saturada de sal é preparada por meio da adição de sal a um litro de 

água até que o sal comece a precipitar. 

4. Acrescentar em um copo: 28 mL de solução saturada (quando usar 2g de fezes) 

ou 56 mL de solução saturada (quando usar 4g de fezes). Triturar as fezes com 

o bastão de vidro e homogeneizar. 

5. Passar a mistura para outro copo através da peneira. 

6. Homogeneizar o líquido e, com a pipeta Pasteur, retirar uma amostra para 

preencher as duas cavidades da câmara de McMaster. 

7. Esperar 3 min para os ovos flutuarem e observar ao microscópio (objetiva 10x), 

iniciando a contagem. 
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8. Nas duas células da câmara McMaster devem ser contados os ovos da família 

Trichostrongylidae, de Strongyloides spp (ovos larvados), de Moniezia spp e os 

oocistos de Eimeria spp (Figura 2). Vale ressaltar que os ovos degenerados não 

devem ser considerados. Contar também os ovos existentes nas linhas. Cuidado 

com a existência de bolhas de ar e não confundi-las com ovos. 

9. O número de ovos obtido nas duas células da câmara McMaster é multiplicado 

por 50 para a obtenção da contagem de OPG. O resultado da contagem de ovos 

dá a quantidade de ovos por grama de fezes (OPG). 

 

 Observação: Registrar o procedimento e resultados em Planilha de OPG. 

 É importante fazer a correlação dos dados da OPG com a proporção de 

larvas (gênero ou espécie) encontradas na coprocultura. 

 A presença de oocistos de protozoários e de ovos de cestódeos será 

observada, mas não contados. 

 Significado da contagem de ovos por grama de fezes (OPG): O significado da 

contagem de ovos (OPG) não é indicativo real do grau de infecção do 

hospedeiro, devendo-se sempre levar em consideração a manifestação de 

sinais clínicos nos animais e variação entre as amostras. 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Esquema do método de contagem de ovos por grama de fezes (OPG). 

Fonte: Laboratório de Sanidade Animal da Embrapa Pecuária Sudeste. 

Solução hipersaturada de cloreto de sódio:  

NaCl....................................................... 350g 

Água...................................................1.000mL                                  
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Figura 2. Imagens microscópicas de ovos e oocistos de parasitos gastrintestinais de 

ovinos. a) Ovos da família Trichostrongylidae; b) ovos de Strongyloides spp; c) ovos 

de Moniezia spp; d) oocistos de Eimeria spp. Fonte: Laboratório de Sanidade Animal 

da Embrapa Pecuária Sudeste. 
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ANEXO 8 – PROTOCOLO DA TÉCNICA DE NECROPSIA PARASITOLÓGICA 

PARA ISOLAMENTO E MANUTENÇÃO DE Haemonchus contortus 

 

 

Objetivo: Obtenção de coproculturas puras de H. contortus. 

Material: barbante; bandejas; tesouras; estufa a 36oC; estufa para coproculturas; 

luvas; estiletes (agulha encurvada, fixada em uma haste); placa de Petri; 

microscópio estereoscópio (lupa); solução fisiológica (deve ser mantida o tempo todo 

a 36oC. Se não fizer isso, as fêmeas morrerão ou não realizarão postura); fezes 

autoclavadas (fezes de equinos autoclavadas = fezes colocadas em pote de vidro 

envolvido em papel craft e fechado com fita crepe, a 120ºC por 30 min); cálice de 

sedimentação; pipeta Pasteur. 

 

MÉTODO 

1. Separar o sistema digestório (omaso e abomaso) por meio de ligaduras duplas. 

2. Abrir os dois segmentos do sistema digestório dentro de recipientes (bandejas), 

para não haver perda de conteúdo. 

3. O processo de lavagem e raspagem pode danificar as fêmeas. Por isso, o 

abomaso deve ser aberto sobre a bandeja (*sempre manter úmido com solução 

fisiológica a 36oC) e, imediatamente, transferir o conteúdo a outra bandeja com 

solução fisiológica a 36oC. 

4. Coletar os adultos (fêmeas) de Haemonchus manualmente (cuidado para não 

pegar Trichostrongylus) diretamente da mucosa e do conteúdo com auxílio de 

estilete, e colocá-los em placas de Petri com solução fisiológica a 36ºC. 

5. Incubar as placas de Petri em estufa a 36oC por um período de 2 a 12 horas 

para realização de ovipostura. 

 Incubar as placas de Petri em estufa a 36oC por 4 horas. 

 Após esse período, transferir os adultos para outra placa de Petri com solução 
fisiológica a 36ºC (deixar por 4 horas na estufa), e colocar a solução com os 
ovos em um cálice de sedimentação por 3 horas. 

 Retirar o sobrenadante do cálice de sedimentação (deixando apenas a 
solução contendo os ovos). 

*Esse procedimento pode ser repetido por 3 ou 4 vezes. 

6.   Pipetar a solução contendo os ovos em fezes autoclavadas e manter a 27ºC por 

10 dias para obtenção de larvas de terceiro estádio (coproculturas). 
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ANEXO 9 – PROTOCOLO DO TESTE DE MIGRAÇÃO DE LARVAS EM GEL DE 

ÁGAR (MODIFICADO) 

 

 

MÉTODO 

1. Colher larvas de terceiro estádio frescas após coprocultura. 

2. Adicionar 0,3% de hipoclorito de sódio para desembainhar as larvas (aprox. 1h). 

Verificar se existem 90% das larvas sem bainha e com 90% de motilidade. 

3. Lavar as larvas 3 vezes em água destilada centrifugando em 3000 rpm/2min. 

4. Colocar 400 larvas para cada grupo de tratamento, por dose e em triplicata. 

5. Colocar as larvas em 0,5mL de água destilada e adicionar mais 0,5mL com a 

diluição do produto, preparado previamente em frasco diferente (total 1 mL). 

6. Colocar a solução água+larva+produto em placa de 24 poços em incubadora a 

27ºC/6h. 

7. Colocar, após isto, 1 mL de solução de Agar a 1,4% a 45ºC em cada poço (total 

2 mL) e transferir imediatamente a solução Agar + solução com as larvas para 

um aparato* previamente preparado utilizando pipeta de 5 mL. 

8. Colocar o aparato em incubadora a 27ºC por 18 h sob lâmpada de 150 MHz. O 

objetivo da luz é estimular a mobilidade das larvas para fora do gel. 

9. Após a segunda incubação, retirar a porção líquida da solução em tubo Falcon 

de 50 mL com tampa. Centrifugar a 3000 rpm por 5 min. O volume final deve ser 

de 10 mL. 

10. Agitar o tubo (vortex) por 3 segundos e retirar 3 alíquotas de 1 mL para análise, 

colocando 10 µL de solução de iodo a 2% em cada amostra. 

11. Colocar as amostras de 1ml em Eppendorf, centrifugar por 3 min/3000rpm.  

12. Contar as larvas (100µL x 3) em microscópio.  

13. Multiplicar a média obtida das alíquotas por 10. 
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*Preparo do aparato: placa de Petri, contendo uma malha plástica na base e uma 

malha de abertura menor sobre esta e ainda um cilindro plástico com 2 cm de altura 

acima deles. Deve-se colocar 22 mL de água destilada e colocar o aparato no 

freezer para que a água feche as malhas no congelamento. Deve-se permitir que 

exista espaço no cilindro para colocar a solução final de 2 mL. 
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ANEXO 10 – PROTOCOLO DA TÉCNICA DE EXTRAÇÃO DE DNA - 

PREPARAÇÃO DE DNA DE UM ÚNICO ADULTO DE Haemonchus 

contortus 

 

Buffer de Extração para 1 parasito: 190 µL STE; 8 µL Mercaptoetanol; 2 µL 

Proteinase K 

Siga os passos para purificar o DNA de um adulto individual de H. contortus: 

1. Prepare uma quantidade de Buffer de Extração suficiente para o número de 

parasitos que você deseja processar. Se você tem 10 parasitos, faça Buffer 

suficiente para 12. 

2. Identifique tubos eppendorf suficientes para a quantidade de parasitos que você 

quer extrair. 

3. Coloque 200 µL de Buffer de Extração em cada tubo. 

4. Adicione um parasito em cada tubo e feche a tampa. 

5. Incube o tubo a 37ºC por pelo menos 1 hora. Cheque para ter certeza que os 

parasitos estão completamente dissolvidos. 

6. No fluxo, adicione 200 µL de Fenol Clorofórmio. 

7. Agite o tubo para misturar os conteúdos completamente. 

8. Centrifugue por 2 min e identifique novos tubos, um para cada parasito. 

9. Transfira o líquido limpo pela superfície do líquido para novos tubos limpos. 

10. Adicione 40 µL de Solução de Acetato de Amônia 7,5 M. 

11. Adicione 500 µL de Etanol 100%. 

12. Agite o tubo para misturar os conteúdos completamente. 

13. Centrifugue por 20 min. 

14. Remova o líquido de cada tubo e centrifugue novamente por 5 segundos. 

15. Use a ponteira amarela para remover o resto de líquido. 

16. Adicione 100 µL de Etanol 70% e deixe na bancada por 10 min. 

17. Remova o líquido com uma ponteira amarela. 

18. Centrifugue por 5 segundos e remova o resto de líquido com a ponteira amarela. 

19. Adicione 50 µL de água pura para DNA. 

20. Deixe na bancada por 10 min para o DNA dissolver e, então, armazene a menos 

20ºC. 

 

http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%9C
http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%9C
http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%9C
http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%9C
http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%9C
http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%9C
http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%9C
http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%9C
http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%9C
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ANEXO 11 – VERIFICAÇÃO DA QUALIDADE E QUANTIDADE DE DNA DOS   

DOIS ISOLADOS COM ESPECTROFOTÔMETRO (a) E DA SUA 

INTEGRIDADE COM ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE (b) 

 

a) 

 

 

b) 
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ANEXO 12 – ARTIGO PUBLICADO (CAPÍTULO 1) 
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ANEXO 13 – ARTIGO PUBLICADO (CAPÍTULO 2) 
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