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ESTUDO DE RESISTENCIA ANTI-HELMINTICA AO MONEPANTEL EM
PROPRIEDADES DE OVINOS DE UMA MICRORREGIAO EM TORNO DE
JABOTICABAL-SP

RESUMO - O monepantel, anti-helmintico de uma nova classe, foi
desenvolvido e colocado no mercado recentemente, como solugdo para criagoes
com helmintos de ovinos multirresistentes. Apds pouco tempo de utilizacdo, foram
relatados casos de resisténcia contra o produto. Objetivou-se avaliar o perfil de
resisténcia ao monepantel em criacées de ovinos em uma microrregido em torno de
Jaboticabal-SP e caracterizar experimentalmente a resisténcia ao monepantel em
isolado de Haemonchus contortus. Foi realizado o teste de reducdo de ovos em dez
propriedades ovinocultoras proximas a Jaboticabal/SP, identificando a eficacia do
monepantel e levantando o histérico da utilizacdo do produto para determinacédo de
fatores de risco associados a resisténcia. Obteve-se isolado de H. contortus
resistente para teste critico. Apds coleta de fezes dos animais oriundos de
propriedade onde o vermifugo foi ineficaz, obteve-se larvas infectantes que foram
inoculadas em dois doadores para obtencdo de fémeas de H. contortus. Larvas
infectantes deste isolado foram inoculadas em dez animais. Apés confirmada a
paténcia, cinco animais receberam monepantel, grupo tratamento, e cinco nao
receberam, grupo controle. Exames de OPG foram realizados nos dias 0 (dia do
tratamento), 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 14 e os animais eutanasiados no dia 14, avaliando o
namero de H. contortus no abomaso dos animais dos dois grupos. Revelou-se que
em duas propriedades o monepantel foi ineficaz, em duas foi eficaz e nas outras seis
foi altamente eficaz. Os principais fatores predisponentes detectados foram:
intervalos curtos entre vermifugacdes, ndo alterndncia com outras bases quimicas,
tratamento massivo, raca e intensificacdo da criagdo. Observou-se H. contortus
resistente apods realizacdo do teste critico com eficacia de 24,65%. Conclui-se que
helmintos de ovinos ja estdo resistentes ao monepantel em criagbes brasileiras

localizadas no estado de Sao Paulo, especialmente o H. contortus.

Palavras-chave: derivados da aminoacetonitrila, eficacia, Haemonchus

contortus, nematoide, OPG, teste critico



ANTHELMINTIC RESISTANCE STUDY TO MONEPANTEL AT SHEEP
PROPERTIES LOCATED ON A MICRRORREGION ARROUND JABOTICABAL-
SP

ABSTRACT - Monepantel, anthelmintic of a new class, was recently developed and
released to the international market, it was presented as a solution for properties with
multirresistant helminthes. However, with little time utilization, were related cases of
resistance against this product. The objectives of this work were evaluate the
resistance profile of monepantel on sheep creations at a microregion around
Jaboticabal-SP and characterize experimentally the monepantel resistance on
Haemonchus contortus isolate. Initially, was accomplished egg count reduction test
at ten ovine properties located around Jaboticabal-SP, identifying the monepantel
efficacy and investigating the history of product use for determination risk factors
resistance associated. Posteriorly, a H. contortus resistant isolate was obtained for
the critic test. After animals collect stoll of a resistance suspected proprierty, there
were obtained infective larvae that were inoculated on two donors for females of H.
contortus obtainment and after, infective larvae production for inoculation in ten
animals. After patency confirmed, five animals received monepantel, treatment
group, and five didn’t receive, control group. The treatment day was day 0. Fecal egg
counts were performed on days 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 and 14 and the animals were
euthanized on day 14, evaluating the H. contortus number in the sheep abomaso of
both groups. The results of the fisrt part study revealed the monepantel was
ineffective in two properties, was effective in two properties and highly effective on
six properties. The risk factors detected were: short interval between anthelmintic
treatments, no alternation with other chemical bases, massive treatment, breed,
intensification of creation. In a second step, was observed H. contortus resistant after
performed the critc test, with an efficacy of 24,65%. We concluded that sheep
helminths are already monepantel resistant in brazilian creations located at S&o

Paulo state, especially Haemonchus contortus.

Key words: amino-acetonitrile derivative, efficacy, Haemonchus contortus, EPG,
critic test
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1 INTRODUCAO

A domesticacdo dos ovinos e o aproveitamento de sua carne e leite para
alimentacdo; e sua la e pele para protecdo foram de grande vantagem para o
homem (CHESSA et al., 2009). Hoje € uma espécie explorada economicamente em
varios paises, e o Brasil tem grande potencial para ovinocultura, especialmente de
corte.

O crescimento do setor sofre influéncias regionais relacionadas a cultura,
habitos de consumo e enfrenta dificuldades de logistica como a baixa disponibilidade
de frigorificos para abate e pouca homogeneidade dos animais fornecidos aos
frigorificos, e ainda problemas técnicos decorrentes do pouco conhecimento de
técnicos e criadores sobre a criacao de ovinos.

A ovinocultura no Brasil se iniciou junto com a colonizacao pelos portugueses,
esses pequenos animais foram trazidos com principal interesse na producao de 1a e
carne para suprir a necessidade dos colonizadores (COSTA; SIMOES; RIET-
SORREA, 2011). Atualmente, de acordo com o IBGE (IBGE, 2012), o rebanho ovino
brasileiro € composto por aproximadamente 17 milhdes de animais. O estado do Rio
Grande do Sul ocupa o primeiro lugar em nimero de cabec¢as seguido por alguns
estados da regidao nordeste. O estado de Sdo Paulo esta classificado na nona
posicdo dessa lista.

Como em todo sistema de producdo e independente do tipo de criacdo, 0s
ovinos sofrem com enfermidades, e 0 manejo sanitario precisa ser feito de forma
adequada a espécie (LUX HOPPE; TESTI, 2012). Entretanto, existe a tendéncia de
se criar ovinos com os conhecimentos que se sabe de criacdo de bovinos, a qual é
um tipo de criagdo mais tradicional no Brasil.

A espécie ovina é bastante sensivel as verminoses, em especial ao
nematdédeo Haemonchus contortus. Além de sua elevada patogenicidade, esses
helmintos sdo capazes de completar seu ciclo biolégico em espacos de tempo
curtos, possibilitando a selecdo de linhagens resistentes a medicamentos em curtos
periodos de tempo (CAVALCANTE et al., 2009).
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Uma vez que o tratamento anti-helmintico normalmente se baseia na
aplicacéo de anti-helminticos, a ineficacia desses farmacos geram problemas que
vao além de simples verminoses. Adicionalmente, o alto custo necessario para
desenvolvimento de novas moléculas com acédo anti-helmintica acarreta em baixa
disponibilidade de grupos quimicos diferentes para o tratamento (PRICHARD, 1994).

A necessidade de vermifugacfes esta relacionada, entre outros fatores, ao
sistema de criacdo e o manejo sanitario, pois irdo influenciar na carga parasitaria
dos animais. Sabe-se que quanto menor o intervalo entre as aplicacdes e anti-
helminticos, maior a pressao de selecéo para resisténcia anti-helmintica.

Além do problema com a resisténcia anti-helmitica, os custos de producao
podem se elevar de forma a reduzir os lucros ou até inviabilizar a criacdo. BARROS
et al. (2009) fez um estudo econdmico comparando diferentes sistemas de
terminacdo de cordeiros observando que o gasto com anti-helminticos foi o maior
responsavel pela diferenca no custo de producéo nos diferentes sistemas. O gasto
maior observado foi na criagdo de animais terminados a pasto com gasto anual de
R$835,71, que foi maior do que em outros sistemas de terminacdo em
confinamento.

Pensando em uma nova alternativa no controle de verminoses em ovinos, 0
monepantel, farmaco do grupo dos derivados da aminoacetonitrila, € a primeira
molécula comercial de um grupo quimico inteiramente novo, representando uma
alternativa ao tratamento de linhagens multiresistentes. Entretanto, apos trés anos
de utilizacdo comecaram a aparecer casos de resisténcia a esse famaco na Nova
Zelandia (SCOTT et al.,, 2013), no Uruguai (MEDEROS; RAMOS; BANCHERO,
2014) e na Holanda (VAN DEN BROM et al., 2015).

Dessa forma, estudar a eficacia dos anti-helminticos e tentar entender quais
fatores podem estar associados ao aparecimento de resisténcia anti-helmintica
podem auxiliar positivamente para o desenvolvimento de estratégias mais eficientes
no controle das verminoses e assim aumentar a rentabilidade das criagdes de
ovinos. Esses estudos ajudam a aumentar o periodo de utlizacdo de novas

moléculas, as quais sdo tao dificeis de serem desenvolvidas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Anti-helminticos

Um dos grandes entraves da ovinocultura brasileira e mundial sédo as
verminoses gastrointestinais. Desta forma, os medicamentos anti-helminticos séo
amplamente utilizados como principal ferramenta de controle de helmintos.

Dentre os nematoides gastrointestinais de ovinos, o Haemonchus contortus é
a principal espécie, seguido pelo Tricostrongylus colubriformis e outros géneros,
como Oesophagostomum, Cooperia, Strongyloides, Trichuris, Teladorsagia e
Nematodirus. A importancia de cada género de nematdide varia de acordo com a
regido geografica, clima, consorciagdo com outros animais, tipo de manejo, dentre
outros fatores regionais (AMARANTE et al., 1992).

Historicamente, os primeiros anti-helminticos utilizados foram derivados de
substancias naturais. Inicialmente, foi utilizado o sulfato de cobre em 1881 e o
tetracloreto de carbono em 1926. Na década de 40 foram introduzidas a fenotiazina
e a piperazina para o tratamento de nematddeos gastrointestinais. Em 1960 foram
descobertos os anti-helminticos de amplo espectro de atividade, maior eficacia e
menor toxicidade (SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2014).

A partir de entdo, anti-helminticos de amplo espectro de trés grupos
farmacolégicos com diferentes mecanismos de acdo tem sido utilizados por anos,
sendo eles os benzimidazéis, imidazotiazbis e lactonas macrociclicas (MARTIN,
1997). Recentemente, um novo medicamento com diferente mecanismo de acao foi
desenvolvido, o monepantel, primeiro representante do grupo dos derivados de
amino acetonitrila (KAMINSKY et al., 2008a).

Os anti-helminticos atuam por meio de mecanismos de acao distintos, mas de
forma geral, estdo agrupados em duas categorias: aqueles que agem mais
rapidamente nos canais idnicos de membrana celular e aqueles que agem mais
lentamente nos processos celulares bioquimicos (LECOVA et al., 2014). De

qualquer forma, podem interferir na producdo de energia, na coordenacao
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neuromuscular e na dinamica microtubular causando eliminagcdo dos parasitos
devido a inanicdo ou expulsdo por paralisia (SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI,
2014).

Os anti-helminticos do grupo dos benzimidazéis surgiram com o0
desenvolvimento do tiabendazol em 1961, o que marcou o inicio da era moderna
dos anti-hemlinticos de amplo espectro. Eles eram bastante vantajosos em relacao
aos primeiros existentes, pois eram mais seguros, eficazes contra uma ampla
variedade de helmintos nematoides e podiam ser administrados em esqguemas
versateis (ADAMS, 2003).

Os anti-helminticos deste grupo possuem afinidade a uma proteina estrutural
dos helmintos, a tubulina, se lingando a ela de forma a interferir no padréo de sua
despolimerizacdo para formacdo dos microtibulos (SPINOSA; GORNIAK;
BERNARDI, 2014). Mais especificamente, eles se ligam a -tubulina, a qual, por sua
vez, evita sua dimerizagdo com a a-tubulina e a polimerizacdo dos oligbmeros da
tubulina dentro dos microtubulos (ADAMS, 2003).

Desta forma, interrompe processos vitais para funcdo celular, jA& que os
microtibulos s&@o unidades estruturais essenciais de muitas organelas e séao
necessarios para indmeros processos celulares. Consequentemente, provocam
déficit energético por destruicdo das células intestinais e inibicdo da producédo de
ovos (ADAMS, 2003; SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2014).

Os imidazotiazo6is foram comercializados a partir de 1965, e o tetramisole foi o
primeiro principio ativo deste grupo quimico. Compdem este grupo o tetramisole e o
levamiosole, os quais penetram no parasita através da cuticula, atuando nos
receptores nicotinicos sinapticos e extrassinapticos das membranas das células
musculares dos helmintos. Esse processo induz a abertura dos canais idnicos, o0 que
aumenta a conducdo de sodio e provoca a despolarizacdo da membrana. Desta
forma, sdo considerados agonistas colinérgicos, e provocam contracdo muscular e
paralisia espastica dos parasitas, que sao posteriormente eliminados do hospedeiro
(MARTIN, 1997; SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2014).

As lactonas macrociclicas constituem a mais importante familia de anti-
helmiticos devido a sua grande utilizacdo. S&o bastante aceitas no mercado por

razbes econdmicas e devido a alta eficdcia, amplo espectro de acdo e baixa
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toxicidade; além disso, € o Unico grupo de anti-helminticos que pode ter acéo
endectocida (MCCAVERA; WALSH; WOLSTENHOLME, 2007; PRICHARD;
ROULET, 2007).

Estes medicamentos penetram nos parasitos supostamente por absorcéo
transcuticular ou ainda, por via oral, nos helmintos hematofagos (SPINOSA;
GORNIAK; BERNARDI, 2014). V&o agir provocando paralisia seletiva dos parasitas,
pelo aumento da permeabilidade de ions cloro (CI) no musculo, potencializando os
canais ionicos mediados pelo glutamato (GIuCl). Em baixas concentragoes,
potencializa o efeito do glutamato, e em altas concentracdes, abrem os canais
mediados diretamente pelo glutamato (MARTIN, 1997)

O grupo de anti-helminticos derivados de aminoacetonitrila, surgiu
recentemente como uma solucdo para rebanhos que apresentavam multi-
resisténcia, o que representa um problema global crescente. Representante deste
grupo, o monepantel foi introduzido no mercado primeiro na Nova Zelandia, em 2009
(HOSKING et al., 2010) e depois no Brasil em 2012. Detalhes do seu modo de acéao,

farmacocinética e farmacodinamica serdo revisados separadamente.

2.2 Farmacocinética e farmacodinamica do monepantel

Os primeiros estudos para entender o mecanismo de acdo deste grupo de
anti-helminticos foram realizados em Caenorhabditis elegans, 0s quais
determinaram o0 gene acr-23 como o principal alvo nesta espécie de helminto
nematoide (KAMINSKY et al., 2008b). Ja em isolados de Haemonchus contortus, foi
relatado o gene monepantel-1 (Hco-mptl-1) como maior candidato para agao desse
farmaco (KAMINSKY et al, 2008b; RUFENER et al., 2009).

O monepantel atua no receptor nicotinico nAchR, que é encontrado apenas
em nematodeos. Mais especificamente, atuam nas subunidades Cel-acr-23 (ou
ACR-23) e Hco-mptl-1 (MPTL-1), que sdo membros da subfamilia DEG-3 de genes
das subunidades do receptor de acetilcolina. Este grupo de medicamentos atua,
portanto, como agonista dos canais idnicos, 0 que causa hipercontracdo e
consequente paralisia espastica do nematédeo (SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI,

2014). Apods estudo com algumas espécies de nematoides pesquisando outras
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subunidades dos receptores nicotinicos, Rufener et al. (2010) sugeriram que, além
do MPTL-1, que é o alvo primario do monepantel, o DES-2 pode ser um alvo
secundario.

Certas subunidades da superfamilia de ligantes de canais i6nicos
proporcionam alvos especificos de drogas anti-heminticas. Os imidazotiazois
também agem como agonistas de nAChR. Entretanto, em subunidades distintas do
monepantel (RUFENER et al., 2010).

Foi verificado que o monepantel possui baixa toxicidade e boa tolerabilidade
para ruminantes e roedores, com uma meia vida terminal de 215 horas (KAMINSKY
et al., 2008b). O fabricante do medicamento (Novartis Salde Animal) recomenda
caréncia de 7 dias para abate e ndo recomenda a utilizacdo em animais produtores

de leite para consumo humano.

2.3 Resisténcia anti-helmintica

Cavalcante et al. (2009) definiram resisténcia parasitaria como o fenébmeno
que impede um farmaco de manter a mesma eficacia contra os parasitas, se
utilizada nas mesmas condigcdes e apés um determinado periodo de tempo. Ja Coles
et al. (1992) sugeriram que ela esta presente quando a eficacia da dose terapéutica
normal esta abaixo de 95%.

Coles et al. (2006) revisaram varios métodos que podem ser utilizados para
deteccao de resisténcia anti-helmintica, tais como: teste de redugédo na contagem de
ovos, teste de eclodibilidade de ovos, teste de desenvolvimento larval, testes
moleculares, testes de eficacia controlados e testes in vitro. Estes tem sido utilizados
e demonstrando que atualmente, varios paises apresentam problemas com baixa
eficacia de anti-helminticos. Em algumas situacoes, isto acontece aos trés grupos
quimicos disponiveis, a exemplo do ocorrido na Africa do Sul (VAN WYK; MALAN;
RANDLES, 1997).

A resisténcia parasitaria tem causado grande impacto na produgao de ovinos,
em paises como a Africa do Sul, Australia e Nova Zelandia. Varios produtores

tradicionais estdo desativando seus criatérios devido a escassez de alternativas para
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o0 combate das infecgbes parasitarias e a baixa produtividade dos rebanhos (VAN
WYK MALAN; RANDLES, 1997). Este fato tem ocorrido também em criagcdes aqui
na América do Sul (RAMOS et al., 2002; MEJIA et al., 2003; SCZESNY-MORAES;
BIANCHIN; SILVA, 2010).

Relatos de problemas com resisténcia anti-helmintica primeiramente
apareceram logo apds a introdugdo do tiabendazole em 1964. Ainda, casos
documentados de resisténcia envolvendo compostos benzimidazélicos proliferaram
nos anos 70 (PRICHARD, 1994).

Este problema disseminou-se pelo mundo inteiro, com varios relatos de
resisténcia aos principais principios ativos utilizados. Gopal, Pomroy e West (1999)
fizeram o primeiro relato de resisténcia a ivermectina em um isolado de T.
colubriformis na Nova Zelandia.

A resisténcia anti-helmintica multipla em caprinos foi detectada por Miller e
Craig (1996) nos Estados Unidos, em um isolado de H. contortus resistente a
ivermectina, alcangando um percentual de eficacia de -179%, 1% e 23% para a
ivermectina, fenbendazol e levamisol, respectivamente. Estes mesmos autores
citaram o primeiro relato de desenvolvimento de resisténcia natural de Haemonchus
contortus a ivermectina nos Estados Unidos, no ano de 1990.

Sczesny-Moraes, Bianchin e Silva (2010) relataram que os primeiros registros
de resisténcia a anti-helminticos no Brasil surgiram nos anos 60, ocorrendo em
primeiro lugar, no Rio Grande do Sul, em 1967, com resisténcia de Haemonchus
contortus ao tiabendazole. Amarante et al. (1992) constataram resisténcia multipla
ao oxfendazol, levamisol e ivermectina na maioria das propriedades estudadas no
Estado de S&o Paulo, sendo Trichostrongylus resistente ao levamisol e Haemonchus
aos trés anti-helminticos testados (oxfendazol, ivermectina e levamisol).

Echevarria et al. (1996) observaram resisténcia antihelmintica em 97% das
182 propriedades avaliadas no Rio Grande do Sul, sendo que 90% apresentaram
resisténcia ao albendazole, 84% ao levamisole e 73% a combinagao de albendazole
e levamisole.

Ramos et al. (2002) avaliaram 65 rebanhos ovinos em Santa Catarina
observando que a multi-resisténcia estava presente na maioria dos rebanhos. Nos

rebanhos analisados 77% apresentavam Haemonchus spp resistentes a
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ivermectina, 74% Haemonchus spp resistentes ao albendazole e 13% Haemonchus
spp resistentes ao closantel. Em 15% dos rebanhos foi observada resisténcia ao
levamisol, e neste caso, a resisténcia ocorreu com Trichostrongylus spp (44%) e
Ostertagia spp (39%).

Sczesny-Moraes, Bianchin e Silva (2010) ao avaliar os géneros de
nematdides presentes na coprocultura pré e pos tratamento com diferentes anti-
helminticos no estado do Mato Grosso do Sul, observaram que 80% de
Haemonchus contortus presentes pré-tratamento estavam presentes apds o
tratamento, demonstrando quadro de resisténcia parasitaria.

De forma geral, quanto mais se controla os vermes com drogas, mais
facilmente a resisténcia se desenvolve. Isto porque o tratamento com drogas leva ao
aparecimento de vermes resistentes, pois quando conseguem se reproduzir,
contribuem com genes resistentes para a proxima geracado (SANGSTER, 1999).

Algumas praticas de manejo podem minimizar estes efeitos, sendo
recomendados esquemas estratégicos e seletivos para tratamento e, desta forma,
mantendo-se uma maior quantidade de larvas de helmintos em refugia. Isto quer
dizer que, fazendo a vermifugacdo dos animais baseada em informacdes do ciclo
biolégico dos helmintos da regido e das condi¢cdes climaticas (tratamento
estratégico) ou ainda, de forma seletiva baseada na necessidade do tratamento, por
avaliacdes de coloracdo da mucosa ocular (método Famacha), avaliacdo da carga
parasitaria por exames de fezes ou avaliacdo do ganho de peso, parte dos helmintos
ndo entrardo em contato com o vermifugo (COSTA; SIMOES, RIET-CORREA,
2011).

Assim, o termo refugia € utilizado para definir um grupo de larvas que
permanece na pastagem sem sofrer acédo das drogas, sendo consideradas como um
estoque de larvas susceptiveis. Um fator importante para minimizar o fendébmeno da
resisténcia anti-helmintica sdo as larvas em refugia, pois o aparecimento da
resisténcia anti-helmintica esta intimamente ligado ao sucesso da progénie que
sobreviveu ao tratamento (VAN WYK, 2001).

O controle de helmintos de forma supressiva pode aumentar a pressao de
selegdo para resisténcia. Echevarria et al. (1996) relataram que propriedades em

que os cordeiros recebiam menos que trés tratamentos/ano observou-se 6,7% de
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resisténcia; com 4 a 6 tratamentos observou-se 44,9% e com mais de 7
tratamentos/ano observou-se 48,3% de resisténcia. Os principais nematédeos que
se mostraram resistentes foram Ostertagia, Haemonchus e Trichostrongylus.

Geralmente, suspeita-se de resisténcia anti-helmintica quando se obtém baixa
resposta apos o tratamento anti-helmintico. Por outro lado, a falha na resposta ao
medicamento nao significa, necessariamente, resisténcia anti-helmintica, pois alguns
sinais clinicos nao sao especificos e podem ser devido a outras doencas ou a
nutricao deficiente (VIEIRA, 2008).

Algumas praticas podem favorecer o aparecimento da resisténcia
parasitaria. Estdo entre os fatores predisponentes: tratar o rebanho em intervalos
curtos, especialmente quando estes sao inferiores ao periodo pré-patente dos
helmintos; alternar diferentes familias de medicamentos em intervalos inferiores a
um ano; utilizar produtos de ag¢do prolongada com grande frequéncia no ano, ou
seja, acima de trés vezes; adquirir animais contaminados com parasitas resistentes;
tratar o rebanho todo, chamado tratamento massal, impedindo a sobrevivéncia de
parasitas em refugia (CAVALCANTE et al., 2009; COSTA ; SIMOES; RIET-CORREA,
2011)

2.4 Resisténcia anti-helmintica ao monepantel

O monepantel foi desenvolvido em 2008 na Nova Zelandia sendo inicialmente
comercializado no mesmo pais em 2009 e desde entdo mostrou-se totalmente
efetivo contra nematoides multi-resistentes (HOSKING et al., 2010; KAMINSKY et
al., 2011; GEORGE et al., 2012 e SAGER et al., 2012).

Scott et al. (2013) avaliaram a eficacia do monepantel em caprinos e ovinos
por meio do teste de reducdo de ovos, observando 0% de eficacia. Realizaram
também um teste de eficacia controlado em ovinos com o0 objetivo de confirmar os
resultados obtidos anteriormente, e a falha na eficiéncia foi confirmada em ovinos
abatidos, especialmente em relacdo a Teladorsagia circumcincta (0,0%) e
Trichostrongylus colubriformis (9,0%). De forma curiosa, a eficacia contra o
Oesophagostomum venulosum ficou também abaixo do esperado, com 48%. Ainda,

foi demonstrada nenhuma eficacia contra Capillaria spp, Trichuris spp e
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Strongyloides spp, entretanto, até entdo nao foi registrada atividade do monepantel
contra estes parasitas.

Um segundo relato de resisténcia ao monepantel foi descrito por Mederos,
Ramos e Banchero (2014) no Uruguai, que realizaram o teste de reducdo de ovos
para investigar a suspeita de ineficiéncia do vermifugo em duas criacdes de ovinos,
que foi comprovada. Neste caso, o principal helminto envolvido, na avaliagdo da
coprocultura antes e apos o tratamento foi o Haemonchus spp.

O terceiro e mais recente relato de resisténcia ao monepantel ocorreu na
Holanda (VAN DEN BROM et al., 2015) em uma criacdo de ovinos. Neste pais o
monepantel foi introduzido em 2011 e em 2014 esta propriedade ja estava tendo
problemas com cordeiros doentes e mortalidade de 131 animais apés 10 dias do
tratamento. Apos teste de reducdo de ovos nas fezes foi observada eficacia de 0%
com coprocultura pré e pos-tratamento, apresentando 100% de larvas de
Haemonchus.

Da mesma forma que foi relatado nos dois estudos anteriores, na propriedade
do estudo em questdo (VAN DEN BROM et al., 2015), o monepantel foi utilizado
como Uunico vermifugo por dois anos. Assim, sabe-se que a resisténcia ao
monepantel se desenvolve em um numero limitado de ciclos de geracdes, diferente
do que aconteceu com os medicamentos dos outros grupos de anti-helminticos.

Os mecanismos de resisténcia anti-hemintica parecem nao ser faceis de
serem identificados. E dificil estabelecer uma comparacéo de populacées resistentes
e suscetiveis de helmintos em nivel molecular e genético e, desta forma, estabelecer
um critério para relacionar um alelo ou um polimorfismo a resisténcia anti-hemintica.
Entretanto, j& foram evidenciadas mutacdes nos genes que compdem 0s receptores
para ivermectina em populagcbes de nematoides resistentes, assim como
polimorfismo da B-tubulina associado a resisténcia do Haemonchus contortus aos
benzimidazois (MCCAVERA; WALSH; WOLSTENHOLME, 2007).

Nos trés trabalhos que pesquisaram e confirmaram resisténcia anti-helmintica
do monepantel em helmintos parasitas de animais a campo (SCOTT et al., 2013;
MEDEROS; RAMOS; BANCHERO, 2014; VAN DEN BROM et al., 2015) ndo foram
realizados estudos moleculares para melhor entendimento do mecanismo de

resisténcia.
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A resisténcia ao monepantel foi registrada em condi¢cées experimentais em
Caenorhabditis elegans e Haemonchus contortus antes da sua introducédo em 2009.
Foi induzida a resisténcia com subdosagens do medicamento e 0 mecanismo de
acao proposto estava relacionado aos genes que mostraram mutagées, 0s quais sao
das subunidades do receptor nAChR j& mencionados anteriormente. Assim, foi
sugerido que mesmo que este medicamento tenha demonstrado ser altamente
efetivo, seria importante utiliza-lo de forma consciente associada a outras medidas

de controle para evitar o aparecimento da resisténcia (KAMINSKY et al., 2008b).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Avaliar o perfil de resisténcia ao monepantel em criagdes de ovinos proximas
a Jaboticabal-SP.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a efichcia do monepantel em propriedades ovinocultoras em uma
microrregido em torno de Jaboticabal-SP, pelo de teste de reducdo de ovos nas
fezes e avaliar possiveis fatores de risco associados a resisténcia.

Avaliar a eficacia do monepantel em uma linhagem de Haemonchus contortus
em propriedade criadora de ovinos com suspeita de baixa eficacia por meio do teste

critico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Situacdo de resisténcia do anti-helmintico monepantel em criacdes de
ovinos em uma microrregido em torno de Jaboticabal/SP

Foram visitadas dez propriedades de criagdo de ovinos no estado de Sao
Paulo em uma microrregido em torno de Jaboticabal, cujos pontos de localizagao
geografica foram registrados com auxilio de aparelho de GPS (Sistema de
Posicionamento Global) e demonstrados em mapa geografico de pontos (Figura 1)
utilizando o software Maplnfo®ProfessionaI versao 7.5. A caracterizagao da criagcao e

a geoposicao destas dez propriedades estao descritas na Tabela 1.
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FIGURA 1. Representacao da localizagao geografica das dez propriedades criadoras
de ovinos dentro do estado Sdo Paulo-Brasil (A); Distribuigdo geografica
das dez propriedades em uma microrregiao em torno de Jaboticabal-SP
(B). Os numeros 2, 4 e 7 representam as propriedades que estdo no
municipio de Jaboticabal.
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TABELA 1. Localizacbes e caracterizagdo dos sistemas de criacdo e ragas criadas
em dez propriedades ovinocultoras na microrregido em torno de
Jaboticabal que foram utilizadas no estudo da situagao de resisténcia do

monepantel.
Propriedade Municipio Geoposigcao Sistema de Racas criadas
criacao
1 Cravinhos S 21°18’36.8” Extensivo Dorper, Poll
W 47°41°20.3” Dorset, Texel
2 Jaboticabal S 21°09'47.8” Extensivo Santa Inés
W 48°10737.8”
3 Taquaritinga S 21°23'42” Extensivo Santa Inés,
W 48°34°13.7” Dorper
4 Jaboticabal S 21°14’21.61” Semi-intensivo Poll Dorset
W 48° 17°39.67”
5 Onda Verde S 20°34’29.1” Misto Santa Inés
W 49°11’17.7”
6 Guariba S 21°25°56.64” Misto Santa Inés,
W 48°12’'33.89” Dorper
7 Jaboticabal S 21°14°36.17 Intensivo Santa Inés
W 48°16°36.0”
8 Taquaritinga S 21°29'34.0” Extensivo Santa Inés,
W 48°39°00.6” Dorper
9 Taquaritinga S 21°24’30.7” Semi-intensivo Texel, Dorper,
W 48°28'37.0” White Dorper,
Santa Inés
10 Monte Alto S 21°16’48.95” Intensivo Santa Inés,
W 48°27°42.65” Texel

Algumas propriedades eram mais tecnificadas e criavam diferentes ragas e

outras menos tecnificadas, e ainda tendo variagcbes no regime de criagdo, com

criagdes intensivas, semi-intensivas e confinadas (Figura 2). Na propriedade 1 os

animais eram criados em sistema extensivo, porém, com alta tecnificagao.
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FIGURA 2. Criagdes de ovinos em sistemas intensivo, semi-intensivo e confinado,
com diferentes ragas. A - Ovinos da raga Santa Inés em sistema intensivo
da propriedade 7; B — Ovinos da raga Poll Dorset em sistema de criagao
semi-intensivo da propriedade 4 ; C — Ovinos da raga Texel em sistema
semi-intensivo da propriedade 9; D- Ovinos de cruzamento Santa Inés x
Dorper em sistema extensivo da propriedade 8.

Um levantamento do histérico da utilizacdo do monepantel, foi realizado,
assim como, do calendario de vermifugacdo em cada propriedade visitada, afim de
levantar fatores de risco associados a eficacia do monepantel. O roteiro de
informagdes a serem coletadas esta no ANEXO 1.

Coletas de fezes, da maioria dos animais das propriedades, foram realizadas.
Com a mao enluvada, eram coletadas fezes diretamente do reto, ndo sendo permitido
o contato com o solo, evitando assim possivel contaminagdo. Foram acondicionadas em
sacos plasticos identificados individualmente e mantidas refrigeradas em caixa
isotérmica até chegada ao laboratério do departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva e Reprodugao Animal da FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal.

Chegando ao laboratério, as amostras ficaram armazenadas em refrigerador
(2 a 8° C) até o momento do processamento, que ocorreu no maximo 48 horas apoés

a coleta.
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Foi realizado o exame de contagem de ovos por grama de fezes (OPG) de
acordo com a técnica de Gordon e Whitlock modificado por Ueno e Gongalves
(1998). Utilizou-se 2 gramas de fezes maceradas de cada animal as quais foram
homogeneizadas em 58 mL de solugédo salina saturada e coadas. Posteriormente,
colocadas na camara de MacMaster para contagem e determinagdo da quantidade
de ovos por grama de fezes (OPG) por animal.

Os ovinos que apresentaram contagem de OPG 21000 foram utilizados para o
teste de redugdo de ovos. As amostras ndo foram colhidas ao acaso, pois se
procurou selecionar animais que tinham maior probabilidade de estar com altas
contagens de OPG, dando preferéncia para aqueles com sinais clinicos de
verminose ou para as categorias mais predisponentes.

Desta forma, o numero de animais utilizados por propriedade foi variavel,
mas, era necessario pelo menos 8 animais com OPG 21000 para a propriedade ser
selecionada para o estudo. Nao foi possivel fazer grupos separados para diferentes
faixas etarias, pois ndo havia pelo menos 8 animais de cada faixa etaria nas
propriedades. A Tabela 2 detalha o numero de animais selecionados com OPG
=1000.

TABELA 2. Caracterizagdao do tamanho das criagcbes de ovinos da microrregidao ao
redor de Jaboticabal-SP. Descricdo do numero de animais utilizados no
teste de reducdo de ovos (OPG 21000) cuja amostragem foi realizada
selecionando os animais das propriedades com maior probabilidade de
estar com alta contagem de ovos por grama de fezes.

Propriedade Tamanho da criagao NUmero de animais utilizados no
(cabecgas) teste de reducgéao de ovos (OPG21000)
1 1000 16
2 350 27
3 40 20
4 30 13
5 257 08
6 70 23
7 70 10
8 50 16
9 200 19
10 200 17
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Para o teste de reducdo de ovos, os animais selecionados receberam
tratamento com monepantel’ na dosagem de 1mL/10Kg de peso vivo, por via oral,
no dia considerado dia zero (D0). Quatorze dias pés-tratamento (D14), foi repetida a
coleta de fezes para determinacdo da eficacia do monepantel baseada nos valores
das contagens de ovos obtidas no DO e no D14.

Coproculturas das fezes foram realizadas também no dia do tratamento com
monepantel (DO) e quartorze dias apos (D14) segundo a técnica de Roberts e
O’Sullivan (UENO; GONCALVES, 1998). As fezes foram maceradas e misturadas
em maravalha autoclavada e, posteriormente, mantidas em recipientes por sete dias
garantindo condigbes de temperatura e umidade para desenvolvimento de larvas
infectantes.

As larvas infectantes foram extraidas e entdo, identificadas de acordo com
critérios estabelecidos por Ueno e Gongalves (1998) e Van Wyk, Cabaret e Michael
(2004).

4.2 Testes da eficacia do monepantel em ovinos experimentalmente

infectados com um isolado de Haemonchus contortus

Uma das dez propriedades selecionadas para o estudo da “Situacédo de
resisténcia do anti-helmintico monepantel em propriedades de ovinos na regido de
Jaboticabal/SP”, foi escolhida para esta segunda etapa do trabalho.

Foram selecionados seis ovinos da propriedade 1, localizada no municipio de
Cravinhos, com suspeita de baixa eficAcia do monepantel. Estes animais
apresentavam contagens de OPG=2500, apds a quantificagdo da carga parasitaria
pelo método de Gordon e Whitlock modificado por Ueno e Gongalves (1998),
conforme descrito anteriormente.

Os animais receberam tratamento anti-helmintico composto de monepantel,
na dosagem de 1mL/10Kg de peso vivo por via oral o que corresponde a 2,5mg/Kg
de peso vivo. No D14 foram realizadas coproculturas das fezes segundo a técnica
de Roberts e O’Sullivan (UENO; GONCALVES, 1998), para obtencdo de larvas
infectantes L3 que foram identificadas segundo critérios estabelecidos por Ueno e
Goncalves (1998) e Van Wyk, Cabaret e Michael (2004).

! Zolvix® — Novartis Satde Animal
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A linhagem supracitada foi inoculada em dois ovinos doadores, oriundos de
uma propriedade distinta, por via oral para producédo de indculos puros de L3 de H.
contortus (linhagem resistente). Estes animais doadores eram carneiros jovens, com
idade inferior a um ano, de racas mesticas. Monitoramento por analises
parasitolégicas (OPG) e tratamento com os anti-helminticos moxidectina,
monepantel, e triclorfon foram realizados anteriormente para garantir que estavam
livres de parasitas no momento da infeccdo experimental.

Os ovinos foram mantidos no departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva e Reproducdo Animal da FCAV/UNESP, Céampus de Jaboticabal em
baias suspensas, pra evitar possiveis reinfeccdes. Receberam neste periodo
alimentacdo composta por silagem de milho adicionado de ragdo comercial para
cordeiros, além de agua potavel oferecida ad libitum.

ApOs infeccdo experimental, respeitou-se um periodo de paténcia de 32 dias.
As fémeas de H. contortus entdo foram obtidas do abomaso destes ovinos
doadores, que foram eutanasiados, conforme as recomendacdes éticas descritas no
Guia Brasileiro de Boas Praticas Para Eutanasia em Animais (CFMV, 2013). Na
sequéncia, o trato gastrointestinal dos ovinos foi separado por seus segmentos
anatdmicos (abomaso, intestino delgado e intestino grosso), os abomasos isolados e
separados por ligaduras duplas com fio de algodéo.

Em seguida, cada abomaso foi aberto com auxilio de um enter6tomo e toda a
mucosa lavada em agua corrente para colheita do contetdo total e dos parasitas
presentes. Os conteudos totais de cada segmento foram submetidos a uma segunda
lavagem e tamisados em tamis (Tyler 48, abertura 0,297mm) para concentracao das
amostras (WOOD et al.,, 1995, VERCRUYSSE et al, 2001). As fémeas de H.
contortus foram selecionadas de acordo com critérios taxondmicos descritos por
Levine (1968), Costa (2013) e Ueno e Gongalves (1998).

Entdo, elas foram colocadas em placas de Petri com PBS e mantidas em
estufa B.O.D. a 37°C, com iluminagdo desativada, para oviposigdo. Ao final do
processo, 0s ovos obtidos foram cultivados em vermiculita por cerca de 10 dias,
tempo suficiente para evoluirem ao terceiro estagio, obtendo-se as Lz de

Haemonchus contortus resistente ao monepantel.
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O fluxograma ilustrando a fase de obtencdo de larvas infectantes (L3) da

linhagem resistente de Haemonchus contortus ao monepantel esta na Figura 3.

DO

D14

D21

14 DIAS

7 DIAS

OPG

OPG

MONEPANTEL COPROCULTURA

D21

D53

D63

32 DIAS (PATENCIA)

10 DIAS

INOCULAGCAO EM
DOIS DOADORES Coprocultura

NECROPSIA
PARASITOLOGICA:
obtencao de fémeas

de H. contortus

Ovipostura

FIGURA 3. Fluxograma ilustrando o delineamento experimental na fase de obtencéo
de larvas infectantes (L3) de uma linhagem resistente de Haemonchus
contortus ao monepantel, que se iniciou no dia 0 (DO) e a obtencéo

ocorreu apos 63 dias (D63)

Esta linhagem de H. contortus obtida foi inoculada por via oral em dez ovinos

jovens, com idade inferior a um ano, de ragas mesticas com contagens negativas de

OPG. Receberam 5000 larvas infectantes (Lsz) de Haemonchus contortus, e foram
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entdo mantidos no departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducéo
Animal da FCAV/UNESP, Céampus de Jaboticabal, durante todo periodo
experimental, em baias individuais suspensas, impossibilitando possiveis
reinfeccdes. Neste periodo, tiveram alimentacdo composta por silagem de milho
adicionado de racdo comercial para cordeiros, além de agua potavel oferecida ad
libitum.

Apés a infeccdo experimental, os animais foram monitorados até
determinacao da paténcia, que foi de 32 dias. Os ovinos foram entdo alocados nos
grupos experimentais levando-se em conta as médias de OPG do dia -1 (um dia
antes do tratamento com monepantel), como critério para sua distribuicdo aos pares
em cinco baias suspensas, de forma que as médias de OPG dos grupos foram
estatisticamente iguais.

Dentro de cada baia, os animais foram aleatoriamente alocados de forma que
ficasse um animal do grupo controle e um animal do grupo tratado em cada uma de
cinco baias. Apés esse sorteio, cinco animais foram tratados na data experimental
zero (DO), pela via oral, com monepantel na dose 2,5 mg/Kg, no volume de 1 mL/10
Kg de peso corporal e outros cinco animais mantidos como controle, que receberam
a mesma dosagem de agua destilada..

Foram colhidas fezes dos ovinos, infectados experimentalmente, diretamente
do reto, ndo sendo permitido o contato com o solo, evitando assim possivel
contaminacdo. As amostras foram identificadas com o nimero do animal e data de
colheita. As fezes colhidas permaneceram refrigeradas (2-8°C) até o momento das
contagens de OPG (ovos por grama de fezes), que ocorreu até 48 horas pos-
colheita.

As contagens de OPG foram realizadas, nos dez ovinos, nos dias 0, 2, 4, 6, 8,
10, 12 e 14, para monitoramento, sendo considerando o dia 0 (D0), o dia do
tratamento com monepantel,. Estas analises foram realizadas de acordo com a
técnica de Gordon e Whitlock modificado por Ueno e Gongalves (1998). Foram
utilizados os dados do dia 0 e 14 para teste de reducdo da contagem de ovos e
determinacao da taxa de eficacia do monepantel.

Os ovinos dos dois grupos experimentais foram necropsiados no D14. Apés

jejum de 24 horas, foram eutanasiados conforme as recomendacdes éticas descritas
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no Guia Brasileiro de Boas Praticas Para Eutanasia em Animais (CFMV, 2013). Na
sequéncia, o trato gastrintestinal dos ovinos foi separado por seus segmentos
anatdbmicos (abomaso, intestino delgado e intestino grosso), os abomasos isolados e
separados por ligaduras duplas com fio de algoddo. Em seguida, cada abomaso foi
aberto com auxilio de um enter6tomo e toda a mucosa lavada em &agua corrente
para colheita do contetdo total e dos parasitos presentes.

Os conteudos totais de cada segmento foram submetidos a uma segunda
lavagem e tamisados em tamis (Tyler 48, abertura 0,297mm) para concentracdo das
amostras, além de armazenagem em potes plasticos acrescidos de formol a 10%
pré-aquecido a 70°C (WOOD et al., 1995, VERCRUYSSE et al, 2001).

A carga parasitaria total dos conteudos abomasais foi coletada utilizando-se
estereomicroscopio e suas identificacbes especificas realizadas por meio da
avaliacdo morfolégica do nematddeo de acordo com o0s critérios taxonémicos
descritos por Levine (1968), Costa (2013) e Ueno e Gongalves (1998).

O delineamento experimental desta etapa do trabalho esta ilustrado na Figura

Divisao dos Necrdpsia

grupos parasitolégica
experimentais

D2

D.1 DO D4 D6 D8 D10 D12

FIGURA 4. Fluxograma do delineamento experimental das avaliacdes de eficacia
por meio de teste de reducdo de ovos e teste critico, que ocorreram
apos infeccdo experimental com Lz de H. contortus resistente ao
monepantel. No dia menos um (D.;) foi realizado OPG (ovos por grama
de fezes) para divisdo dos dois grupos experimentais (tratamento com
monepantel e controle). No DO, os animais do grupo tratado receberam
monepantel. Foi realizado monitoramento com OPG nos quatorze dias
posteriores ao tratamento. Utilizaram-se os dados de OPG do DO e do
D14 para determinar a taxa de reducdo e taxa de eficacia do teste de
reducdo de ovos e os dados da necropsia parasitologica do D14 para
eficacia do teste critico.
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4.3 Analise dos dados

A analise dos resultados do teste de reducdo de ovos realizado em animais
infectados naturalmente, foi feita a partir dos resultados das contagens de OPG
inicial (D0) e OPG final (D14). Para realizar este céalculo, foram consideradas as
contagens de OPG de cada grupo no dia zero (OPG inicial), ou seja, cada grupo
experimental, antes de receber o tratamento, desempenhou a funcédo de controle

(COLES et al., 1992), como mostra a formula abaixo:

% de Reducgéo = Média de OPG no DO — Média de OPG no D14 x100
Média de OPG no DO

Em animais infectados experimentalmente com linhagem resistente de H.
contortus, a taxa de reducéo de ovos foi obtida conforme descrita anteriormente e a
taxa de eficacia foi determinada de acordo Wood et al. (1995), utilizando a formula a

seqguir:

Média de OPG - Média de OPG
do grupo controle do grupo tratado x100

% de Eficacia =
Média de OPG do grupo controle

As médias aritméticas foram utilizadas para estimar a percentagem de
reducdo de helmintos, para cada grupo, pela férmula preconizada pelo MAPA (1997)
e Vercruysse et al. (2001), descrita abaixo. Para determinacdo de populactes
resistentes, utilizou-se a média aritmética, conforme preconizam estudos (DOBSON
et al., 2009, VERCRUYSSE et al., 2002).

Média do n°de helmintos - Média do n° de helmintos

do grupo controle do grupo tratado x100

% de Eficacia =
Média do n° de helmintos do grupo controle
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As médias de contagens de ovos foram log-transformadas [log(x+1)] devido a
grande variabilidade numérica dos dados. Estes dados, e também, a contagem total
de adultos, foram comparadas por teste t simples ou Mann-Whitney, em
dependéncia do padrédo de distribuicdo dos valores. Todos os resultados foram
descritos na forma de média artiméticatdesvio padrdo, considerando nivel de

significancia p=<0,05.
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5.1 Situacédo de resisténcia do anti-helmintico monepantel em propriedades

de ovinos em uma microrregido em torno de Jaboticabal/SP

As médias aritméticas de contagem de ovos por grama de fezes no dia da

aplicacdo do monepantel (D0) e apos 14 dias (D14) estdo apresentadas na Tabela

3.

TABELA 3. Médias aritméticas de contagem de ovos por grama de fezes no dia da

aplicacdo do monepantel

(DO) e ap6s 14 dias (D14) em dez
propriedades de uma microrregido em torno de Jaboticabal.

OPG

Propriedade DO D14 p* U*r*
1 13225+15837° 2787,5+5210,1° 0,0016 44,0
2 9714,81+113634 0
3 15080+14150 0
4 24846,2+30303% 13046,1+12182% 0,4417 69,0
5 327512782 0
6 3026,1+3816

3160+3097

8 4168,7+3397° 6,2+25° <0,0001 0,0
9 10936+20774% 836,8421+ 970,2° <0,0001 26,0
10 6511,8+6852% 523,5+599,5" <0,0001 10,5

@ Jetras diferentes na mesma linha séo diferentes estatisticamente apos teste de Mann-Whitney

*p — valor de significAncia do teste estatistico

** U — valor do teste estatistico de Mann-Whitney

Nas propriedades 2, 3, 5, 6 e 7 as contagens de OPG foram iguais a zero no

D14, onde o anti-helmintico teve uma alta capacidade de reduzir a contagem de

ovos nas fezes. O mesmo aconteceu na propriedade 8, onde ele reduziu 0os ovos
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quase por completo. No restante das propriedades (1, 4, 9 e 10) a capacidade de
reducao foi menor.

Os resultados de OPG do DO e do D14 foram colocados na férmula para
calculo da taxa de reducédo de ovos, e assim, observou-se que nas propriedades 2,
3, 5, 6, 7 e 8 0 monepantel foi altamente efetivo, nas propriedades 9 e 10 ele foi
efetivo, e nas propriedades 1 e 4 ele foi insuficientemente ativo, de acordo com 0s
padrées estabelecidos para testes de eficacia de anti-helminticos em ruminantes
pelo Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (BRASIL, 1997). Os critérios
do MAPA consideram o anti-helmintico altamente efetivo quando a eficacia é maior
que 98%, efetivo quando esta entre 90 e 98%, moderadamente efetivo quando € de
80 a 89% e insuficientemente ativo quando fica menor que 80%.

Os resultados de porcentagem de reducdo de cada propriedade estdo

ilustrados no mapa da microrregido estudada na Figura 5.

[ /
P4 -47,49% P7100%
P1- 100%
P10- 91,96% P1-78,92%
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P9-92.35%

FIGURA 5. Localiza¢des das propriedades criadoras de ovinos (P1 a P10) e eficacia
do monepantel. As cores diferentes representam a eficacia do vermifugo
em cada propriedade, vermelho € ineficaz, azul é eficaz e verde é
altamente eficaz.

A reducgdo dos ovos pode ser observada nos gréficos que estdo agrupados de
acordo com a classificagdo da eficacia do vermifugo. Na Figura 6 estdo os

resultados das propriedades que tiveram o vermifugo atuando de forma ineficaz
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(vermelho), na Figura 7 das propriedades em que ele foi eficaz (azul) e na Figura 8

onde ele foi altamente eficaz (verde).

Propriedade 1 ]
P Propriedade 4
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FIGURA 6. Graficos representativos das contagens de OPG no dia 0 (dia do
tratamento com monepantel) e no dia 14 com suas respectivas médias
aritméticas abaixo. Resultados obtidos em duas propriedades (1 e 4)
localizadas em uma microrregido em torno de Jaboticabal-SP onde
monepantel foi ineficaz.
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FIGURA 7. Graficos representativos das contagens de OPG no dia 0 (dia do
tratamento com monepantel) e no dia 14 com suas respectivas medias
aritméticas abaixo. Resultados obtidos em duas propriedades (9 e 10)
localizadas em uma microrregido em torno de Jaboticabal-SP onde
monepantel foi eficaz.
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Propriedade 3
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FIGURA 8. Graficos representativos das contagens de OPG no dia 0 (dia do
tratamento com monepantel) e no dia 14 com suas respectivas médias
aritméticas abaixo. Resultados obtidos em seis propriedades (2, 3, 5, 6,
7 e 8) localizadas em uma microrregiao em torno de Jaboticabal-SP
onde monepantel foi altamente eficaz.
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Os resultados dos exames de coprocultura s&o interessantes para
identificacdo genérica dos helmintos presentes no rebanho e ainda para saber quais
permanecem presentes apos a administracdo do anti-helmintico. Desta forma,
estabelece-se uma relacdo entre resisténcia anti-helmitica e géneros de helmintos
envolvidos. Os dados da coprocultura obtidos estéo representados nas figuras 9, 10,
11, 12 e 13 que estdo agrupados de acordo com a classificagdo anterior

considerando as propriedades em que o monepantel foi ineficaz, efetivo, altamente

efetivo.

Propriedade 1
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FIGURA 9. Porcentagem de Lz de helmintos encontrados apés coprocultura das
fezes coletadas no dia 0 (DO) e no dia 14 (D14) nas propriedades 1 e 4
da microrregido em torno de Jaboticabal, onde o monepantel foi
considerado ineficaz apods teste de reducéo de ovos.
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FIGURA 10. Porcentagem de L3 de helmintos encontrados apos coprocultura das
fezes coletadas no dia 0 (DO) e no dia 14 (D14) nas propriedades 9 e
10 da microrregido em torno de Jaboticabal, onde o monepantel foi
considerado eficaz ap0s teste de reducgéo de ovos.
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FIGURA 11. Géneros de helmintos encontrados apoOs coprocultura das fezes
coletadas do dia 0 (DO) e no dia 14 (D14) nas propriedades 2 e 3 da
microrregido em torno de Jaboticabal em que o monepantel foi
considerado altamente eficaz apos teste de reducéo de ovos.
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FIGURA 12. Géneros de helmintos encontrados apOs coprocultura das fezes
coletadas do dia 0 (DO) e no dia 14 (D14) nas propriedades 5 e 6 da
microrregido em torno de Jaboticabal em que o monepantel foi
considerado altamente eficaz ap0s teste de reducédo de ovos.
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FIGURA 13. Géneros de helmintos encontrados apOs coprocultura das fezes
coletadas do dia 0 (DO) e no dia 14 (D14) nas propriedades 7 e 8 da
microrregido em torno de Jaboticabal em que o monepantel foi
considerado altamente eficaz apoés teste de reducédo de ovos.
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Nas duas propriedades em que o monepantel foi insuficientemente ativo (1 e
4), e em outras duas em que o ele foi efetivo (9 e 10) as larvas do género
Haemonchus estavam em maior porcentagem no D14. Portanto, o monepantel
falhou em eliminar, principalmente, os helmintos deste género.

O primeiro relato de resisténcia anti-helmitica ao monepantel em ovinos
relacionou principalmente os helmintos nematoides Teladoragia circumcincta e
Trichostrongylus colubriformis (SCOTT et al., 2013). Entretanto, Mederos, Ramos e
Banchero (2014) e Van den Brom et al (2015) relataram resisténcia do Haemonchus.

Entre as dez propriedades estudadas, seis ndo tiveram problemas com
efichAcia do monepantel. Na propriedade 5 ocorreu um fato curioso, as larvas de
Oesophagostomum e de Strongyloides foram as Unicas encontradas apdés o
tratamento. Ja se sabe que este anti-helmintico ndo tem efeito contra Strongyloides,
e pouco se sabe sobre a acao dele sobre o Oesophagostomum.

Um dos primeiros estudos sobre monepantel em ruminantes, que visava
determinar seu espectro de acdo, observou que ele foi capaz de eliminar o
Oesophagostomum (KAMINSKY et al., 2008b). Scott et al (2013) observaram
Oesophagostomum venulosum na necropsia apds tratamento com monepantel em
ovinos na Nova Zelandia. Porém, Mederos, Ramos e Banchero (2014) observou
este nematoide pré-tratamento com monepantel e ele ndo apareceu na coprocultura
pos-tratamento, o que implica que foi eficaz contra este género.

A propriedade do presente trabalho, em que ele apareceu ap6s coprocultura,
nunca havia utilizado este vermifugo, e desta forma seria importante mais estudos
para se determinar a ocorréncia de resisténcia deste helminto.

Foi realizada uma investigagdo sobre o histérico das propriedades na
tentativa de identificar possiveis fatores de risco sobre a utilizagdo do monepantel.
Primeiramente foram levantadas informacdes sobre o tipo de criacdo. Nas duas
propriedades em que o monepantel foi insuficientemente ativo (1 e 4), as racas
criadas eram Poll Dorset e Dorper.

Na propriedade 1, o sistema de criacdo era extensivo porém com grande
namero de animais (1000 cabecas) em uma estrutura bastante especializada. Ja na

propriedade 4 o sistema de criacdo era semi-intensivo. Nos dois casos o grande
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namero de animais por area e a utilizacdo de racas mais especializadas e menos
resistentes a verminose podem ter sido importantes fatores predisponentes.

Da mesma forma, as propriedades em que o vermifugo foi eficaz, também
predominavam o0s animais de racas mais especializadas e menos resistentes a
verminose, em sistemas de criagdo intensivo ou semi-intensivo.

Nas seis propriedades em que o monepantel foi altamente eficaz, a raca
predominante era Santa Inés ou cruzamento de Santa Inés com Dorper, em
sistemas de criacdo extensivo, misto e intensivo. A raca Santa Inés € menos
especializada para producdo de carne, porém pode ser mais resistente as
verminoses.

O manejo de vermifugacdo também foi investigado como parte importante do
levantamento de fatores de risco, e os resultados estdo na Tabela 4. Além disso, o
histérico da utilizacdo do monepantel nas propriedades também foi levantado, e

colocado na Tabela 5.
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TABELA 4. Manejo de vermifugacdo das dez propriedades (P) de uma microrregido
em torno de Jaboticabal-SP onde foi realizada pesquisa da eficacia do

monepantel.
Eficacia P Critérios para vermifugacao Frequéncia Alternancia Principios
de principios ativos ja
1* 2% 3* . .
ativos utilizados
1 N/A N/A N/A a cada 60 Sim Levamisol,
dias moxidectina,
doramectina
4 - X X N/A Nao Nao informado
9 X - X N/A Sim Ivermectina,
doramectina,
moxidectina,
nitroxinil
10 N/A N/A N/A a cada 40 Sim Moxidectina,
dias nitroxinil
2 N/A N/A N/A a cada 40 Sim Levamisol,
dias ivermectina
3 - - X N/A Nao Moxidectina,
ivermectina
5 X - - N/A Nao Albendazole,
levamisol,
moxidectina
6 N/A N/A N/A Trés vezes Sim Moxidectina,
ao ano nitroxinil
7 N/A N/A N/A a cada 30 Sim Closantel,
dias moxidectina
8 - - X N/A Sim Ivermectina,
doramectina,
levamisol

*1 — Setetivo baseado em Famacha

*2 — Seletivo baseado em OPG (Ovos por grama de fezes)

*3 — Quando existe animais doentes

N/A — néo se aplica
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TABELA 5. Histérico da utilizacdo do anti-helmintico monepantel em dez
propriedades (P) localizadas em uma microrregifio em torno de
Jaboticabal-SP.

Eficacia P Utilizacao Periodo de Realizac8o de alternancia
utilizagéo com outros principios
ativos no periodo de

utilizagdo do monepantel

1 sim 1 ano N&o
4 Sim 1 ano Nao
9 sim 2 anos Sim
10 sim 3 anos Sim
2 nao N/A N/A
3 sim 1lvez N/A
5 N&o N/A N/A
6 sim 3 vezes em trés Sim
anos
7 sim 3vezes em 2 Sim
anos

8 N&o N/A N/A
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As propriedades 1 e 4, as quais o monepantel foi ineficaz, faziam uso deste
anti-helmintico a 1 ano sem alternancia com outros anti-helminticos. A propriedade 1
utilizava ele a 1 ano com aplicacbes de 60 em 60 dias em todos os animais
(tratamento massal). E a propriedade 4 utilizava-o também a 1 ano fazendo a
administrac@o do anti-helmintico por acompanhamento dos animais com exames de
OPG e sintomatologia clinica, e da mesma forma que a propriedade 1, de forma
massiva.

Mederos, Ramos e Banchero (2014) relataram pela primeira vez a ocorréncia
na América Latina de resisténcia ao monepantel associada ao Haemonchus em
duas propriedades do Uruguai. Entretanto, as mesmas faziam uso do medicamento
de forma seletiva, uma delas baseado nas contagens de ovos nas fezes e outra
utilizando o método Famacha, e assim, apds trés anos de utilizacdo falhou em
reduzir os ovos nas fezes. Os resultados obtidos neste trabalho demonstra
aparecimento de resisténcia em um periodo inferior ao observado no Uruguai.

As propriedades 9 e 10, as quais o anti-helmintico foi eficaz, utilizavam-no por
um periodo de 2 e 3 anos, respectivamente. A 9 fazia tratamentos pontuais baseado
no método Famacha, porém, desde que comecou a utilizar este vermifugo néo
alternou com nenhum, apesar de anteriormente a ele costumava-se fazer
alternancias de bases quimicas. Ja a propriedade 10, fazia vermifugacdes a cada 40
dias, entretanto, fez alternancia de principios ativos durante os trés anos de
utilizacao.

Nas propriedades em que o monepantel foi altamente eficaz, trés delas nunca
tinham utilizado este anti-helmintico, a 2, 5 e 8 e outras trés ja haviam utilizado,
sendo elas a 3, 6 e 7. A propriedade 3 ja fez uso apenas uma vez no rebanho; a 6
utilizou ele trés vezes em trés anos (uma vez por ano) e a 7 utilizou 3 vezes em 2
anos. A propriedade 3 tem o manejo baseado no tratamento somente de animais
doentes, a 6 ndo utiliza nenhum critério para vermifugacao, entretanto, faz poucas
vermifugacdes durante o ano e a 7 fazia vermifugacdes de 30 em 30 dias, entretanto
alternando principios ativos.

Desta forma, o que mais chama atencao € que a utilizacdo do monepantel em
intervalos curtos entre as aplicagbes, sem alternancia de bases quimicas,

administrados de forma massiva em rebanhos de racas mais especializadas e
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menos resistentes as verminoses, em sistemas de criagdo mais intensificados
podem ter contribuido para a diminui¢do da eficacia deste anti-helmintico.

E importante destacar que este anti-helmintico é comercializado apenas em
frascos de um litro, com prazo de validade curto e com preco elevado em relacéo
aos outros anti-helminticos. Portanto, por razfes financeiras, ocorre aumento da
necessidade do criador em usar somente este anti-helmintico em um intervalo curto
de tempo até acabar o volume do frasco e sem alternar com outro anti-helmintico.
Além disso, isto se torna relevante para entender que pequenos criadores néo
utilizam este anti-helmintico.

Nos trés trabalhos que ja relataram a resisténcia do monepantel, sendo eles,
na Nova Zelandia, Uruguai e Holanda, ela ocorreu em um periodo de até 4 anos
apos o medicamento ser colocado no mercado (SCOTT et al., 2013; MEDEROS;
RAMOS; BANCHERO, 2014; VAN DEN BROM et al., 2015), semelhante ao que
ocorreu no Brasil. Este periodo é muito inferior ao que foi observado para as
avermectinas, anti-helmintico amplamente utilizado no mundo. Gopal, Pomroy e
West (1999) fizeram o primeiro relato de resisténcia de ivermectina apos

aproximadamente dez anos de utilizacdo na Nova Zelandia.

5.2 Testes da efichcia do monepantel em ovinos experimentalmente

infectados com um isolado de H. contortus

Em uma segunda etapa do trabalho, apos a identificacdo das propriedades
cujo anti-helmintico monepantel foi ineficaz, e ainda, verificando que a resisténcia
estava relacionada ao nematdide do género Haemonchus, foi conduzido teste
controlado contra um isolado de H. contortus resistente oriundo de uma das dez
propriedades estudadas.

Na Tabela 6 observa-se que o composto monepantel alcangcou maior
percentual de eficacia terapéutica no D14, com valor de 32,89% e maior percentual
de reducao de OPG de 15,27% no D2. Os valores n&o sofreram variacbes de forma
linear porque estes dados sao apenas estimativas da quantidade de helmintos nos

animais. Apesar disso, pode-se considerar com seguranca que o0 anti-helmintico
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demonstrou-se resistente segundo os critérios estabelecidos por Coles et al. (1992),
apresentando eficacia inferior a 95%.

Avaliando-se a reducdo de ovos no D14, observou-se o valor de 5,97%
(tabela 6), ndo observando diferenca estatistica entre o dia 0 e o dia 14 (U=11,00 e
P=0,8413) o que implica dizer que o anti-helmintico foi insuficientemente ativo. Isto
comprovou o que ja havia sido observado nos animais naturalmente infectados que

estavam parasitados por outros géneros de helmintos além do Haemonchus.

TABELA 6. Percentuais de reducéo e de eficacia dos valores médios das contagens
de ovos de nematdédeos (Estrongilideos) por grama de fezes (OPG) em
ovinos dos grupos controle e tratado, nas datas pds-tratamento.

Grupos experimentais/Valores

médios contagens de ovos de

- Percentuais
Dias pos- nematodeos (OPG) . Percentuais de
de reducéo o
tratamento : eficacia (%)
Gll: (%)
Gl: Controle Monepantel
2,5%*
DO 2892500 25140,00 " - -
D2 19850,00 “@ 21300,00 *@ 15,27 0,00
D4 28900,00 " 24780,00 " 1,43 14,26
D6 28950,00 “® 22980,00 “® 8,59 20,62
D8 22125,00 22340,00 *@ 11,14 0,00
D10 30600,00 “® 27600,00 *@ 0,00 9,80
D12 27125,00 " 33480,00 " 0,00 0,00
D14 3522500 “@ 23640,00 “@ 5,97 32,89

*Valores seguidos por letras iguais, na coluna (A) e na linha (a), ndo diferem entre si pelo teste t
simples(p>0,05)
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Posteriormente, os mesmos dez animais foram eutanasiados quatorze dias
apos a administracdo do anti-helmintico para identificacdo e quantificacdo de
Haemonchus contortus presentes no abomaso. Entretanto, um animal do grupo
controle foi retirado das analises por ter sido observado que 0 mesmo estava com a
carga parasitdria muito abaixo do restante do grupo, sugerindo que as larvas
infectantes ndo conseguiram se estabelecer neste animal, o que provavelmente esta
relacionada a resisténcia imunoldgica individual.

Analisando-se os resultados da contagem dos helmintos no grupo controle
(n=4) e no grupo tratado (n=5), determinou-se eficacia do monepantel de 24,65%
(tabela 7), o que esta abaixo da eficacia desejada de no minimo 95% podendo o

vermifugo ser considerado insuficientemente ativo.

TABELA 7. NUumero médio de Haemonchus contortus recolhidos de ovinos
pertencentes aos grupos controle e tratado com monepantel; percentuais

de eficacia.
Espécie de Grupos experimentais/Numero de médio Percentual de
helminto de helmintos eficacia (%)
GI: Controle Gll: Monepantel
2,5%*
Haemonchus 4186,75" 3154,60" 24,65
contortus

*Valores seguidos por letras iguais, na linha, ndo diferem entre si pelo teste t simples (p>0,05)

Portanto, na propriedade que tinha esta linhagem resistente de Haemonchus
contortus, os resultados do teste critico confirmaram os outros que foram
encontrados no teste de reducdo de ovos em animais naturalmente infectados e em
animais experimentalmente infectados. As taxas de redugdo de ovos foram de
78,92% e 5,96 % nos testes de reducdo da contagem de ovos em animais
naturalmente e experimentalmente infectados, respectivamente. A eficacia apés
teste critico foi de 24,65%.
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O primeiro relato mundial de resisténcia ao monepantel aconteceu na Nova
Zelandia com 0% de reducdo de ovos nas fezes tanto em ovinos quanto em
caprinos, o que foi confirmado apos realizacdo de teste critico confirmatorio em
ovinos. Neste caso o0s principais helmintos envolvidos foram Teladorsagia
circumcincta e Trichostrongylus colubriformis (SCOTT et al., 2013).

Sabe-se que o tratamento massal a intervalos curtos aumentam a pressao de
selecdo para resisténcia anti-helmintica, diminuindo a populacdo de larvas em
refugia (SANGSTER, 1999; VAN WYK, 2001). Estes fatores podem ter contribuido
para o aparecimento da resisténcia na propriedade estudada de forma tao rapida,
apos um ano de utilizacdo com aplicacbes de 60 em 60 dias. Tanto neste estudo,
como no realizado por Mederos, Ramos e Banchero (2014), as propriedades
utilizavam o monepantel como Unico vermifugo desde a sua primeira utilizac&o.
Mederos, Ramos e Banchero (2014) observaram eficacia terapéutica de 0,0% e
42,0% com monepantel adquirido de estoque comercial e do préprio fornecedor,
respectivamente e em outra propriedade, observou eficacia de 82,1%. Em ambas as
criacoes a eficacia apos 3 anos foi ainda maior que neste estudo apés 1 ano de uso.

No que diz respeito a resisténcia contra Haemonchus contortus na maioria
dos municipios do estado Séo Paulo, o presente estudo corrobora com os resultados
de resisténcia encontrados em outras classes de medicamento como oxfendazol,
levamisol, ivermectina e moxidectina (AMARANTE et al., 1992; BUZZULINI et al.,
2007).

E bastante registrada a informac&o de que ndo ha parciménia na utilizacéo de
anti-helmintico em rebanhos ovinos nas propriedades rurais. Tal fato é reconhecido
como agravante, justificando a ocorréncia de resisténcia do presente estudo, uma
vez que foi relatado pelo produtor a utilizacdo continua com alta frequéncia de
tratamentos em pequenos intervalos de tempo, colaborando para a selecdo de
populacdes resistentes.

Apesar da maioria dos estudos comprovarem a alta eficacia do monepantel
2,5% no teste de redugcdo de contagens de ovos por grama de fezes (OPG)
recomenda-se a realizacdo de outros estudos em outras estirpes com metodologias
gue incluam teste critico in vivo, a fim de melhorar acuracia dos resultados de

eficacia terapéutica do monepantel 2,5% nos nematoédeos parasitos de ovinos.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que helmintos de ovinos j& estdo resistentes ao monepantel em
criacoes brasileiras localizadas no estado de Sao Paulo, especialmente o
Haemonchus contortus.

Para que este anti-helmintico continue tendo boa eficacia, onde ainda n&o
estd ocorrendo resisténcia, € importante evitar vermifugacdes com alta frequéncia
durante o ano e também utilizacdo do monepantel como Unico anti-helmintico na
propriedade.

Pode-se concluir também, que se torna importante o papel do médico
veterinario na orientagcdo do melhor manejo com anti-helminticos em cada tipo de

criacao.
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ANEXO 1

ROTEIRO PARA LEVANTAMENTO DO HISTORICO DA UTILIZACAO DO ZOLVIX
E FATORES DE RISCO ASSOCIADOS

Propriedade e proprietario:
1)Tamanho estimado da criacdo?
2)Quais racas criadas?
3)Qual a raca predominante?
4)Qual o sistema de criacao?
5)Quais os vermifugos que ja foram utilizados?
6)Qual a frequéncia de vermifugacdes?
a)uma vez por ano
b)duas vezes por ano
c)de 3 em 3 meses
d)uma vez por més
e)nao sabe informar
6)Utiliza algum critério para realizar a vermifugacao?
a)Sim
b)N&o
7)Em caso afirmativo, especificar:
a)Estratégico
b)Seletivo —Famacha
c)Seletivo — OPG
d)Quando existe animais doentes
e)nao sabe informar
8)Ja foi utilizado Zolvix?
9)Ha quanto tempo ocorreu a primeira utilizacdo?
10)Quantas vezes ele ja foi utilizado?

11)Em casos de utilizagdo mais de uma vez, foi alternado com outro vermifugo ou foi
0 Unico utilizado?
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ANEXO 2

ARTIGO SUBMETIDO PARA PUBLICACAO

Resisténcia de Haemonchus contortus ao monepantel em ovinos: testes de eficicia através de

reducéo de contagem de ovos e controlado randomizado

Haemonchus contortus resistance to monepantel in sheep: Fecal egg count reduction and

randomized controlled tests

RESUMO

Verminoses sdo uma das principais causas de prejuizo econdémico na ovinocultura, cujo controle
depende essencialmente de farmacos anti-helminticos. Depois de décadas sem o surgimento de novos
grupos quimicos de farmacos, uma nova classe de anti-helminticos, os derivados da aminoacetonitrila,
representados pelo monepantel, foram lancados no mercado. Com o objetivo de avaliar um relato de
baixa eficacia do monepantel em uma propriedade produtora de ovinos do municipio de Tailva,
estado de Sao Paulo, foi realizado um teste de reducdo de contagem de ovos e um teste critico em uma
linhagem de Haemonchus contortus obtida da propriedade. Dez animais foram infectados
experimentalmente com 5000 larvas de terceiro estagio o isolado de Haemonchus contortus, e estes
animais foram divididos em dois grupos, controle e tratados, em dependéncia do tratamento com
monepantel. Foram avaliados a redugdo de ovos nas fezes nos dias 0, 2, 4, 7 e 14 pds-tratamento e a
eficacia terapéutica ao final do periodo. A reducdo da contagem de ovos foi observada a partir do 2°
dia pos-tratamento (DPT), com redugdo maxima, de 32,89%, registrada no 14° DPT. O teste critico
revelou eficacia de apenas 24,65%, evidenciando resisténcia ao principio ativo. A ineficacia do
monepantel pode estar associada a utilizagdo do vermifugo de forma massiva, uma vez que o produtor
administrava o produto em intervalos inferiores a um més, sem orientacéo técnica ou critério definido.
Dado que o anti-helmintico foi usado na propriedade por periodo inferior a um ano, de acordo com o
produtor, pode-se sugerir que Haemonchus contortus desenvolva resisténcia ao monepantel em poucas

geracGes caso o produto seja utilizado incorretamente.

Palavras-chave: eficacia, anti-helmintico, derivados da aminoacetonitrila, ovinos
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ABSTRACT

Helminthiases are one of the major causes of economic losses in the sheep industry. The control of
these pathogens depends essentially on anthelmintic drugs. After decades without the emergence of
new chemical groups, a new anthelmintic class denominated aminoacetonitrile derivatives, represented
by monepantel, was resleased in the market. In order to evaluate a report of low efficacy of
monepantel in sheep farm from Tailva, state of S&o Paulo, fecal egg count reduction and critical tests
were accomplished with Haemonchus contortus lineage obtained in this farm. For that, ten animals
were experimentally infected with 5000 H. contortus third-stage larvae, and these animals were
divided into two groups, Control and Treated, in dependence on treatment with Monepantel. The
parameters evaluated were reduction of eggs in the feces on days 0, 2, 4, 7 and 14 post-treatment and
therapeutic efficacy at the end of the period. Maximum egg count reduction was observed on day 2
post-treatment (DPT), with a maximum reduction of 32.89% registered in the 14 DPT. The critical test
showed efficacy of 24.65%, showing resistance to the molecule. The ineffectiveness of monepantel
may be associated with the supressive use of the anthelmintic, as the farmer administered it in
intervals of less than one month, without orientation or technical criteria. Since the anthelmintic was
used on this farm for less than one year, according to the producer, it can be suggested that H.

contortus develops resistance monepantel in a few generations if the product is used incorrectly.

Key words: efficacy, anthelmintic, aminoacetronitrile derivatives, sheep.

INTRODUCAO

A ovinocultura enfrenta frequente obstaculo relacionado as perdas econdmicas ocasionadas
pelas parasitoses gastrintestinais, especialmente aos prejuizos decorrentes da infeccdo por
Haemonchus contortus, importante nematédeo hematdfago parasita do abomaso desses animais. Os
danos acarretados por esses parasitos incluem comprometimento do crescimento, reducdo do ganho ou
perda de peso e da produgdo de leite e morte de alguns animais, nos casos mais graves. A forte
dependéncia do controle quimico desse parasita, prejudicado pela constante observagdo de resisténcia
aos anti-helminticos, torna-se um agravo a producdo (WALLER, 1997; SANGSTER; GILL, 1999;
WOLSTENHOLME et al., 2004; FLEMIMG et al., 2006; LECOVA et al., 2014). Como agravante a
essa situacdo, o alto custo necessario para desenvolvimento de novas moléculas com acdo anti-
helmintica resulta em baixa disponibilidade de grupos quimicos diferentes para o tratamento de
verminoses (PRICHARD, 1994).
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Um novo grupo de anti-helminticos, denominado derivados de aminoacetonitrila, surgiu
recentemente como solucdo para rebanhos afetados por parasitas multi-resistentes a antiparasitarios,
um problema crescente que afeta rebanhos ovinos em todo o planeta. O Unico representante deste
grupo disponibilizado comercialmente, 0 monepantel, foi liberado primeiramente na Nova Zelandia,
em 2009 (HOSKING et al., 2010), chegando ao mercado brasileiro em 2012. Algumas caracteristicas
do produto, como baixa toxicidade e amplo espectro de eficdcia contra nematddeos de ovinos
tornaram o monepantel uma 6tima escolha para o tratamento do rebanho (KAMINSKY et al., 2008,
2011).

Embora o monepantel tenha sido um grande avanco no tratamento de helmintoses
gastrointestinais de ovinos, propriedades que utilizaram esse farmaco como Unica opgdo de tratamento
registraram falha da ac&o apos periodos curtos. Na Nova Zelandia, trés anos ap6s o inicio da
comercializagdo do produto, surgiu o primeiro relato de Teladorsagia cicumcincta e Trichostrongylus
colubriformis resistentes em uma propriedade criadora de ovinos e caprinos que utilizava o vermifugo
a menos de dois anos (SCOTT et al., 2013). Da mesma forma, MEDEROS; RAMOS; BANCHERO et
al. (2014) e Van den Brom et al. (2015) observaram resisténcia precoce em rebanhos de ovinos do
Uruguai e Holanda, respectivamente, destas vezes envolvendo Haemonchus contortus resistente.

O objetivo desse estudo foi avaliar a eficacia do monepantel sobre um isolado de Haemonchus
contortus proveniente de propriedade de ovinos com relato de falha terapéutica por meio de estudos

controlados de reducdo da contagem de ovos e teste critico.

MATERIAL E METODOS

Obtengéo da linhagem

Os nematodeos utilizados para o presente estudo sdo provenientes do rebanho ovino de uma
propriedade rural do municipio de Tailva, estado de Séo Paulo. O rebanho era formado por cerca de
100 animais Santa Inés criados em regime extensivo. O produtor utilizava o monepantel como Unica
alternativa para o controle de helmintos, tratando todos os animais de forma supressiva, com intervalos
entre tratamentos inferior a trinta dias durante um ano, até que suspeitou-se da inefic&cia terapéutica
do produto.

Para estabelecimento da cultura pura, necesséria para o desenvolvimento do estudo, foram
utilizadas fémeas adultas de Haemonchus contortus obtidas da necropsia de dois animais da
propriedade. As fémeas foram colocadas em placas de Petri com solugdo salina a 0,9% e mantidas em
estufa B.O.D. a 37°C e umidade superior a 80% para oviposicdo in vitro. Ao final de um periodo de

48h00 os ovos resultantes foram misturados a fezes de cavalos livres de parasitas e maravalha e
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submetidos ao método de Roberts e O’Sullivan (UENO; GONCALVES, 1998) para obtencao de
larvas infectantes. Estas foram administradas a dois animais doadores, mantidos em gaiolas suspensas,
de modo a permitir a obtencdo de ovos na quantidade necesséria para infeccdo dos animais dos grupos
experimentais.

As larvas necessérias para o indculo dos grupos experimentais foram obtidas por coprocultura
das fezes dos animais doadores e mantidas refrigeradas em geladeira doméstica a 6°C por uma

semana.

Formagc&o dos grupos experimentais

Doze ovinos mesticos Texel x Dorper com seis meses de idade, identificados por brincos,
foram mantidos em duplas em gaiolas suspensas, com dieta baseada em silagem de milho mais
concentrado comercial para ovinos e 4gua a vontade. No inicio do més de adaptacdo, os animais foram
tratados com moxidectina, monepantel, e triclorfon para eliminacdo de qualquer infec¢do pré-
existente, confirmados por dois resultados negativos aos 15 e 30 dias desse periodo.

Os doze animais receberam por via oral in6culo de 5000 larvas infectantes da cultura de H.
contortus. Exames de fezes pelo método de Gordon e Whitlock (mofidicado por UENO;
GONCALVES, 1998) foram realizados a partis da 2* semana pés-infeccéo para determinacéo do inicio
do periodo patente. Apds o periodo de paténcia (32 dias) os ovinos foram alocados nos grupos
experimentais levando-se em conta médias de OPG do dia -1, como critério para sua distribuicdo aos
pares em cinco blocos. Dentro de cada bloco, os animais foram aleatoriamente alocados ao grupo de
tratamento. Apos a formacdo dos grupos, cinco animais foram tratados no dia experimental zero (DO)
por via oral com monepantel na dose de 2,5 mg Kg™ (Zolvix — Novartis Saide Animal), de acordo
com recomendacGes do fabricante, enquanto os animais do grupo Controle receberam apenas agua

destilada.

Teste de Redugdo da contagem de ovos por grama de fezes OPG

Amostras de fezes dos animais dos dois grupos experimentais foram colhidas diretamente do
reto, evitando assim possiveis contaminagdes. As amostras foram identificadas com o nimero do
animal e data de colheita. As contagens de ovos, realizadas prontamente apods a coleta das fezes, foram

feitas nos dias 0, 2, 4, 6, 7 e 14 do periodo experimental.
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Teste critico

Ao 14° dia pos-infeccdo, todos os animais foram abatidos para retirada do abomaso apds
ligadura das extremidades. Em seguida, cada abomaso foi aberto pela curvatura maior para lavagem
em agua corrente. Todo o contetido abomasal obtido pela lavagem foi tamisado em tamises com malha
metalica Tyler 48 para concentracdo das amostras, que foram armazenadas em frascos plasticos
acrescidos de solugdo de Railliet e Henry (formol 5 mL, &cido acético 2 mL, solucédo salina 0,9% 93
mL) pré-aquecida (WOOD et al., 1995).

A carga parasitaria total dos conteldos abomasais foi coletada utilizando-se
estereomicroscopio e suas identificages especificas realizadas por meio da avaliagdo morfologica do

nematddeo. A identificacdo especifica foi feita de acordo com Ueno e Gongalves (1998).

Andlise dos dados

A andlise dos resultados dos testes de reducdo de ovos realizados em animais infectados
naturalmente e experimentalmente, foi feita a partir dos resultados das contagens de OPG inicial (DO)
e OPG final (D14). Para realizar este calculo, foram consideradas as contagens de OPG de cada grupo
no dia zero (OPG inicial), ou seja, cada grupo experimental, antes de receber o tratamento,

desempenhou a fungdo de controle (COLES et al., 1992), como mostra a férmula abaixo:

% de Reducdo = Média de OPG inicial — Média de OPG final x100
Média de OPG inicial

As médias aritméticas foram utilizadas para estimar a percentagem de reducdo de helmintos,
para cada grupo, pela formula preconizada pelo MAPA (1997) e Vercruysse et al. (2001), descrita
abaixo. Entretanto para determinacdo de populagfes resistentes, utilizou-se a média aritmética,
conforme preconizam recentes estudos (DOBSON et al., 2009, VERCRUYSSE et al., 2002).

Média do n°de helmintos - Média do n° de helmintos

% de Eficacia = do grupo controle do grupo tratado x100

Meédia do n° de helmintos do grupo controle

As médias de contagens de ovos log-transformadas e a contagem total de adultos em cada um
dos testes foram comparadas por teste t simples ou Mann-Whitney, em dependéncia do padrdo de

distribuicdo dos valores.
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Aspectos éticos

Todos os procedimentos adotados estdo em acordo com normas vigentes de bem-estar animal
e foram aprovadas pelo Comité de Etica no Uso de Animais da FCAV, protocolo nimero 013124/13.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O composto monepantel 2,5% (Zolvix®, Novartis Saude Animal) alcancou eficacia
terapéutica méxima no 14° dia pés-tratamento (DPT) de 32,89% e percentual de redugdo de OPG de
15,27% no 2° DPT (média aritmética), demonstrando-se resistente segundo os critérios estabelecidos
por Coles et al. (1992), apresentando eficacia inferior a 95% descritas na tabela 1.

Sabe-se que o tratamento massal a intervalos curtos aumentam a pressdo de selecdo para
resisténcia anti-helmintica, diminuindo a populagdo de larvas em refugia (SANGSTER, 1999; VAN
WYK, 2001). Estes fatores podem ter contribuido para o aparecimento da resisténcia na propriedade
estudada de forma t&o rapida, apos um ano de utilizagdo com aplicagGes de 60 em 60 dias. Medeiros et
al (2014) relataram pela primeira vez a ocorréncia na América Latina de resisténcia ao monepantel
associada ao Haemonchus em duas propriedades do Uruguai. Entretanto, as mesmas faziam uso do
medicamento de forma seletiva, uma delas baseado nas contagens de ovos nas fezes e outra utilizando
0 método Famacha, e assim apds trés anos de utilizacdo falhou em reduzir os ovos nas fezes. Tanto
neste estudo, como no realizado por Medeiros et al. (2014), as propriedades utilizavam o monepantel
como Unico vermifugo desde a sua primeira utilizacdo. Medeiros et al (2014) observaram eficacia
terapéutica de 0,0% e 42,0% com monepantel adquirido de estoque comercial e do proprio fornecedor,
respectivamente e em outra propriedade, observou eficacia de 82,1%. Em ambas as criagdes a eficacia
apos 3 anos foi ainda maior que neste estudo apés 1 ano de uso.

O primeiro relato mundial de resisténcia ao monepantel aconteceu na Nova Zelandia com 0%
de reducdo de ovos nas fezes tanto em ovinos quanto em caprinos, o que foi confirmado apds
realizacdo de teste critico confirmatério em ovinos. Neste caso os principais helmintos envolvidos
foram Teladorsagia circumcincta e Trichostrongylus colubriformis (SCOTT et al., 2013). Outro
trabalho relatou eficicia de 0% avaliada pelo teste de redugdo de ovos nas fezes em uma criagdo de
ovinos na Holanda, relacionada ao helmintos do género Haemonchus (VAN DEN BROM et al., 2015).

Nos trés trabalhos que ja relataram a resisténcia do monepantel, sendo eles na Nova Zelandia,
Uruguai e Holanda, ela ocorreu em um periodo de até 4 anos ap6s o medicamento ser colocado no
mercado (SCOTT et al., 2013; MEDEIROS et al, 2014; VAN DEN BROM et al., 2015), semelhante

ao que ocorreu no Brasil. Este periodo é muito inferior ao que foi observado para as avermectinas,
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anti-helmintico amplamente utilizado no mundo. Gopal et al. (1999) fizeram o primeiro relato de
resisténcia de ivermectina ap6s aproximadamente dez anos de utilizacdo na Nova Zelandia.

Em relacéo a quantificacdo de adultos de Haemonchus contortus foi possivel diagnosticar uma
ineficacia terapéutica da molécula monepantel na concentragdo de 2,5 mg Kg™ contra a espécie
supracitada, sendo a de maior importéncia na ovinocultura mundial. Os resultados das necropsias
parasitologicas nos possibilitaram inferir eficacia de terapéutica de 24,65% (médias aritméticas)
podendo considerar a presenca de resisténcia contra 0 composto monepantel 2,5% de acordo com as
elevadas médias das contagens de exemplares de Haemonchus contortus presentes nos dois grupos
(tabela 2). Um dos animais do grupo controle foi retirado uma vez que a contagem de ovos reduziu
abruptamente a partir da quarta semana de paténcia. A necropsia, esse animal apresentou apenas 272
helmintos, justificando a retirada. Caso esse animal tivesse sido mantido, a eficicia observada para o
produto seria de 7,31%.

O primeiro diagnosticado de resisténcia ao monepantel 2,5% com teste critico (necropsia
parasitoldgica) foi relado na Nova Zelandia em ovinos no qual o composto apresentou-se ineficaz,
especialmente em relacdo a Teladorsagia circumcincta (0,0%) e Trichostrongylus colubriformis
(9,0%). De forma curiosa, a eficacia contra o Oesophagostomum venulosum ficou também abaixo do
esperado, com 48%. Ainda, foi demonstrada nenhuma eficacia contra Capillaria spp, Trichuris spp e
Strongyloides spp, entretanto, até entdo ndo foi registrada atividade do monepantel contra estes
parasitas (SCOTT et al., 2013).

No que diz respeito a resisténcia contra Haemonchus contortus na maioria dos municipios do
estado Sdo Paulo, o presente estudo corrobora com os resultados de resisténcia encontrados em outras
classes de medicamento como oxfendazol, levamisol, ivermectina e moxidectina (AMARANTE et al.,
1992; BUZZULINI et al., 2007).

E bastante registrada a informag&o de que ndo ha parcimdnia na utilizacdo de anti-helmintico
em rebanhos ovinos nas propriedades rurais. Tal fato é reconhecido como agravante, justificando a
ocorréncia de resisténcia do presente estudo, uma vez que foi relatado pelo produtor a utilizacdo
continua com alta frequéncia de tratamentos em pequenos intervalos de tempo, colaborando para a
selecdo de populaces resistentes.

Apesar da maioria dos estudos comprovarem a alta eficcia do monepantel 2,5% no teste de
reducdo de contagens de ovos por grama de fezes (OPG) recomenda-se necessaria a realizacdo de
outros estudos em outras estirpes com metodologias que incluam teste critico in vivo, a fim de
melhorar acurdcia dos resultados de eficacia terapéutica do monepantel 2,5% nos nematodeos

parasitos de ovinos.
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CONCLUSOES

A suspeita de ineficacia do monepantel foi confirmada na propriedade estudada, podendo estar
associada a utilizacdo do vermifugo de forma massiva. Haemonchus contortus mostrou capacidade de
desenvolver resisténcia ao monepantel apds poucas geracdes, considerando que o anti-helmintico

havia sido utilizado na propriedade por um periodo de apenas um ano.
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Tabela 1. Percentuais de reducdo e de eficacia dos valores médios das contagens de ovos de
nematddeos (Estrongilideos) por grama de fezes (OPG) em ovinos dos grupos controle e tratado, nas
datas pés-tratamento. Médias aritméticas. FCAV/UNESP, Jaboticabal, SP, Brasil. 2015.

Grupos experimentais/Valores

o medios contagens de ovos de
Dias pos-

nematédeos (OPG) Percentuais P :
ercentuais de
tratamento de reducio o
GII- eficacia (%0)
(DPT) ' (%)
GlI: Controle Monepantel
2,5%*
Media 28925, . 2514 ) ]
00 0,00

28900, 2478
4 Aa Aa 1,43 14,26
00 0,00

22125, . 2234
8 : 11,14 0,00
00 0,00

27125, 3348
12 Aa Aa 0,00 0,00
00 0,00
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Tabela 2. Numero médio de Haemonchus contortus recolhidos de ovinos pertencentes aos grupos
controle e tratado; percentuais de eficacia. Médias aritméticas. FCAV/UNESP, Jaboticabal, SP, Brasil.
2015.

Grupos experimentais/NUmero de médio de

Espécie de helmintos Percentual de eficacia
helmintos (%)
Gl: Controle GlI: Monepantel 2,5%*
Haemonchus 3154,60

4186,75" 24,65

contortus A




