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RESUMO

O controle de parasitas gastrintestinais tém se mostrado um grande desafio para a
ovinocultura no Brasil, devido ao fendmeno da resisténcia aos medicamentos anti-
parasitarios. O fendbmeno da resisténcia é a reducao da eficacia do medicamento
inferior a 95%. A fim de estudar a resposta ao uso do principio ativo monepantel
(MNT) em tratamento supressivo de ovinos em pastagens, foram utilizadas 45
ovelhas mesticas Suffolk e White Dorper, naturalmente infectadas com nematddeos
gastrintestinais (NGI) no Laboratério de Producédo e Pesquisa em Ovinos e Caprinos
(LAPOC) da Universidade Federal do Parana. As ovelhas foram divididas em trés
grupos de 15 animais, sendo; G1: Controle; sob tratamento apds avaliacdo do grau
FAMACHA® (FMC) a cada 15 dias, G2: Monepantel (MNT) na dose terapéutica de
20 mg/kg, independentemente do grau FMC; e G3: MNT na dose de 40 mg/kg,
independentemente do grau FMC. Para os grupos 2 e 3 0s animais receberam as
doses do medicamento via oral, conforme a recomendacgao do fabricante, a cada 30
dias. A cada 15 dias todos os animais do experimento foram pesados e tinham seu
grau FMC e escore de condi¢gao corporal monitorados, além do sangue coletado
para determinacdo do hematdcrito a cada 30 dias; nesse intervalo também ocorriam
as avaliagdes de pastagem, altura e massa de forragem — na qual os animais foram
mantidos. As contagens de larvas infectantes (L3) na pastagem ocorreram
mensalmente. A eficacia do MNT foi avaliada nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 de cada
més, através de coleta de fezes semanal para contagem de ovos por grama de fezes
(OPG), sendo reiniciada a avaliagao a partir da aplicagdo do medicamento no dia 0
do més subsequente, totalizando seis meses. A cada 30 dias foi feita coprocultura
com a amostra fecal composta de todos os animais para identificacdo das espécies
de parasitas. Nao houve efeito de tratamento (P>0,05) sobre o numero de OPG nas
fezes das ovelhas e nem sobre a variavel peso (P=0,75). No entanto, sobre esta
variavel houve efeito de periodo (P<0,0001) e interacdo tratamento x periodo
(P<0,0001). Os valores de grau FMC variaram entre os graus 1 e 2. As médias de
hematécrito foram 27, 29 e 32%, respectivamente, para os grupos Controle, G2 e
G3. Concluiu-se que, apo6s a utilizacdo do MNT de maneira supressiva, a baixa
eficacia observada (28 e 39% para os grupos 2 e 3, respectivamente) pode ser
indicativo de resisténcia parasitaria.

Palavras-chave: Alteragao fenotipica, Monepantel, OPG, ovinocultura, resisténcia



ABSTRACT

The control of intestinal parasites has been demonstrated a big challenge for the
sheep farming in Brazil as a result of the resistance of the nematodes to anti-
parasitic. The phenomenon of the resistance is a significant reduction in 95% on
efficacy of the medicine. To study an answer the use of the active monepantel (MNT)
in suppressor treatment of sheep in pasturage, 45 sheep Suffolk and White Dorper
sheep naturally infected with gastrointestinal nematodes (GIN) were used in the
Sheep Research and Production Laboratory (LAPOC) of the Federal University of
Parana (UFPR). The sheep were divided into three groups of 15 animals, being; G1:
Control; with treatment after evaluated the degree FAMACHA (FMC) every 15 days,
G2: Monepantel (MNT) at a dose of 20 mg / kg (therapeutic dose), regardless of the
degree of FMC; and G3: MNT at a dose of 40 mg / kg, regardless of the degree of
FMC. For groups 2 and 3, the animals received doses of oral medication, according
to the manufacturer's recommendation, every 30 days. Every 15 days all animals in
the experiment were weighed and had their FMC grade and body condition score
monitored, in addition to the blood collected for hematocrit determination every 30
days; in this interval also the evaluations of pasturage, height and forage mass
occurred - in which the animals were maintained. The counts of infective larvae (L3)
on pasturage occurred monthly. The effect of MNT was evaluated on days 0, 7, 14,
21 and 28 of each month, through weekly stool collection for egg count per gram of
feces (EPG), and the evaluation was restarted from the application of the drug, on
day 0 of the subsequent month, totaling six months. It was done coproculture with the
fecal sample composed of all the animals to identify the species of parasites, every
30 days. There was no treatment effect (P>0.05) on the number of EPG in the faeces
of the ewes and neither about the weight variable (P = 0.75). However, on this
variable there was period effect (P<0.0001) and treatment x period interaction
(P<0.0001). The values of FMC degree ranged between grades 1 to 2. The mean
hematocrit values were 27, 29 and 32%, respectively, for the Control, G2 and G3
groups. It was concluded that, after MNT suppressive use, the observed low efficacy
(28 and 39%) for groups 2 and 3, respectively may be indicative of parasitic
resistance.

Key-words: Phenotypic alteration, Monepantel, EPG, sheep farming, resistance
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1 INTRODUGAO

Doencgas causadas por nematddeos gastrintestinais (NGI) sdo um desafio na
producdo animal, podendo gerar impacto econémico negativo consideravel para a
agroindustria. Fatores como ganho de peso inadequado, morte de cordeiros e baixo
desempenho reprodutivo podem ser observados em ovinos acometidos por esses
parasitas.

O controle das parasitoses € baseado principalmente no tratamento dos
animais com medicamentos anti-helminticos, na maioria dos rebanhos comerciais.
No entanto, a resisténcia dos parasitas aos grupos de medicamentos
comercializados em todo o mundo (ex. benzimidazdis, lactonas macrociclicas, entre
outros) reduz a eficiéncia desejada para os mesmos, prejudicando os programas de
controle parasitario. Essa grave situagcao impde desafios para a ovinocultura do
Brasil e de todo 0 mundo.

O controle de infecgdes parasitarias € imprescindivel para o sucesso dos
sistemas de producdo de ruminantes (CEZAR et al., 2008). De acordo com Waller
(2002), o equilibrio natural parasita/hospedeiro foi alterado pelo homem em favor da
populacado parasitaria. Tal alteragdo ocorreu a partir da domesticagao dos animais,
das alteragbes ambientais com o aumento da densidade populacional e da
intensificagdo dos sistemas de produgdo, bem como da selecdo baseada
considerando apenas as caracteristicas de produgao, aumentando assim a demanda
por produtos veterinarios que controlassem as infec¢des parasitarias.

Para o controle dessas enfermidades, o uso indiscriminado de
medicamentos comerciais de maneira supressiva e sem considerar os fatores
epidemioldgicos envolvidos, sdo a opg¢ao erroneamente adotada pelos produtores.
Essa acao favorece a selecao de populagdes parasitarias resistentes (MOLENTO,
2005). O diagnodstico da resisténcia anti-helmintica nao é facil de ser feito pelos
produtores e isso faz com que a utilizacdo do mesmo medicamento ou do mesmo
grupo de medicamentos seja continuada por mais tempo (CEZAR et al., 2010).

No Brasil estdo disponiveis no mercado diversos medicamentos utilizados
para o tratamento de verminoses em ovinos pertencentes as classes dos
benzimidazois, imidazotiazois, lactonas macrociclicas, compostos nitrofendlicos e
derivados de amino acetronitrila (AADs) (CHAGAS et al., 2013). O processo de
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desenvolvimento de um novo medicamento € muito lento, quando comparado com a

velocidade com que relatos de resisténcia surgem, por isso é necessario que tal
fendmeno seja identificado no inicio, para que a eficacia anti-helmintica persista por
um maior periodo de tempo (JAMES et al., 2009).

Algumas praticas de manejo podem diminuir a resisténcia parasitaria no
rebanho, como adotar medidas estratégicas e seletivas de tratamento para manter
um numero maior de larvas em refugia (COSTA et al., 2011). Tais larvas
permanecem na pastagem sem sofrer acdo dos medicamentos, sendo assim
susceptiveis. A presenca deste grupo nas pastagens € importante, pois as larvas em
refugia minimizam o fendbmeno da resisténcia anti-helmintica diluindo as larvas
infectantes (L3) resistentes, uma vez que tal ocorréncia esta diretamente ligada a
permanéncia dos parasitas que sobrevivem ao tratamento com anti- helminticos
(VAN WYK, 2001). A selecao de ovinos geneticamente resistentes aos parasitas
gastrintestinais € uma alternativa para controle da verminose (SALGADO; SANTOS,
2016).

O controle quimico torna-se preocupante, uma vez que € feito de maneira
indiscriminada, muitas vezes com o0 uso associado de medicamentos que, por sua
vez, ndo tém adequado critério de uso e eficacia comprovada (FORTES; MOLENTO,
2013). Algumas alternativas de medicamentos para o controle de NGI sdo o
monepantel (MNT) (KAMINSKY et al., 2008) e o derquantel em combinagédo com
abamectina (LITTLE et al., 2010), duas novas classes de medicamentos com novos
modos de acao e que se apresentam como promissores para tal tratamento.

O Monepantel (MNT) (Zolvix®, Zoetis, Holanda), langado no mercado
brasileiro sob registro n°® 9.666 em 10/02/2012, € um medicamento antiparasitario do
grupo derivado amino-acetonitrilo (AAD) que causa hiperparalisia da musculatura
dos parasitas, possui baixa toxicidade em ruminantes e tem sido considerado uma
alternativa para eliminar parasitas resistentes aos outros farmacos. Entretanto,
mesmo sendo apresentado como alternativa ao tratamento de linhagens de
parasitas multirresistentes, casos de resisténcia ao MNT ja foram descritos na Nova
Zelandia, Uruguai, Holanda e Brasil (Scott et al., 2013; Mederos et al., 2014; Van
Den Brom et al., 2015; Martins, 2016; Ramos, 2016), decorridos poucos anos de seu
uso comercial.

Entender os mecanismos da resisténcia anti-helmintica € importante para
evitar que esse fendbmeno ocorra, tendo por consequéncia a diminuicdo da
velocidade de propagacdo de parasitas resistentes, adiando o aparecimento da

resisténcia para outros medicamentos e tendo a possibilidade de combinagao



15
adequada com outros anti-helminticos disponiveis no mercado (PRICHARD, 2008).

Os mecanismos de resisténcia podem ser especificos, quando associados a agao do
medicamento, ou inespecificos, quando fazem referéncia a alteragcdes no receptor
do medicamento ou na modulagdo da concentragdo do medicamento
(WOLSTENHOLME et al., 2004).

O MNT atua na subunidade Hco-MPTL-1 do receptor nicotinico (nAchR)
presente apenas em nematodeos. Ainda € desconhecido como ocorre a selegao de
parasitas resistentes para este medicamento. Assim, o objetivo geral foi avaliar o
processo de resisténcia dos nematodas em resposta a utilizagdo do monepantel em
ovinos naturalmente infectados, com teste fenotipico (contagem de ovos de
parasitas nas fezes dos animais) apoés uso supressivo do MNT para ovinos
manejados em pastagens. Essa avaliacdo permitira determinar fatores associados
ao fendbmeno da resisténcia, podendo auxiliar na elaboracdo de melhores estratégias

no controle dos parasitas de ovinos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o processo de resisténcia dos nematodas gastrintestinais através de
avaliacao fenotipica e a condicado sanitaria dos animais em resposta a utilizacdo do
monepantel em ovinos naturalmente infectados apds uso supressivo do MNT para

ovelhas manejadas em pastagens.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- avaliar o numero de ovos de parasitas nematodas gastrintestinais nas
fezes de ovelhas apds uso supressivo do monepantel;

- monitorar o grau de anemia através do método FAMACHA® em ovelhas
apos o uso supressivo do monepantel,

- identificar as larvas de parasitos nematodas gastrintestinais presentes nas
fezes de ovelhas apds o uso supressivo do monepantel;

- avaliar o numero de larvas infectantes nas pastagens utilizadas pelas
ovelhas apds o uso supressivo do monepantel e relacionar com as caracteristicas da

pastagem (altura e massa de forragem);
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 OVINOS E INFECCOES PARASITARIAS

Parasitas gastrintestinais tém se mostrado um grande entrave para a
ovinocultura mundial, sendo que a reducao na producao de carne, la e leite, déficit
no ganho ponderal, baixo aproveitamento nutricional, ocasionados por infeccoes
clinicas e subclinicas estdo associadas a agcao desses parasitas (FORBES et al.,
2002). Vieira (2005) aponta que Haemonchus sp., Trichostrongylus sp., Cooperia
sp., Oesophagostomum sp., sao O0s principais responsaveis por prejuizos
econdmicos na ovinocultura no Brasil.

Devido a sua grande patogenicidade e seu grande poder contaminante, o
Haemonchus sp. € geralmente considerado o helminto de maior importancia
econdbmica para ovinos (HOSTE et al., 2016). Segundo Strain e Stear (2001), o
parasita adulto € hemato6fago, causando assim perdas proteicas, gastropatias tendo
seu efeito agravado pela anemia dos ovinos, que pode levar a morte.

Fatores como aumento da densidade populacional, selecdo dos animais
considerando apenas os aspectos produtivos, como ganho de peso e producdo de
leite, e a alteragao do equilibrio natural parasita-hospedeiro, favoreceram o aumento
da prevaléncia dos parasitas (WALLER, 2002). Para o controle dessas
enfermidades, o uso indiscriminado de medicamentos comerciais de maneira
supressiva € sem considerar os fatores epidemiolégicos envolvidos, sdo a opgao
erroneamente adotada pelos produtores. Essa acdo favorece a selegcdo de
populagdes parasitarias resistentes (MOLENTO, 2005).

Objetivando diminuir os prejuizos ocasionados pelas doengas parasitarias,
praticas como rotagdo de piquetes, uso de diferentes espécies animais no mesmo
piquete, horario de pastejo e escolha de espécies forrageiras menos susceptiveis ao
desenvolvimento das fases jovens dos parasitas podem ser utilizadas como forma
de realizar o controle integrado dessas enfermidades (KRYCHAK-FURTADO et al.,
2005).
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O controle quimico torna-se preocupante, uma vez que é feito de maneira
indiscriminada, muitas vezes com o0 uso associado de medicamentos que, por sua
vez, nao tém adequado critério de uso e eficacia comprovada (FORTES; MOLENTO,
2013). Algumas alternativas de medicamentos para o controle de NGI sdo o
monepantel (MNT) (KAMINSKY et al., 2008) e o derquantel em combinagdo com
abamectina (LITTLE et al., 2010), duas novas classes de medicamentos com novos
modos de acdo e que se apresentam como promissores para tal tratamento. O
derquantel ndo se encontra disponivel no Brasil e o MNT é comercializado desde o
ano de 2012. Desta forma, € importante que seja prolongada a vida util dos produtos
disponiveis e isso pode ser alcangado através do seu uso estratégico, visando o
controle adequado dos parasitas (FORTES; MOLENTO, 2013), evitando o uso

indiscriminado dos produtos.

3.2 PRINCIPAIS MEDICAMENTOS UTILIZADOS PARA O TRATAMENTO DE
OVINOS

No Brasil, estdo disponiveis no mercado diversos medicamentos utilizados
para o tratamento de verminoses em ovinos pertencentes as classes dos
benzimidazois, imidazotiazois, lactonas macrociclicas, compostos nitrofendlicos e
derivados de amino acetronitrila (AADs) (CHAGAS et al., 2013). O processo de
desenvolvimento de um novo medicamento € muito lento, quando comparado com a
velocidade com que relatos de resisténcia surgem, por isso é necessario que tal
fendmeno seja identificado no inicio, para que a eficacia anti-helmintica persista por
um maior periodo de tempo (JAMES et al., 2009).

O surgimento do tiabendazol em 1961 marcou o surgimento dos anti-
helminticos do grupo dos benzimidazois (tiabendazol, albendazol, mebendazol,
oxfendazol, triclabendazol), marcando o inicio da era moderna dos anti- helminticos
de amplo-espectro, uma vez que a vantagem destes em relacdo aos primeiros se
dava pelo fato de serem mais seguros, eficazes contra diversos nematoides e
possuirem estratégias de administragdo mais versateis (ADAMS, 2003).

O tetramisole foi o primeiro medicamento dos imidazotiazéis, compondo o

grupo juntamente com o levamisole e tais medicamentos passaram a ser
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comercializados a partir de 1965. Seu mecanismo de acao se da pela penetracdo no
parasita através da cuticula, atuando nos receptores nicotinicos sinapticos e
extrassinapticos das membranas das células musculares dos nematoides. Isso leva
a abertura dos canais idnicos e acarreta no aumento da condugao de sddio,
provocando assim a despolarizacdo da membrana. Devido a isso, esses compostos
sdo considerados agonistas colinérgico, pois provocam contragdo muscular e
paralisia espastica dos parasitas, que seréo eliminados do hospedeiro (SPINOSA et
al., 2014).

Na classe das lactonas macrocilicas (ivermectina, doramectina, abamectina,
moxidectina) o modo de acdo se da através da potencializagdo de inibidores
transmissores. Ocorre mediacdo dos receptores de canais de ions de cloro
direcionados por glutamato, ocasionando paralisia da neuromusculatura
(McKELLAR; JACKSON, 2004). Os medicamentos do grupo dos compostos
nitrofendlicos (Nitroxinil, Nitroscanato) sao classificados como anti-helminticos de
pequeno espectro, pois agem especificamente contra determinados parasitas
causando o bloqueio das reagdes mitocondriais de transporte de elétrons,
associados a sintese de ATP, o que resulta na inibicdo da fosforilacido oxidativa e
morte do parasita por exaustdo (McKELLAR; JACKSON, 2004).

3.3 RESISTENCIA ANTI-HELMINTICA EM OVINOS

O aumento da capacidade dos parasitas em resistir ou sobreviver ao modo
de acdo de determinado medicamento, pode ser definida como resisténcia anti-
helmintica (VIEIRA, 2008). Tal resisténcia dificulta o controle das verminoses,
afetando negativamente a producédo na ovinocultura (KAPLAN et al., 2004). Desta
forma, visando o aumento da produgcdo dos ovinos e a diminuicdo do uso dos
medicamentos, a utilizagdo desses medicamentos deve ser feita de maneira
planejada, sendo atrelada ao manejo sanitario do rebanho e ndo apenas como unica
alternativa no controle de verminoses (AMARANTE; SALES, 2007).

Alguns fatores fazem com que os parasitas susceptiveis sejam eliminados
da populagdo, contribuindo para a sobrevivéncia dos resistentes, tais como

tratamento de todo o rebanho, podendo ser de maneira frequente ou supressiva,
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utilizacado do mesmo medicamento por um periodo prolongado, mudanga do rebanho
tratado para uma area livre de infestacdo parasitaria, bem como a aplicacdo do
medicamento de maneira sistematica sem considerar o estado clinico do animal e a
necessidade de recebimento do medicamento (JACKSON et al., 2012).

Algumas praticas de manejo podem diminuir a resisténcia parasitaria no
rebanho, como adotar medidas estratégicas e seletivas de tratamento para manter
um numero maior de larvas em refugia (COSTA et al., 2011). Tais larvas
permanecem na pastagem sem sofrer acdo dos medicamentos, sendo assim
susceptiveis. A presencga deste grupo nas pastagens € importante, pois as larvas em
refugia minimizam o fenébmeno da resisténcia anti-helmintica diluindo as larvas
infectantes (L3) resistentes, uma vez que tal ocorréncia esta diretamente ligada a
permanéncia dos parasitas que sobrevivem ao tratamento com anti- helminticos
(VAN WYK, 2001). A selegao de ovinos geneticamente resistentes aos parasitas
gastrintestinais € uma alternativa para controle da verminose (SALGADO; SANTOS,
2016).

O diagnostico da resisténcia anti-helmintica ndo é facil de ser feito pelos
produtores e isso faz com que a utilizacdo do mesmo medicamento ou do mesmo
grupo de medicamentos seja continuada por mais tempo (CEZAR et al., 2010). Em
estudo realizado no Rio Grande do Sul, esses autores utilizaram 135 animais e
constataram parasitas dos géneros Haemonchus, Trichostrongylus e Ostertagia
resistentes ao levamisol, moxidectina, albendazol, ivermectina, closantel e a
combinagdao dos medicamentos levamisol, albendazol e ivermectina. Os resultados
obtidos foram 22,3; 1; 10; 1 e 10%, respectivamente, atestando desta forma a
resisténcia anti-helmintica a todos os principais grupos de medicamentos
encontradas no Brasil.

Em estudo realizado em Santa Catarina, Rosalinski-Moraes et al. (2007)
avaliaram a eficacia dos medicamentos levamisol, closantel, albendazol, ivermectina
e moxidectina. Detectou-se resisténcia dos nematédeos para todos os
medicamentos utilizados, onde em 100% das propriedades foi determinada
resisténcia para ivermectina, em 66,7% a moxidectina, em 44,4% ao levamisol e em

75% observou-se falta de eficacia para os benzimidazois.
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3.4 MECANISMO DE RESISTENCIA ANTI-HELMINTICA

Entender os mecanismos da resisténcia anti-helmintica € importante para
evitar que esse fenbmeno ocorra, tendo por consequéncia a diminuicdo da
velocidade de propagacdo de parasitas resistentes, adiando o aparecimento da
resisténcia para outros medicamentos e tendo a possibilidade de combinacao
adequada com outros anti-helminticos disponiveis no mercado (PRICHARD, 2008).
Os mecanismos de resisténcia podem ser especificos, quando associados a agao do
medicamento, ou inespecificos, quando fazem referéncia a alteragcdes no receptor
do medicamento ou na modulacdo da concentracido do medicamento
(WOLSTENHOLME et al., 2004).

A resisténcia aos benzimidazois esta ligada com alteragbes na tubulina,
relacionando dois genes, isotipos 1 e 2, ao fendmeno. No isotipo 1 a mutacédo no
gene seria a causa especifica de resisténcia, pois essa mutacdo causa a troca da
fenilalanina pela tirosina no cdédon F200Y da proteina. (SAMSON-
HILMMELSTJERNA et al., 2007). Desta forma o parasita susceptivel possui o AA
fenilalanina neste cdédon, enquanto o resistente possui a tirosina. Outras mudancgas
nos codons F167Y e F198A também podem estar relacionadas ao mecanismo de
resisténcia aos benzimidazdis. Essas mudancas podem variar entre espécies de
nematodeos, bem como entre isolados (GHISI et al., 2007).

Os mecanismos de resisténcia dos medicamentos que agem nos receptores
nicotinicos da acetilcolina sdo poucos conhecidos. Mudangas nos receptores
nicotinicos podem estar relacionadas na resisténcia ao levamisol, morantel e pirantel
(PRICHARD, 2008). Em um isolado de Oesophagostomum dentatum sensivel ao
levamisol, Robertson et al. (1999) encontraram os subtipos de receptores G25, G35,
G40 e o G45, ja no isolado resistente s6 ndo se observou o subtipo G35. Os
mesmos autores demonstraram haver mais de 11 genes envolvidos na resisténcia
ao levamisol ao avaliar o nematoédeo C. elegans.

No caso do estudo da resisténcia a ivermectina, ja foram confirmadas
mutagdes nos genes que compdem o0s receptores para esse medicamento nas
populacdes de nematoides resistentes, bem como polimorfismo da B-tubulina que

esta associado a resisténcia do H. contortus aos benzimidazoéis (McCAVERA et al.,
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2007). O primeiro gene associado a resisténcia das lactonas macrociclicas em H.
contortus foi o PGP-A, responsavel pela expressao da P-gp (XU et al., 1998).

A Phospho-glicoproteina (Pgp) integra o grupo dos transportadores ABC,
responsaveis pelo efluxo celular, possibilitando que o medicamento seja expelido de
dentro da célula. A Pgp garante que ndo haja acumulagao intracelular e previne
contra os efeitos citotoxicos do medicamento. A resisténcia as lactonas
macrociclicas pode estar associada as mudangas genéticas nesses transportadores
(LANUSSE et al., 2008). Os alelos que codificam os canais de cloro e glutamato
estdo associados aos alelos favoraveis a resisténcia de H. contortus as lactonas
macrociclicas (BLACKHALL et al., 1998). Mottier e Prichard (2008) demonstraram
em H. contortus e O. volvulus que as lactonas macrociclicas também realizam uma
substituicgdo no codon 200 da tubulina (200 Tirosina e 167 Tirosina), similar as

mudangas que ocasionam resisténcia aos benzimidazois.

3.5 MONEPANTEL: UMA NOVA ALTERNATIVA TERAPEUTICA

O MNT foi desenvolvido em 2008 na Nova Zelandia e a partir de 2009 foi
iniciada sua comercializacdo neste pais, onde 0 mesmo mostrou-se efetivo contra
nematoides multirresistentes (KAMINSKY et al., 2011) e a partir de 2012 passou a
ser comercializado no Brasil (MARTINS, 2016). Este medicamento pertence ao
grupo dos derivados de amino acetronitrila (AADs) e foi desenvolvido para resolver a
problematica de multirresisténcia em ovinos em todo o mundo (MARTINS, 2016).

O MNT atua com eficacia em estagios imaturos e adultos de nematoides
resistentes ao benzimidazole, levamisol e lactonas macrociclicas. O medicamento
atua na subunidade Hco-MPTL-1 sobre o receptor nicotinico (nAchR) presente
apenas em nematodeos, atuando como seu agonista direto, o que resulta na
hipercontragdo e paralisia espastica do nematddeo. Esta € a primeira fungao
bioldgica descrita para o receptor Hco-MPTL-1, fazendo com que o MNT seja eficaz
contra nematodeos resistentes a outras classes de medicamentos (SPINOSA et al.,
2014).

O MNT deve ser administrado via oral na dose 2,5 mg/kg de peso corporal

(PC), podendo ser utilizado inclusive em ovelhas gestantes e lactantes, bem como
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em reprodutores. A alimentacdo ou o jejum antes ou apds a administragdo do
medicamento n&o influenciam sua eficacia. A excrecdo do MNT ocorre em sua
maioria pelas fezes, mas também é excretado pela urina (EMA, 2017). O produto
apresenta boa biodisponibilidade quando administrado via oral e possui meia vida
terminal de 215h (SPINOSA et al., 2014).

Bustamante et al. (2009) conduzindo uma pesquisa nos paises sul-
americanos Argentina, Brasil e Uruguai confirmaram a eficacia deste medicamento
em ovinos. No estudo realizado por Cintra et al. (2016) foi relatada a resisténcia do
T. colubriformis ao MNT em uma criacdo de ovinos no municipio de Fazenda Rio

Grande, no Estado do Parana.

3.6 RESISTENCIA ANTI-HELMINTICA AO MONEPANTEL

O MNT é o primeiro representante do grupo dos AADs, sendo um
medicamento com diferente mecanismo de acado (KAMINSKY et al., 2008a). A fim de
estudar o mecanismo de acao desse grupo de medicamento, os primeiros estudos
foram realizados em Caenorhabditis elegans, determinando o gene acr-23 como o
principal alvo nesta espécie de nematoide (KAMINSKY et al., 2008b). Com a
descoberta do gene acr-23, foi possivel investigar o modo de acdo do MNT em
nematoides. Desta forma, ndo é possivel saber se o gene acr-23 €& o unico
responsavel pela resisténcia aos AADs (RUFENER et al., 2009).

O ensaio para o nAChR do H. contortus foi originalmente designado Hc-
ACR-23H com base na sequéncia parcial que estava mais diretamente relacionada
com o gene ACR-23 do C. elegans (KAMINSKY et al., 2008).

Entretanto esta nomenclatura parece ter sido prematura, uma vez que o
NAChR do H. contortus mostrou estar mais estreitamente relacionado com o gene
ACR-20 do C. elegans. Na auséncia de um registro completo, Rufener et al. (2009)
propuseram nomear o gene monepantel-1 como Hco-mptl-1, devido ao seu aparente
envolvimento na sensibilidade ao MNT.

Estudos recentes relatam casos de resisténcia ao MNT, sendo que Scott et
al. (2013) observaram 0% de eficacia para o MNT em caprinos e ovinos através do

teste de redugao da contagem de ovos na Nova Zelandia. No Uruguai, Mederos et
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al. (2014) avaliaram a eficacia do MNT através do teste de redugédo de ovos em duas
criacbes de ovinos, comprovando a resisténcia para Haemonchus sp., em
coproculturas realizadas antes e apds a administracdo do medicamento. Na
Holanda, Van Den Brom et al. (2015) relataram resisténcia em uma criagdo de
ovinos. No caso deste pais, a introdugdo do medicamento ocorreu em 2011 e tais
relatos foram feitos em 2014 nesta mesma propriedade, onde foram encontrados
100% de larvas de Haemonchus sp. nas coproculturas realizadas pré e poés
tratamento. Nos trabalhos citados onde comprovou-se a resisténcia ao MNT (SCOTT
et al., 2013; MEDEROS et al., 2014; VAN DEN BROM et al., 2015), ndo foram
realizados estudos moleculares para melhor entendimento desse fenébmeno.

No Brasil, estudos realizados nos Estados de S&o Paulo e Rio Grande do
Sul relataram casos de resisténcia parasitaria ao MNT. Em uma propriedade
localizada na regido de Jaboticabal (SP), Martins (2016) confirmou a suspeita de
ineficacia do medicamento para H. contortus, podendo estar associada a utilizagao
do medicamento de forma massiva por um periodo de apenas um ano. No Rio
Grande do Sul, Ramos (2016) avaliou a eficacia do MNT em duas propriedades. O
resultado encontrado foi de 25,8% e 78,4%, respectivamente, nas propriedades 1 e
2, sendo que o0s géneros que apresentaram resisténcia foram Haemonchus,
Trichostrongylus e Cooperia.

Em condi¢gdes experimentais, a resisténcia ao MNT foi atestada para
Caenorhabditis elegans e H. contortus, onde o fendmeno foi estimulado através de
subdosagens do medicamento e 0 mecanismo de agao relacionou-se aos genes que

sofreram mutacdes, sendo estes das subunidades do receptor nAChR.

3.7 MANEJO DE PASTAGEM COMO ALTERNATIVA NO CONTROLE DE
PARASITOSE EM OVINOS

O controle de infec¢des parasitarias € imprescindivel para o sucesso dos
sistemas de producédo de ruminantes (CEZAR et al., 2008). De acordo com Waller
(2002), o equilibrio natural parasita/hospedeiro foi alterado pelo homem em favor da
populacdo parasitaria. Tal alteracdo ocorreu a partir da domesticagao dos animais,

das alteragbes ambientais com o aumento da densidade populacional e da
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intensificagdo dos sistemas de produgdo, bem como da selecdo baseada
considerando apenas as caracteristicas de producao, aumentando assim a demanda
por produtos veterinarios que controlassem as infec¢des parasitarias.

As praticas de manejo de pastagem, visando o controle de parasitas
gastrintestinais, levam em consideragao que parte do ciclo biolégico destes parasitas
ocorre no pasto. Desta forma, tais praticas tém como objetivo impedir ou diminuir o
contato das formas infectantes dos parasitas com os hospedeiros que apresentem
susceptibilidade (STAFFORD; COLES, 1999; WALLER, 2002; MOLENTO, 2004).

O pastejo rotacionado € uma pratica interessante do ponto de vista
agrostologico e zootécnico por permitir o aperfeicoamento das areas reservadas
para o pastejo do rebanho, bem como por ser uma alternativa para diminuir a
quantidade de larvas infectantes nas pastagens (TORRES, 2008).

Segundo Bianchin et al. (1993), o pastejo rotacionado compreende a diviséo
da area a ser pastejada em piquetes que recebem uma alta densidade animal por
periodos curtos. Apos a retirada dos animais é feito o intervalo para que se atinja
novamente o ponto ideal de pastejo. O manejo de pastagem utilizando essa
ferramenta associa o aproveitamento da forragem do ponto de vista nutricional e o
intuito anti-parasitario, mas para que este ultimo seja devidamente alcangado é
necessario que o periodo de permanéncia dos animais em cada piquete seja inferior
ao de desenvolvimento das larvas infectantes e o periodo de intervalo seja suficiente
para invibializar estas mesmas, resultando assim em uma baixa infec¢ao parasitaria
e bons indices nutritivos. No entanto, em casos de alta densidade animal ha uma
elevada taxa de infestagdo na pastagem e caso o tempo de permanéncia nos
piquetes coincida com o necessario para haver desenvolvimento e migracéo larvar,

a ingestao de larvas infectantes sera maior que em condi¢gdes normais de pastejo.

3.8 TESTES PARA DIAGNOSTICO DE RESISTENCIA PARASITARIA

Caso exista a suspeita de resisténcia antiparasitaria no rebanho, é
necessario que se determinem alguns dados epidemiolégicos na propriedade tais

como frequéncia de aplicagdo do medicamento, tipo de medicamento utilizado,
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categorias mais atingidas, manejo do rebanho e estagao do ano em que ocorrem
mais casos da doenca (CEZAR et al., 2010).

A realizagédo de testes especificos para diagnéstico de resisténcia inclui os
modelos in vitro e in vivo (WOLSTENHOLME et al., 2004). Tais avaliacdes, aliadas a
obtengao de dados epidemioldgicos, sdo importantes para o correto diagndstico da
resisténcia antiparasitaria (PRICHARD et al., 1980).

3.9 TESTES FENOTIPICOS: MODELOS IN VITRO E IN VIVO

3.9.1 Teste In Vitro

Quando comparado aos métodos in vivo, os testes in vitro sdo alternativas,
em grande parte, mais rapidas, econémicas € menos trabalhosas. Estes testes tém
a vantagem de diminuicdo ou anulagédo dos efeitos causados pela interferéncia do
hospedeiro no momento do estabelecimento da infec¢cao parasitaria (DEMELER et
al., 2012).

3.9.1.1 Teste de Eclosao de Ovos (TEO)

Este teste serve de modelo para o desenvolvimento de outros testes in vitro
e é baseado na atividade ovicida do medicamento. Sua descricdo € feita para
detectar a resisténcia aos benzimidazéis. Ovos de nematoides nao desenvolvidos
sdo incubados com diferentes concentragdes de benzimidazole, cuja agao ira
impedir o embrionamento e eclosao desses ovos, e apds o tempo determinado é
feita a contagem de ovos e larvas (SAMSON-HIMMELSTJERNA et al., 2009).
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3.9.1.2 Teste de Desenvolvimento Larvar (TDL)

O teste é utilizado para comparar o numero de larvas infectantes que
sobrevivem na presenca e na auséncia do medicamento. E mais utilizado em ovinos
e equinos com resultados confiaveis para testes com benzimidazois e levamisol,
possibilitando a avaliagdo simultanea de resisténcia a esses medicamentos (COLES
et al., 2006). Mais recentemente Dolinska et al. (2012) avaliando dois isolados de H.
contortus, um susceptivel e um resistente as lactonas macrociclicas, encontraram

resutados satisfatérios para deteccao da resisténcia a ivermectina.

3.9.1.3 Teste de Migracgao Larvar (TML)

Sao usados para avaliar o efeito dos medicamentos que irdo causar paralisia
na musculatura somatica dos parasitas. A motilidade larvar pode ser determinada
por observacgao, detector eletrénico ou migracao através de peneiras. Demeler et al.
(2010) realizaram estudo com objetivo de desenvolver procedimentos padronizados
para a deteccdo e analise de resisténcia contra ivermectina, tiabendazois e
levamisol em nematdides de bovinos, permitindo que houvesse separacao de larvas

moveis e imoveis por meio da migragéo através das peneiras.

3.9.2 Teste In Vivo

Apesar de possuir um custo mais alto que os testes in vitro e ter como
caracteristica uma avaliagdo de menor qualidade devido a variagao inter-animal, sao
utilizados para monitorar a resisténcia parasitaria (CRAVEN et al,, 1999). Além
disso, sao necessarios aspectos fundamentais da farmacologia do medicamento que
nao podem ser considerados nos ensaios in vitro: a funcdo da farmacodindmica no
hospedeiro, a interacdo parasita-hospedeiro e o modo de agdao do medicamento
(LACEY, 1988).
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3.9.2.1 Teste de Redugéo na Contagem de Ovos nas Fezes (TRCOF)

O TRCOF é visto como confidvel quando apresenta mais de 25% de
parasitas resistentes em uma populacdo (MILLER et al., 2006). E um método de facil
execucgao e interpretacdo, sendo assim o mais utilizado para detectar e monitorar a
resisténcia anti-helmintica. O calculo da eficacia é determinado, comparando as
contagens de ovos de parasitas nas fezes antes e depois do tratamento (DOBSON
et al., 2012). Entretanto, apesar de seu uso constante no monitoramento da
resisténcia, o teste caracteriza-se por ter pouca sensibilidade, uma vez que pode
haver baixa correlagdo entre a contagem de ovos nas fezes e a quantidade de
parasitas adultos no hospedeiro. Esse relato ndo se aplica ao parasita H. contortus
devido a sua alta prolificidade. Pode haver ainda limitacao no diagnéstico em casos
de baixa prevaléncia da resisténcia (TAYLOR et al., 2002).

3.9.2.2 Teste controlado de eficacia

Este teste avalia a infeccao e o efeito do medicamento com a necessidade
de necropsia dos animais e de mao-de-obra qualificada, sendo assim um método
mais caro (TAYLOR et al., 2002). Para estudo, os animais sdo separados em
diferentes grupos, entre controle e tratamento e a dose de anti-helmintica utilizada é
a terapéutica, considerando o produto com eficacia 299%. Apds necropsia dos
animais, sao contados os parasitas, considerando a reducdo ou eliminagdo dos
mesmos, por onde ira ser determinada a eficacia do tratamento, sendo considerado
um quadro de resisténcia anti-helmintica caso o resultado obtido seja <95% (COLES
et al., 2000).

3.10 TESTE GENOTIPICO
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O diagndstico de parasitas resistentes utilizando técnicas moleculares tem
concentrado muito investimento, no entanto a caracteristica poligénica das
populacdes de nematodas torna-se um desafio para os pesquisadores da area,
sendo necessaria a descoberta do mecanismo de resisténcia dos parasitas aos
medicamentos, bem como os marcadores moleculares especificos (FORTES;
MOLENTO, 2013).

A base molecular da resisténcia parasitaria para as lactonas macrociclicas e
levamisol € muito estudada, apesar de nao existirem testes moleculares disponiveis
para tais medicamentos. Estudos realizados com C. elegans relataram quatro
conjuntos de proteinas que contribuem para a resisténcia ao levamisol nesse
nematoda. Os receptores de acetilcolina nicotinicos (hnAChR) s&o o principal foco de
estudos para a expressao ou deteccao de polimorfismos associados a resisténcia
parasitaria ao levamisole (MARTIN et al. 2012).

O teste de genotipagem de apenas uma larva ou verme adulto é caro e
trabalhoso, desta forma devem ser desenvolvidos testes moleculares para PCR a fim
de adequar e viabilizar a técnica para uso laboratorial com amostras de campo. O
uso rotineiro de testes moleculares podera ser disponibilizado caso haja um
diagnostico de resisténcia baseado no uso de um pool de amostras de DNA de
larvas (FORTES; MOLENTO, 2013).
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4 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos metodolégicos foram aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana
(Numero do Protocolo 001/2017 pela CEUA).

4.1 LOCAL

O estudo foi conduzido no Laboratério de Producéo e Pesquisa em Ovinos e
Caprinos (LAPOC) na Fazenda Experimental Canguiri, da Universidade Federal do
Parana (UFPR), localizada no municipio de Pinhais (PR), com coordenadas
geograficas aproximadas: 25°24°4.31”’S de latitude e 49°7°15.02”0 de longitude, 918
m de altitude. Segundo classificagdo de Kdppen, o clima da regiao é descrito como
Cfb, com precipitagdao anual média de 1.400 mm e temperaturas médias variando de
12,5°C a 22,5°C, sujeito a geadas frequentes e severas (IAPAR, 2018).

4.2 TRATAMENTOS, MANEJO E DESENHO EXPERIMENTAL

Na Figura 1 apresenta-se um esquema das avaliagbes mensais realizadas
durante o periodo experimental, que ocorreu entre os meses de margo a agosto de
2017, totalizando 203 dias.

Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
Dosagem MNT;
Coleta de fezes COlel%gg;?zes Coleta de fezes Coleta de fezes Coleta de fezes
(OPG e ' _(OPC), (OPG); (OPG);
Coprocultura); Avaliacao do grau
Avaliacdo do grau Famacha;
Famacha; Pesagem dos
Pesagem dos animais;
animais; Altura de pastagem;
Lavagem de pasto; Massa de forragem;

Altura de pastagem;
Massa de forragem;

FIGURA 1 - ESQUEMA DE ATIVIDADES EXPERIMENTAIS PARA AVALIACAO DO MONEPANTEL
EM TRATAMENTO SUPRESSIVO EM OVINOS EM PASTAGENS
FONTE: Elaborado pelo Autor (2018)
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés
tratamentos e 15 repetigcdes (animais). Foram utilizadas 45 ovelhas adultas mesticas
Suffolk e White Dorper, com idade média inicial de 5 anos e peso médio inicial de 83
kg, naturalmente infectadas com NGI que estavam divididas em trés grupos de 15
animais. Os tratamentos foram: (1) CONTROLE, com avaliacédo do grau de anemia
pelo método FAMACHA® (FMC) a cada 15 dias, recebendo tratamento com
monepantel (MNT) na dose terapéutica apenas se o grau FMC for 23; (2)
Monepantel na dose de 20 mg/kg (dose terapéutica) a cada 30 dias e tratamento (3):
Monepantel na dose de 40 mg/kg, duas vezes a dose terapéutica, a cada 30 dias.
Os animais receberam as doses do medicamento via oral de acordo com o grupo ao

qual pertenciam conforme a recomendacao do fabricante (Figura 2).

FIGURA 2 - DOSAGEM PARA AVALIACAO DO MONEPANTEL EM TRATAMENTO SUPRESSIVO
EM OVINOS EM PASTAGENS
FONTE: Autor (2018)

Os animais foram manejados em area de pastagem perene de Tifton 85
(Cynodon dactylon cv. Tifton 85), com sobressemeadura de aveia preta (Avena
strigosa L.) e azevém (Lolium multiflorum Lam.) e os grupos de 15 animais foram
alocados em piquetes com 0,25 ha de area, cada. Os grupos experimentais foram
rotacionados entre quatro diferentes piquetes cada um, onde a troca dos animais

ocorreu semanalmente considerando a altura da pastagem (Figura 3). As alturas da
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pastagem, para entrada e saida dos animais, foram estabelecidas entre 20 e 10 cm,

respectivamente, de acordo com Carvalho (2004). Os animais foram alocados na
pastagem sete dias antes do periodo de inicio de administracdo do medicamento,

para a fase de adaptacao.

\ k 1
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FIGURA 3 - AREA EXPERIMENTAL E SIMULACAO DE ROTACAO ENTRE PIQUETES PARA
AVALIACAO DO MONEPANTEL EM TRATAMENTO SUPRESSIVO EM OVINOS EM
PASTAGENS

FONTE: Elaborado pelo Autor (2018)

Os animais permaneceram nos piquetes durante oito horas diurnas e a noite
foram estabulados para fornecimento de suplemento concentrado (racédo comercial
Algomix, marca Algomix) composto por farelo de soja, farelo de trigo, melaco de
cana em po, milho integral moido, casca de soja moida e premix mineral e
vitaminico, calculado semanalmente, com base no peso vivo médio dos animais (1%

PV) contendo 16% de proteina bruta.

4.3 AVALIACOES REALIZADAS NA PASTAGEM

4.3.1 Contagem e Identificacdo de Larvas Infectantes (L3) Presentes na Pastagem

A cada 30 dias ocorreram as coletas de amostras de pastagem para
conhecimento do grau de infestagdo parasitaria na pastagem. A amostragem foi feita

em todo o pasto, seguindo uma linha com o formato em X, com corte rasteiro do
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mesmo utilizando tesouras, sendo o material acondicionado em sacos plasticos

(MOLENTO et al., 2016). Apés a coleta de amostras do pasto o protocolo de
lavagem dos pastos para contagem de larvas no estagio L3 foi realizado de acordo
com Molento et al. (2016) (Anexo 1) (Figura 4).

FIGURA 4 - ETAPAS DA LAVAGEM DE PASTO PARA AVALIACAO DO MONEPANTEL EM
TRATAMENTO SUPRESSIVO EM OVINOS EM PASTAGENS. A) AMOSTRAS
PICADAS EM DECANTACAO; B) AMOSTRAS POS-DECANTACAO; C) AMOSTRAS
PRONTAS PARA ANALISE

FONTE: Elaborado pelo Autor (2018)

4.3.2 Altura da Pastagem

A altura do pasto foi avaliada através de leituras quinzenais em cada
unidade experimental, usando-se o bastao graduado (sward stick) e basearam-se no
procedimento descrito por Barthram (1986). A altura do ponto de amostragem
correspondeu a média aritmética de 60 leituras feitas em cada piquete. A partir dos
valores de altura obtidos ocorriam as mudangas de piquetes dos grupos
experimentais, sendo estas entre 20 e 10 cm para entrada e saida dos animais nas
areas experimentais, respectivamente. As avaliagcbes foram feitas por dois
avaliadores durante todo o periodo experimental e totalizaram 18 leituras ao final do

experimento.
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4.3.3. Disponibilidade da Massa de Forragem

Para o calculo da massa de forragem (MF), utilizou-se um aro de ferro de 0,1
m? e duas amostras de forragem foram coletadas por piquete. As amostras de area
delimitada foram cortadas rente ao solo, armazenadas em sacos de papel e secas
em estufa de circulagdo forcada de ar a 60°C por 72h para a determinacédo da

matéria seca (MS).

4.4 AVALIACOES REALIZADAS NOS ANIMAIS

4.4.1 Contagem do Numero de Ovos por Grama de Fezes (OPG)

A analise dos niveis de infeccdo parasitaria de cada animal foi realizada
através da técnica de contagem de ovos de helmintos nas fezes (OPG) (Figura 5).
As amostras de fezes foram colhidas diretamente da ampola retal de todos os
animais experimentais e armazenadas em sacos plasticos devidamente identificados
e apos a finalizacdo das coletas foram feitas as analises e leituras do material
coletado.

As contagens de OPG foram realizadas semanalmente, antes de cada
animal receber os respectivos tratamentos, avaliando assim o nivel de infec¢ao pré-
experimental. Os valores de OPG foram determinados segundo a técnica de Gordon
e Whitlock (1939) modificada.
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FIGURA 5 - COLETA DE FEZES, PESAGEM E PREPARO DE AMOSTRAS PARA AVALIACAO DO
MONEPANTEL EM TRATAMENTO SUPRESSIVO EM OVINOS EM PASTAGENS. A)
COLETA DIRETO DA AMPOLA DO RETO DO ANIMAL; B) PESAGEM DA AMOSTRA
DE FEZES EM BALANCA DE PRECISAO; C) AMOSTRAS NAS CAMARAS DE MAC
MASTER PARA CONTAGEM

FONTE: Elaborado pelo Autor (2018)

4.4.2. Teste de Reducao de Contagem de Ovos nas Fezes (TRCOF)

O dia da aplicagao do MNT foi considerado o dia zero (D0O) do TRCOF. Apos
as dosagens 0s animais permaneceram por 2h em observagao na central de manejo
e apos esse tempo retornaram para a area de pastagem em que estavam antes da
realizacao do teste.

A via de aplicagcdo do MNT seguiu a recomendagao do fabricante e os
animais foram pesados para o calculo correto da dose administrada. As coletas de
fezes para realizagcdo do teste seguiram nos dias 0, 7, 14, 21 e 28, e foram
reiniciados no DO do més subsequente, totalizando um periodo de seis meses de
avaliagdes a fim de obter a porcentagem de eficacia do MNT. Os procedimentos de
coleta, armazenamento e leitura das amostras seguiram o mesmo modelo descrito

no item 4.4.1.
4.4.3 Coprocultura

As coproculturas foram realizadas mensalmente, utilizando-se uma amostra
composta formada com as fezes dos 15 animais de cada tratamento, de acordo com
Roberts e O’Sullivan (1950).

As amostras compostas de fezes foram depositadas até a metade de um

recipiente de vidro, fechado com uma placa de Petri, e para que a umidade
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aumentasse foi borrifada agua sobre o material. Apds isso, as amostras foram

cultivadas em estufa a 28°C por 10 dias. Apds o tempo de cultivo, o frasco de vidro
foi todo preenchido com agua morna, fechado com a placa de Petri e, para a
recuperacao das larvas infectantes, frasco e placa foram invertidos de maneira
brusca evitando assim que a agua fosse derramada. Em seguida a placa de Petri foi
preenchida com agua, que foi recolhida com pipeta apds quatro a oito horas. Apds
isso, a agua foi acondicionada em tubo de ensaio identificado e armazenado em
geladeira por 2 a 3 horas, para que houvesse decantagao das larvas. Em seguida, o

sobrenadante foi removido, para que as larvas permanecessem em volume de 2 ml.

4.4.4. Pesagem, Avaliagao do Grau FAMACHA® (FMC) e do Escore de Condigao

Corporal

Todos os animais foram pesados e avaliados quanto ao grau FMC nos dias
0 e 14 durante os seis meses de experimento (Figura 6). A avaliagédo do grau FMC
foi feita de acordo com a metodologia de Van Wyk et al. (1997), considerando os
valores de 1 a 5. O escore de condicdo corporal (ECC) era avaliado segundo a
metodologia de Jefferies (1961), considerando uma escala de 1 a 5, do animal
extremamente magro (1) ao animal obeso (5). As pesagens foram feitas no DO para
correta dosagem do MNT nos animais dos grupos G2 e G3. As avaliagdes do ECC
foram feitas a cada 15 dias, coincidindo com as avaliagdes do grau FMC.

A avaliagdo do grau FMC dos animais do G1 era feita no DO como
parametro para dosagem do MNT em caso de grau FMC =3.

As coletas para avaliacdo do hematocrito (Ht) foram feitas mensalmente no
mesmo dia em que ocorreram as dosagens do MNT (D0). O material sanguineo foi
coletado por venopungdo jugular dos animais pertencentes aos trés grupos
experimentais e entdo acondicionados em tubos com anticoagulante (10% de
EDTA). Foi utilizada a técnica do microhematdcrito para determinagao dos valores
de Ht, com a utilizagdo de tubos capilares sendo centrifugados a 12000 rpm durante

8 minutos.
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FIGURA 6 - PROCEDIMENTOS PARA DOSAGEM DO MONEPANTEL E AVALIACAO DO GRAU
FMC PARA AVALIACAO DO MONEPANTEL EM TRATAMENTO SUPRESSIVO EM
OVINOS EM PASTAGENS

FONTE: Autor (2018)

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos a partir das avaliagdes de OPG, grau FMC, peso e numero
de larvas na pastagem foram submetidos ao teste de esfericidade de Mauchly com
significancia (P<0,05) e foram avaliados por anadlise estatistica univariada com
medidas repetidas no tempo, através do Proc GLM do SAS (2015). A analise
estatistica gerou duas saidas de dados, sendo a primeira o efeito do tratamento
sobre a variavel analisada, e a segunda o efeito de tempo e a interagdo tempo x
tratamento. Os efeitos tempo e tratamento sdo independentes entre si.

O modelo estatistico utilizado para analise de variancia foi Yi = y + Ti + ei, onde
Yi corresponde a variavel dependente; y, a média geral; Ti, ao efeito dos tratamentos e
ei, ao residuo.

Para os dados de massa de forragem, altura de pastagem e numero de
larvas na pastagem foi feita a analise de correlacdo de Spearman conforme o
Procedimento CORR do SAS (2015).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EFICACIA DO MONEPANTEL

Os dados referentes a reducdo na contagem de ovos nas fezes no 7° dia

pos-tratamento de cada més de avaliagao estao representados na Figura 7.

- == 20mg/ke
40 mg/kg

1
-10 Marco Abril Maio Jurfho lulho Agosto
-20
-30 Més de Tratamento

FIGURA 7 - EFICACIA DO MONEPANTEL CONSIDERANDO A CONTAGEM DE OPG EM
OVELHAS MESTICAS SUFFOLK X WHITE DORPER NO 7° DIA POS-TRATAMENTO
DE CADA MES, PARA AS DOSES 20 E 40 MG/KG PC

A reducao na contagem de ovos nas fezes referente ao dia 7 pds-tratamento
do més de margo mostra que o grupo que recebeu a dose 20mg/kg do medicamento
(G2) obteve valor de eficacia efetivo (97%). O grupo que recebeu 40mg/kg de MNT
(G3) obteve 98% de eficacia no mesmo periodo de avaliagdo. Os dados do TRCOF
desses grupos referentes aos meses subsequentes no dia 7 pos-tratamento
mostram que o MNT foi ineficaz em todas as analises, atestando uma possivel
resisténcia anti-helmintica ao medicamento.

Os resultados encontrados a partir do TRCOF mostraram ineficacia do MNT
a partir do segundo més de avaliacdo, para as diferentes doses administradas nos
animais experimentais. A eficacia do MNT apresentou leve aumento no més de
julho, periodo no qual os animais foram realocados em outra area experimental que

nao estava sendo pastejada anteriormente. Os animais foram realocados para a
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nova area quando a altura média de saida atingiu 9 cm ao final de quatro meses
(margo a junho de 2017). Por ser area de pastagem que nao estava em utilizagéo,
as alturas médias de entrada e saida foram 30 e 21 cm, respectivamente, e notou-se
que isso ocorreu simultaneamente ao aumento da resposta do MNT quanto a
eficacia. No entanto, mesmo assim, os valores obtidos no més de Julho para as
doses administradas do MNT permaneceram inferiores a 95%, apesar da melhora
na resposta apos a mudanca da area experimental.

Scott et al. (2013) relataram pela primeira vez, na Nova Zelandia, a
resisténcia ao MNT com OPG em ovinos para os parasitas T. circumcincta e T.
colubriformis. Outros dois relatos de resisténcia ao MNT foram feitos por Mederos,
Ramos e Banchero (2014), no Uruguai, e por Van den Brom et al. (2015), na
Holanda, para o parasita Haemonchus. No Brasil ja foram descritos casos de
resisténcia ao MNT nos estados de S&o Paulo e Rio Grande do Sul com OPG, mas
no estado de Minas Gerais os resultados obtidos com o uso do MNT foram
satisfatorios quando comparados com o albendazole (MARTINS, 2016; RAMOS,
2016; ALMEIDA, 2016). Nos trabalhos citados acima a dose de MNT utilizada foi de
20 mg/mg, conforme recomendado pelo fabricante.

Em Minas Gerais foi feita a avaliacdo da eficacia anti-helmintica do MNT por
OPG em rebanho ovino, comparado ao albendazole. As fezes foram coletadas nos
dias 1, 3, 7 e 14 pdés-tratamento. O MNT apresentou eficacia de 92,5; 99,67; 100 e
99,83%, nos respectivos dias, enquanto o albendazole teve os valores 0; 5,95; 26,09
e 20,23% de eficacia nos respectivos dias. Desta forma, o autor concluiu que o MNT
apresentou excelente eficacia contra os helmintos resistentes ao albendazole
(ALMEIDA, 2016).

No estudo feito em Sao Paulo foi realizado o TRCOF em 10 propriedades de
ovinos identificando a eficacia do MNT. Foram descritas duas propriedades onde o
MNT foi ineficaz, duas em que foi eficaz e nas outras seis foi altamente eficaz.
Observou-se H. contortus resistente apos realizagcdo do teste critico com eficacia de
24,65% (MARTINS, 2016).

No Rio Grande do Sul foi desenvolvido um estudo com o objetivo de verificar
a eficacia do MNT com OPG sobre nematdédeos gastrointestinais de cordeiros
naturalmente infectados em duas propriedades distintas. A eficacia do MNT foi de
25,8 e 78,4%, respectivamente, nas propriedades 1 e 2, sendo que 0s géneros que

apresentaram resisténcia foram Haemonchus, Trichostrongylus e Cooperia
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(RAMOS, 2016).

No presente trabalho a identificagdo das larvas apds as coproculturas
mostraram a presenca de 71% de Haemonchus contortus, 15% de Trichostrongylus
spp., 6% de Oesophagostomum venulosum, 5% de Cooperia spp. € 3% de
Chabertia ovina nas amostras do Grupo Controle. Nas amostras do G2, que
receberiam a dose terapéutica do farmaco, os valores encontrados foram de 82% de
Haemonchus contortus, 15% de Trichostrongylus spp., 3% de Oesophagostomum
venulosum e 5% de Cooperia spp. Nas identificagdes realizadas com amostras dos
animais pertencentes ao G3, que recebiam o dobro da dose terapéutica do MNT,
foram encontradas, em média, 81% de Haemonchus contortus, 15% de
Trichostrongylus spp., 2% de Cooperia spp. € 2% de Chabertia ovina. Dessa forma,
os parasitas encontrados nas fezes dos animais nao diferiram entre os grupos. No
presente estudo os géneros Haemonchus, Trichostrongylus e Cooperia

apresentaram resisténcia ao MNT ao final do periodo experimental de seis meses.

5.2 PESO

Na Figura 8 sao apresentados os dados referentes aos pesos dos animais
dos trés grupos experimentais, durante o periodo experimental. Ndo houve efeito de
tratamento (P=0,75) sobre o peso; no entanto houve efeito de periodo (P<0,0001) e
interacéo tratamento x periodo (P<0,0001). Na Figura 9 sao apresentados os dados
referentes ao escore de condicdo corporal dos animais dos trés grupos

experimentais, durante o periodo experimental.
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FIGURA 8 - PESO DOS ANIMAIS PARA AVALIACAO DO MONEPANTEL EM TRATAMENTO
SUPRESSIVO EM OVINOS EM PASTAGENS
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FIGURA 9 — ESCORE DE CONDICAO CORPORAL DOS ANIMAIS PARA AVALIACAO DO
MONEPANTEL EM TRATAMENTO SUPRESSIVO EM OVINOS EM PASTAGENS

Analisando a variavel peso das ovelhas, ao longo dos meses de
experimento, nota-se que o peso médio dos animais dos diferentes grupos foi
semelhante nos trés primeiros meses (mar¢o a maio de 2017), periodo em que as
ovelhas estavam em final de gestacao. Os animais do Grupo Controle apresentaram
a menor média de peso entre os grupos, no més de Junho. Tal resultado sofreu

interferéncia da paricdo das ovelhas, que ocorreu em Junho de 2017, e refere-se
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provavelmente a maior incidéncia de partos gemelares desses animais que foi 32%

quando comparado aos 12% nos animais do G2 e 20% no G3.

De acordo com Kenyon et al. (2009), o ECC e o ganho de peso podem ser
usados para avaliar o estado nutricional dos ovinos, podendo assim identificar
animais susceptiveis a infec¢ao parasitaria, principalmente onde ha incidéncia de H.
contortus. Entretanto, Wallace et al. (1999) afirmam que usar somente o ganho de
peso para avaliar o efeito da infeccao parasitaria sobre os animais pode nao ser
completamente confiavel, uma vez que ha relatos onde ndo foram observadas
diferengas significativas entre animais saudaveis e infectados quando comparados
por esse parametro.

Os animais do presente experimento permaneceriam nos piquetes
experimentais por 8h diurnas e entdo foram estabulados para fornecimento de
suplemento concentrado, contendo 16% de proteina bruta. Alguns autores relataram
que animais mantidos em condi¢gdes nutricionais adequadas apresentam uma
resposta melhor as infecgcbes parasitarias, com contagem baixa de OPG e maior
produgdo de anticorpos, causando redugdo nos indices de sobrevivéncia ou
fecundidade desses parasitas. (HAILE et al., 2002; AMARANTE, 2004; STRAIN;
STEAR, 2001; KYRIAZAKIS; HOUDIJK, 2006).

5.3 FAMACHA®

Na Figura 10 sdo apresentadas as médias referentes ao grau FMC de cada
grupo experimental no 7° dia pés-tratamento de cada més. Nao houve efeito de
tratamento (P=0,76) sobre o grau FAMACHA®, no entanto houve efeito do periodo

(P<0,0001) e da interacao tratamento x periodo (P<0,0001) sobre essa variavel.
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FIGURA 10 - MEADIA DE GRAU FAMACHA® EM OVINOS NO 7° DIA POS-TRATAMENTO DE CADA
MES PARA AVALIACAO DO MONEPANTEL EM TRATAMENTO SUPRESSIVO EM
OVINOS EM PASTAGENS

Os valores de grau FMC para as ovelhas permaneceram adequados no
decorrer do periodo experimental, variando entre os graus satisfatérios 1 e 2. As
médias de hematdcrito foram 27, 29 e 32%, respectivamente, para os grupos
Controle, G2 e G3.

Segundo Van Wyk et al. (2001) os valores do VG equivalentes aos graus
FAMACHA® sao: >28%: grau 1; de 23 a 27%: grau 2; de 18 a 22%: grau 3; de 13 a
17%: grau 4; e <de 12%: grau 5. Portanto, as ovelhas mantiveram o hematocrito (27
a 32%) dentro os valores equivalentes ao FMC 1 e 2.

Wallace et al. (1999) afirmam que fatores como o periodo em que o animal
permanece exposto a infeccdo parasitaria e o estado nutricional dos animais pode
contribuir para o nivel da infecgdo parasitaria, influenciando assim o grau FMC
destes. Por outro lado, é importante avaliar que um quadro de anemia além de ter
como causa a infecgao por H. contortus, pode também ser causado pelas respostas
das caracteristicas individuais dos animais, por uma baixa condigao nutricional e por
doencas como a fasciolose ou cisticercose. Assim como a vermelhidao intensa na
mucosa ocular pode ter como causa irritagao, febre ou calor excessivo (VAN WYK et
al., 2001).

5.4 VALORES DE OPG
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Na Figura 11 sdo apresentados os dados referentes as médias das
contagens de OPG por grupo, no dia 7 pés-tratamento de cada més de avaliaco. E
possivel verificar que ndo houve efeito de tratamento (P>0,05) sobre o numero de
OPG nas fezes das ovelhas, independente da dose de vermifugo que os individuos
receberam, sendo este também um possivel indicio de resisténcia parasitaria ao
MNT.

7000 69233
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FIGURA 11 - MEDIA DE OPG EM OVINOS NO 7° DIA POS-TRATAMENTO DE CADA MES, PARA
AVALIACAO DO MONEPANTEL EM TRATAMENTO SUPRESSIVO EM OVINOS EM
PASTAGENS

Segundo Macedo et al. (2015), a alta prevaléncia de H. contortus na
producdo de ovinos quando associada aos sinais clinicos que indicam anemia,
possivelmente podem indicar aumento da contagem de OPG, correlacionado com a
diminuicdo do hematdcrito. Outros autores também indicaram haver correlagao
negativa entre contagem de OPG e hematdcrito (KAPLAN et al., 2004; ROCHA et
al., 2004). No presente estudo quando avaliadas ovelhas do grupo Controle, a
presenca de sinais clinicos indicando anemia coincidiram com o aumento da
contagem de OPG e diminuicdo do hematdcrito sendo necessario o tratamento
desses animais com MNT, como indicado em caso de grau FMC =3.

A ocorréncia do maior numero de OPG (maio/2017) coincide também com
0s maiores valores de recuperagao de larvas infectantes na pastagem (Figura 14). O

pastejo rotacionado por cerca de 90 dias na mesma area experimental proporcionou
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alta infestacdo parasitaria na pastagem e consequente aumento na contagem de

OPG nas fezes dos animais.

Os resultados obtidos durante o més de Maio (Figura 13) mostram a alta
OPG nos grupos que receberam o MNT (G2 e G3). No entanto, a média do grau
FMC para os animais desses grupos foi 1 (Figura 12), evidenciando assim possivel
quadro de resiliéncia a parasitoses, conforme descrito por Castells (2002), que é
definida como a capacidade do animal de manter bons niveis de producgéo, apesar
da infecgao parasitaria. Segundo Molento et al. (2004), mesmo que alguns animais
apresentem alta contagem de OPG, os indices produtivos podem ser mantidos,
atestando assim a resiliéncia nesses individuos que suportariam altas cargas
parasitarias sem apresentar quadros de anemia.

De acordo com esses resultados é possivel notar que os métodos de OPG e
FMC nao permitem, de maneira isolada, a caracterizacdo de animais quanto a
sensibilidade, resisténcia ou resiliéncia ao H. contortus. Portanto, caso haja a
associacdo entre OPG e hematécrito é possivel usar essa associacdo entre os
resultados das técnicas para classificar os animais em sensiveis e resilientes,
considerando a possibilidade de haver uma alta carga parasitaria e baixa perda
sanguinea (SOTOMAIOR et al., 2007; GREER; SYKES, 2012).

5.5. CONTAGEM DE LARVAS INFECTANTES (L3) NA PASTAGEM

Na Figura 12 s&o apresentados os dados obtidos com a contagem de larvas
infectantes (L3) na pastagem, nos seis meses de experimento nos diferentes
piquetes, nos quais os trés grupos experimentais estavam alocados. As condigdes

meteoroldgicas durante o periodo experimental sdo apresentadas na Figura 13.
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FIGURA 12 - NUMERO~ DE LARVAS INFECTANTES (L3) RECUPERADAS NOS MESES DE
AVALIACOES NOS DIFERENTES PIQUETES EXPERIMENTAIS PARA AVALIACAO
DO MONEPANTEL EM TRATAMENTO SUPRESSIVO EM OVINOS EM

PASTAGENS
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FONTE: INMET (2017)

EXPERIMENTAL

N&o houve efeito de tratamento (P = 0,9660) sobre a contagem de L3/kg MS

na pastagem. Dessa forma, o efeito de diferentes doses de vermifugo proporcionou

valores similares de L3/kg MS na pastagem ao final dos seis meses de avaliagdes,

independente da aplicagdo do vermifugo nos animais e da dose de supressao

administrada em curto intervalo.

Os numeros equivalentes as contagens ocorridas até o més de maio

mostram um aumento na recuperagédo de larvas na pastagem. Esse fato se deu
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principalmente pelo pastejo rotacionado ter acontecido nas mesmas areas

experimentais, ocasionando assim alta taxa de infestacdo parasitaria no pasto e
consequente aumento na contagem de L3/kg MS na pastagem, bem como pelo altos
indices pluviométricos e temperatura, favorecendo desta forma o ciclo de vida do
parasita H. contortus.

Segundo Molento et al. (2016), pastagens com valores abaixo de 1000 L3/kg
MS na pastagem sao seguras para os animais, entre 1000 e 5000 L3/kg MS séao
moderadamente infestadas e acima de 5000 L3/kg MS indicam alta infestacao.

O numero de L3/kg MS na pastagem apresentou redugdo na avaliagdo do
més de junho (menor que 1000 L3/kg MS), periodo no qual os animais foram
realocados em outra area experimental que nao estava sendo pastejada
anteriormente. No entanto, o numero de L3/kg MS na pastagem no més de Julho, 30
dias depois, voltou a aumentar (maior que 3000 L3/kg MS) apés o inicio do pastejo
dos animais e diminuicdo nos indices pluviométricos e na temperatura, indicando
assim que a diminuicdo na contagem ocorreu devido a mudanga da area
experimental e ndo em fungdo do aumento da eficacia do MNT.

A Tabela 1 mostra os valores médios da contagem de L3/kg MS na
pastagem, da massa de forragem e altura de pastagem ao final de seis meses de

experimento para os trés grupos avaliados.

TABELA 1 - MEDIA NOS SEIS MESES DE AVALIAGOES DO NUMERO DE LARVAS
INFECTANTES RECUPERADAS NA PASTAGEM, ALTURA DE PASTAGEM E MASSA
DE FORRAGEM PARA AVALIACAO DO MONEPANTEL EM TRATAMENTO
SUPRESSIVO EM OVINOS EM PASTAGENS

Tratamento L3/kg MS Altura do Pasto Massa de Forragem
(cm) (kg MS/ha)
0 2008,08 16,59 2.883,25
1 1.915,20 15,08 2.390,33
2 1845,86 17,08 2.225,67

Os valores médios de altura indicam que a pastagem estava sendo
manejada em condicdo proxima da favoravel para o consumo de forragem por
ovinos. O estudos de Amaral et al. (2013) sugere, para maxima ingestao instantanea
de forragem, a altura média préxima de 18 cm em azevém anual.

Considerando que as ovelhas recebiam suplementacdo correspondente a
1% de seu peso corporal médio por dia, em fungao de seu periodo gestacional e de
lactagao, as exigéncias nutricionais foram atendidas.

A correlagao entre numero de larvas (L3) e massa de forragem foi negativa e

nao significativa (r = -0,34; P=0,16). A correlagcédo entre numero de L3/kg MS e altura
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de pastagem foi positiva, mas nao significativa (r = 0,18; P=0,48). Diante dessas

correlagdes nao significativas, nada se pode inferir sobre a relagédo entre essas
caracteristicas da pastagem e a presenca de larvas infectantes.

De acordo com Pegoraro et al. (2008), grande parte das larvas L3 estéo
dispostas na base da forrageira e essa distribuicdo ndo tende a mudar mesmo com
diferentes ofertas de forragem e método de pastoreio.

Segundo Dittrich et al. (2004) e Gazda et al. (2009), o estrato inferior da
planta concentra a maior quantidade de larvas. Esses autores também encontraram
diferencas no numeros de larvas recuperadas nas forrageiras tropicais e
temperadas.

No estudo com diferentes pastagens de verdo foram encontrados valores
semelhantes de larvas de parasitas para pensacola (Paspalum saurae) e aruana
(Panicum maximum). Entretanto, houve maior contaminagdo de larvas na pastagem
onde a oferta de forragem era menor quando estudadas as duas espécies
forrageiras (Gazda et al., 2009).

Gazda et al. (2012) avaliando numero de larvas de parasitas em pastagens
de aveia e azevém, encontraram quantidade semelhante de larvas em pastagem de
aveia nos estratos superior e inferior quando 5% de oferta de forragem. Para
avaliacao de aveia com 12% de oferta e azevém com 10 e 20% de oferta, o valor de
L3/kg MS foi menor no estrato superior em relagao ao inferior.

No presente estudo foi visto que as massas e as alturas nao influenciaram

no numero de larvas infectantes recuperadas na pastagem.
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6 CONCLUSOES

A reducao significativa na eficacia apés o uso do monepantel em diferentes
doses por 6 meses condiz com o quadro de resisténcia parasitaria ao farmaco, em
pouco tempo de utilizagdo. Portanto, € importante incrementar o emprego de ag¢des
integradas de manejo que visem diminuir o uso de medicamentos de forma
indiscriminada, com o objetivo de retardar a resisténcia dos parasitas aos

medicamentos nos rebanhos.
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ANEXO 1 - PROCEDIMENTOS PARA A LAVAGEM DE PASTO

1. Colocar e submergir entre 0,5 a 1,0 kg de pasto em recipiente plastico
contendo 5 a 7 litros de agua e 10 mL de detergente n&o ibnico. Lavar o saco
plastico onde estavam as amostras e adicionar a solugéo ao recipiente.

2. Lavar o material em agua natural durante 5h. Durante este periodo, deve-
se agitar moderadamente o material a cada 30 minutos por 3 minutos, separando as
fibras e retornando-as para o meio. Este procedimento tem o objetivo de auxiliar na
separagao das larvas.

3. Feito isto, retira-se o pasto em pequenas quantidades, sob peneira em
cima do recipiente.

4. Logo apéds, deve-se passar todo material por peneira de 1mm (peneira
plastica simples) para remover particulas grandes, colocando a solugdo em novo
recipiente. Apos isto, deve-se passar o material por peneira de 38 pm onde entéo
serdo retidas as larvas. Pode-se adaptar uma peneira abaixo da outra, visando
economizar tempo.

5. Lavar com jato moderado a peneira logo acima de frascos/copos conicos.
Deixar o material em decantag&o por 3 h.

6. Descarta-se o sobrenadante dos frascos cénicos, ajustando o volume final
para 50 mL.

7. Imediatamente apds, adicionar 1 mL de solug¢ao iodada a 10% na solugao
contendo as larvas.

8. Apds 30 minutos deve-se adicionar 0,5 mL de tiosulfeto de sédio a 12%
para descolorir os parasitas de vida livre.

9. Agitar a amostra e retirar trés aliquotas de 0,5 mL para contagem e
identificacdo do género das larvas sob aumento de 10 e 40x.

10. Independentemente, uma amostra de pasto (100 g) deve ser secada em
estufa para determinagéo da matéria seca (MS).

Depois de convertida a média da aliquota para o volume total (50 mL), o
resultado deve ser expresso em: L3/kg MS (matéria seca) = No. de larvas contadas
e peso do pasto inicial/gramas (regra de trés)

Valores acima de 1.000 L3/kg MS de Trichostrongilideos: pastagem
moderadamente infectado. Valores acima de 5.000 L3/kg/MS: indicativo de infecgao

clinica em animais jovens.



