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3.1 Teste da eclodibilidade de ovos - TEO
(Egg Hatch Assay - EHA) para a deteccao
de resisténcia a benzimidazdis em nematoides

Originalmente, a técnica descrita no topico 3.1.1 foi elaborada para
se realizar o diagnéstico da resisténcia usando-se o tiabendazol (TIA) (VON
SAMSON-HIMMELSTJERNA et al., 2009). Entretanto, ela pode ser adaptada
para avaliar outras substancias com ac¢do antiparasitaria em ovos de nema-
toides. As concentracoes e a forma de execugéo (diluicdo seriada ou nao)
devem ser ajustadas de acordo com a amplitude de agdo da substancia.
Essa adequacdo pode ser acompanhada no tépico 3.1.2, que trata da ava-
liacdo da agdo do albendazol comercial in vitro.

3.1.1 Teste da eclodibilidade de ovos para
a deteccao de resisténcia a benzimidazéis
em nematoides usando-se o tiabendazol

a) Preparacao do antiparasitario

. Solucdo-estoque A: dissolver 10 mg de tiabendazol (TBZ)
(Sigma T8904, 100 g) em 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO).

« Solugao-estoque B: adicionar 1 mL da solugao-estoque Aa9 mL
de 4dgua destilada (ou de DMSO). Pode ser necessario adicionar
uma gota de HCI para obter melhor solubiliza¢ao.



Solugtes de trabalho: adicionar 20 pL, 50 L, 100 pl, 200 pL, 400 L,
600 pL e 1.000 L da solucao B, completando-se o volume final até
10 ml_de agua destilada (ou OMSQ),

De cada uma das solugdes de trabalho, colocar 10 uL em 1.990 pL
de suspensdo de ovos.

Volume da Volume DMS0O Concentragio do TBZ  Concentragio final do
-solugio B (uL) na solugio de trabalho TBZ nos pogos
{118} {pLimL) {pLimL)

Controle 9.980 + 0.020 H,0 0 0
20 9.980 2 0,01
50 9.950 5 0,025
100 9.900 10 0,05
200 9.800 20 0,1
400 9.600 40 0,2
600 9.400 60 03
1.000 9.000 100 0,5

b) Preparacao das placas

Selecionar animais doadores com nimero de ovos por grama
de fezes (OPG - descri¢do detalhada no item 11.2), preferencial-
mente acima de 2 mil, e recuperar os ovos conforme item 11.6.

Quantificar os ovos em 3 a 5 aliquotas de 20 pL ou 50 pL.
Marcar as placas com linhas paralelas na parte inferior.

Colocar, em cada pogo, aproximadamente 100 ovos (em cerca
de 20 pL) + 1.970 de dgua destilada + 10 uL da solucdo-estoque.

Fazer, preferencialmente, seis repeti¢des para cada concentracéo.

Identificar os pogos e as placas (autor, data, tratamento, concen-
tracao) e acondiciona-las em BOD a 25 °C, por 48 horas (ou a 27 °C,
por 24 horas, em caso de necessidade).
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Pingar uma gota de lugol para paralisar o processo e facilitar a
leitura em microscopio invertido, na propria placa.

c) Observagoes

Caso exista um grande numero de evos larvados, aguardar um
pouco, para proceder a leitura,

Em caso de resultados discrepantes ou de estudos mais detalha-
dos, repetir o teste,

Quando se term mais do que 100 individuos por placa, pode-se
contar ate 100 individuos.

3.1.2 Teste da eclodibilidade de ovos para a
deteccao de resisténcia a benzimidazois em
nematoides usando-se o albendazol comercial

a) Preparagao do antiparasitario

Usar albendazol (SA) solucdo injetavel, no qual cada 100 mL
contenha 10 g de sulfoxido de albendazol, ou cada 10 pl conte-
nha 1 mg ou 1.000 pg.

Calcular o volume final por pogo: 500 pL (100 pL de ovos+ 400 pb
da solucao de 5A),

Fazer seis repeticoes de cada concentracao.

Usar o DMSO a 0,75% (concentracao pré-determinada para o
isolado de H. contortus do CPPSE, identificado e mantido sob
infeccdo monoespecifica, conforme itens 11.4 e 11.5], mas pode
variar de acordo com o isoladao.

Preparar a solucan-mae: acrescentar em tubo Falcon de 15 mL:
36yl de sulféxido de albendazol (3.600 ug SA) + 36 yl. de DMSO
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+4.728 plL de dgua destilada (TOTAL de 4.800 pL). Nessa solu-
¢ao, subtraiu-se o volume dos ovos.

+ Preparar o controle positivo (com DMSO): acrescentar em tubo
Falcon de 15 mL: 36 pL de DMSO + 4.764 pL de dgua destilada
(TOTAL de 4.800 pL).

- Verificar, na tabela abaixo, o volume e a quantidade de anti-hel-
mintico utilizado em cada uma das 10 concentracdes.

Solugao-mae/L  1.200 3.600 600 4.800 100

2 600 1.800 300 2.400 100
3 300 900 150 2.400 100
4 150 450 75 2.400 100
5 112,5 337,5 56,25 2.400 100
6 75 225 37,5 2.400 100
7 37,5 112,5 18,75 2.400 100
8 18,75 56,25 9,375 2.400 100
9 9,375 28,125 4,6875 2.400 100
10 4,6875 14,062 2,3437 2.400 100

Controle 0 0 0 2.400 100

b) Preparacao das placas
« Recuperar os ovos conforme item 11.6.
+ Quantificar os ovos em 3 a 5 aliquotas de 20 pL ou 50 pL.

+ Marcar as placas com linhas paralelas na parte inferior e identifi-
ca-las (autor, data, tratamento e concentracao).

+ Colocar em cada poco aproximadamente 100 ovos (em no ma-
ximo 100 pL).
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Controle negativo: distribuir 400 uL de dgua destilada em cada
um dos seis pogos.

Controle positivo: distribuir 400 uL em cada um dos seis po¢os.

Solu¢do-mae/Concentracao 1: distribuir 400 uL em cada um dos
seis po¢os (usar 2.400 ul).

Concentracdo 2: pegar 2.400 pL da solucdo-mae e acrescentar
2400 pL de agua destilada (Solucdo 1). Distribuir 400 pL em
cada um dos seis pocos.

Concentracao 3: adicionar 2.400 pL de dgua destilada aos 2.400 plL
da concentragéo 2 e distribuir.

Concentragao 4: adicionar 2.400 pL de dgua destilada aos 2.400 pL
da concentracio 3 e distribuir.

» Concentragao 5: adicionar 2.400 pL de 4gua destilada aos 2.400 pL

da concentracéo 4 e distribuir.

« Concentracao 6: adicionar 2.400 L de dgua destilada aos 2.400 L

da concentracdo 5 e distribuir.

» Concentragdo 7: adicionar 2.400 pL de dgua destilada aos 2.400 pL

da concentracao 6 e distribuir.

+ Concentracao 8: adicionar 2.400 pL de 4gua destilada aos 2.400 L

da concentracdo 7 e distribuir.

+ Concentragao 9: adicionar 2.400 plL de agua destilada aos 2.400 pL

da concentracao 8 e distribuir.

+ Concentracgao 10: adicionar 2.400 pL de &gua destilada aos 2.400 pL

da concentracdo 9 e distribuir.

Observacoes

« Identificar as placas e acondiciona-las em estufa BOD, a 25 °C,

por 48 horas (ou a 27 °C, por 24 horas, em caso de necessidade).

» Pingar, na prépria placa, uma gota de lugol para paralisar o pro-

cesso e facilitar a leitura em microscépio invertido.
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Caso exista um grande numero de ovos larvados, aguardar um
pouco para proceder a leitura.

Em caso de resultados discrepantes ou de estudos mais detalha-
dos, repetir o teste.

Colocar os controles em placa diferente daquelas dos tratados
ou daquelas com o tratamento de menor concentracéo, espe-
cialmente no caso de avaliagdo de substancias volateis.

Se houver mais do que 100 individuos por placa, poderao se
contar até 100 individuos.

3.2 Teste de desenvolvimento larvar - TDL
(Larval Development Assay - LDA)

a) Preparacao

Proceder a recuperagao dos ovos conforme item 11.6.

Para obter L, obedecer ao seguinte procedimento: deixar os
ovos em béquer ou placa de Petri tampado, ou, preferencial-
mente, colocar aproximadamente 100 ovos/po¢o em placas de
24 pogos e completar até 200 mL com agua destilada.

Utilizar somente placas estéreis, cujo fundo, na sua parte externa,
deve ser marcado com linhas-guia no momento do plaqueamento.

Identificar e envolver as placas com plastico PVC, acondicionan-
do-as em estufa BOD, a 27 °C, por 24 horas.

Observar se todas as L, ja eclodiram e proceder a producéo das
solugbes-teste.

Calcular, para um volume final por pogo de 500 mL e seis pocos
por concentragao.

+ Manter a seguinte quantidade maxima de DMSO: 5 ulL/poco

(1% de concentracédo).
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b) Sugestao para a producao das concentragdes por seis pocos

5

25

1,25
0,625
0,3125
0,156
0,078

Controle +

Controle

Substan|

teste
(L)

b)

Volumg
present
nos pocos

Subtrair

do

volume

Agua
destilad
L

15 300 480 1.200 1.995 3.000 1.006
15 150 480 1.200 1.845 3.000 1.155

15 75 480 1.200 1.770 3.000 1.230

15 375 480 1.200 1.732,5 3.000 1.267,5
15 18,75 480 1.200 1.713,75  3.000 1.286,25
15 9,375 480 1.200 1.704,4 3.000 1.295,6
15 47 480 1.200 1.699,7 3.000 1.300,3
15 2,35 48( 1.200 1.697,35 3.000 1.302,65
15 0 480 1.200 1.69 3.000 1.305

0 0 480 1.20( 1.680 3.000 1.3

Observar que as colunas 1, 2, 3 e 7 informam as substancias e
os volumes que devem ser adicionados, apos 24 horas, para a
preparacdo dos tratamentos, ou seja, sobre as L.

Preparar as diluicées em tubos Falcon de 15 mL, conforme suge-
remascolunas 1,2e7.

Agitar fortemente em vortex e retirar 220 pl para adicionar a
cada poco ( cada poco ja contém 200 pL de ovos).

Colocar, em cada pogo, 80 pL de E. coli (producao descrita no
item 11.7).

Identificar cada linha/tratamento da placa de 24 pocos, embalar
com plastico PVC e acondicionar em BOD a 27 °C, por mais 4 dias.

- Verificar se o controle tem > 90% de L,; em caso negativo, espe-

rar por mais 24 horas.
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Pingar lugol e proceder a contagem em microscépio invertido
dasL, L, eL, em cada pogo e fazer a média da porcentagem de
larvas que chegarama L.

Observacoes

+ Como o teste de desenvolvimento ocorre com L, iniciar as dilui-
¢6es em concentragdes inferiores as do teste de eclodibilidade,
por exemplo, pois sao larvas bem mais sensiveis do que os ovos
easlL,.

+ Os calculos supracitados poderdo ser adaptados para concen-
tragbes mais baixas se a sustancia-teste for muito eficaz, o que
facilitara o calculo da CL,, e da CL,via procedimento Probit.

A preparagao das concentragdes podera ser simplificada diluin-
do-se a solugcdo-mae.

+ Otween 80 é um emulsificante melhor do que o DMSO, mas nao
pode ser utilizado no TDL ou no Teste de Inibicdo da Alimenta-
¢ao, pois as L, séo bem mais sensiveis a ele.

+ Sugere-se colocar os controles em placa diferente da dos trata-
mentos, especialmente no caso de substancias volateis.

Modelo para a realizacao do TDL

Substéncia a ser testada (lote, validade, etc.):

Data da recuperagao dos ovos:

Data da inclusdo da substancia-teste:

Data da leitura:;

Quantificacadodosovos: + + + + + Média=
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.o % 5 %8 00 0 0

Marcar concentragoes feitas e/ou inserir concentragdes extras reali-
zadas:

15 480 2.000
15 480 3.000
13 480 3,000
15 480 3.000
15 480 3.000
15 480 3.000
15 480 3.000
13 480 3.000
Controle + 15 0 480 3.000
Controke - 0 0 480 3.000

Obsarvaghes

3.3 Teste de inibi¢ao da alimentagao larvar - TIAL
(Larval Feeding Inhibition Assay - LFIA)

a) Obtencao de L, e execucao do teste
Material

« Fezes de ovino contaminado com tricostrongilideos
- Agua destilada morna
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E. coli marcada com FITC
Microtubos de 1,5 mL

Placa de Petri e béquer
Pipetas

Estufa BOD a 25 °C e 27 °C
Peneira de malha 25 pm
Centrifuga

Microscopio de fluorescéncia
Ladminas e laminulas

Método

Proceder a recuperagao dos ovos conforme item 11.6.

Deixar os ovos em béquer tampado ou em placa de Petria 27 °C,
para a obtencaodel,.

Fazer o seguinte procedimento para permitir a migracdo das larvas
pela peneira de 25 pm: colocar agua destilada morna em uma pla-
ca de Petri e completar com 4gua até o fundo da peneira. Adicionar
as L, sobre a peneira. Deixar o aparato em repouso por 1 hora, em
BOD, a + 27 °C, para que as larvas viaveis passem pela malha.

Quantificar as L, coletadas e colocar 100 larvas nos microtubos
de 1,5 mL contendo a substancia-teste (volume final do micro-
tubo: 1.500 pL) na concentragao desejada, em duplicata, inclu-
sive os controles.

Incubar os tubos horizontalmente, a 24 °C, por 2 horas.

Adicionar 20 pL da E. coli marcada com FITC (producio descrita no
item 11.8) e incubar horizontalmente por 18 a 24 horas, a 24 °C.

Decorrido esse tempo, centrifugar os tubos a 6.000 rpm, por
1 minuto.
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Remover 800 pl do sobrenadante e examinar as larvas, em
microscopio de fluorescéncia,

Retirar de B puL a 20 ylL do fundo, colocar sobre uma lamina e
guantificar as L, com o sistema digestivo fluorescente (Figura 1)
Colocar a mesma lamina em campo claro, quantificar o numero
total de larvas e subtrair das L marcadas

Observar que o controle @ a melhor referéncia para validar o tes
te, pols a porcentagem de larvas que ndo se alimentam deve ser
pequena,

Proceder da seguinte forma para calcular a porcentagem de ef
cacia

Tatalde L, - L, que se alimentaram =L, gue nao se alimentaram,
Eficacia (n L gue se alimentaram no controle - n de L. gue
se alimentaram no tratamentol/n ce | que se alimentaram no

cantrolel x 100

fuorescante, Bpos



3.4 Teste de eliminagao da cuticula larvar
(Larval Exsheathment Assay - LEA)

a) Primeiro passo: obtencéo de L, viaveis para o teste
Material

« Fezes de ovino contaminado com tricostrongilideos
. Agua C

» Copo

« Tubos cénicos de 15 mL
« Placa de Petri

+ Pipetas

BODa27°C

Peneira de malha 25 um
Centrifuga

Método

+ Realizar coprocultura conforme item 11.3 para a obtencédo de L..
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- Migrar as larvas pela peneira de 25 m: colocar agua destilada
morna em uma placa de Petri e completar ate o fundo da pener-
ra. Adicionar as L, sobre a peneira, Deixar o aparato em repouso
par 1 hora, em BOD, a+ 27 oL, para que as larvas viaveis passem
pela malha.

- Colocar a solucao de larvas em tubos conicos de 15 mL e cen-
trifugar a 6.000 rpm por 2 minutos. Descartar o sohrenadante e
concentrar todas as larvas num unico tubo.

b) Segundo passo: contagemde L,
Material

« Pipetade 20 ul
Laminas e laminulas
= Lugol

Microscopio aptico
« Contador manual

-

-

Método

« Homogeneizar a solugao de larvas, pipetar e colocar cinco gotas
de 20yl na lamina. Acrescentar sobre as gotas uma gota de lugal.
Proceder 3 contagem das larvas em microscopio e fazer a média,

¢] Terceiro passo: determinagao da concentragao de hipoclorito
de sodio para a eliminagao de cuticula em 60 minutos

Material

» Agua destilada
+ Hipoclorito de sodio
« Placa de cultura com 24 pogas
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« Pipetas

« Vidrarias

+ Lugal

= Crondmetro

- Microscopio invertido

» Contador de ¢élulas manual
« Larvas |_I

Método

- Preparar a solucao de hipoclorito de sodio em diferentes can-
centracoes,

- Recomendagao: solugao 1: 125 plL de hipoclerito em 15,625 mL
de agua.

- Recomendacao: solucao 2: 150 uL de hipoclorito em 15.625 ml
de agua.

- Preencher seis pogos com a solucdo 1, e seis pogos com a solu-
cao 2, formando duas fileiras lineares,

-+ Recomendacao: adicionar 1.400 pl da solucao de hipacloritc e
100 pl de solugao de larvas (contendo + 100 L

- Adicionar, rapidamente, 100 | a cada poco. Em seguida, ajustar
o alarme do cranometro para soar a cada 10 minutos, Ao saar
o alarme, adicionar lugol no primeiro pogo da solugao 1 e da
solugao 2. Ligar o cronometro novamente, e assim proceder ate
0 sexto pogo (total do teste: 60 minutos] (Figura 2),

« Realizar a leitura no microscopio invertido e guantificar as L,
com & sem cuticula/pogo.

+ Escolher a solucao de hipoclorito que, aos 60 minutos, possuir
100% de larvas sem cuticula. A perda da cuticula deve ser gra-
dual ao longo dos seis pogos, Essa solucao sera utilizada somen
te no quinto passo.
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Figura 2. Preparagso da placa com
duas repelictes para cada tempa da
exposicio a solugao de hipoclornto.

d) Quarto passo: preparacao da substancia-teste e tratamento
das larvas

Material

. Agua destilada

+ Substancia a ser testada
Tubos Falcon de 15 mL
Micropipetas

Solvente, se necessario
Larvas L,

« Centrifuga

-

Método

. Calcular o nimero de tratamentos a serem realizados (sugere-se
no minimo cinco), além do controle negativo (agua destilada) e
positivo (dgua destilada e o solvente na mesma concentracao).
Cada tratamento tera duas repetigoes. Verificar se o volume de
solugdo L, (n de L,) é suficiente,
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« Preparar cada tratamento em tubos Falcon de 15 mb; cada

substancia-teste pode ter o volume total de 10 mL (ja nas con-

centracoes definidas),

A titulo de ilustracao, tome-se o seguinte exemplo, para uma so-

lugao de larvas + 100 L /25 L, tem-se, entao:

Substancia-teste a 0,15%: 15 pl da substancia +15 pL de
tween 80 + 300 L de solucdo L, (12 pogos (duas repeticoes) X
25 pl) + 9,670 pL de agua destilada (g.s.p. 10 mL).

Substancia-teste a0, 3%: 30 pL da substancia + 15 plL de tween
80 + 300 plL de solugao L, (12 pogos x 25 L) + 9.655 pl (5.0
10 mL).

Controle positiva: 15 ul de tween B0 + 300 L desolugan L
(12 pocos x 25 pl) + 2.685 pl (g.s.p. 10.mLL

Incubacao por 3 horas, a 22 °C,

Apas a Incubacao, centrifugar os tubos a 6.000 rpm, por 2 mi-
Autos. Retirar 8 ml do sobrenadante, completar com 8 mL de
agua destilada e centrifugar. Repetir a lavagem mais duas ve-
zes, Sifonar 8800 pl para ficar o residual de 1.200 pl (100 lar-
vas/ 100 ull,

e) Quinto passo: exposicao das larvas tratadas na solucao de hi-

poclorito de sédio

Material

« Placas de 24 pogos
Agua destilada

Solucao de hipoclorito de sadio

Larvas LJ

Micropipetas
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Método

Depois de determinar qual & a solucao de hipoclorito mais ade-
quada no terceiro passo (solugao 1 ou 2), calcular a guantidade de
solucao de hipoclorito a ser utilizada, acompanhando o seguinte
pracedimento:

= Preparar o volume necessario para 5 concentracoes + 2 contro-
lesx 12 pocos =84 x 1.400pL =117 6 mL.

« Seasolucao de 125 ul permitiu a liberagao gradual da cuticula, en-
tao (se 125 - 15,625 mbL entdo x - 117, 6, ou 125 mL, para garantir}.

= Preparar as placas de 24 pogos, identificando os tratamentos e
marcanda as linhas na parte inferior das placas.

«+ Adicionar a cada poco 1.400 ul da solugao de hipoclorito.

« Adicionar, rapidamente, 100 pl de agua destilada, com cerca de
1o0L..

» Ligar o crondmetro e pingar lugol no sentido vertical, a cada
10 minutos.

| « Proceder & leitura em microscopio otico invertido (Figura 3).

B .

: A
8

: c

: .

2

oy

:

_-*_-'—,J:- Figura 3. Larvas de ne-
matpides gastintastinals
(L) com cuticula (A)
pardends a cutlcuta {B)
= ® @ sem culfcula (C)
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f) Observacoes

- Por experiéncia, concluiu-se que se deve determinar a concen-
tracao do hipoclorito sempre que o LEA for feito, pois a sensibi-
lidade a sua agdo varia a cada nova grupo de larvas: Uma libera-
¢ao gradual da cuticula ao longo dos 60 minutos garante bom
controle e valida o experimento com a substancia-teste,

» Utilizar L, de coproculturas realizadas por no maximo 30 dias.

- Usar somente agua destilada, para nao atrapalhar a viabilidade
das larvas. Elas tambem poderdo ser incubadas em PBS (7,2 pH),

» Sempre colocar mais de 100 L por tratamento, pois algumas
sao descartadas no processo de centrifugacio/lavagem.

3.5 Teste de migracao em agar - TMA
(modificado) com isolados sensiveis e resistentes
(Larval Migration on Agar Test - LMA)

O objetive desta tecnica ¢ determinar o efeito, via impedimenta da
matilidade, de produtos antiparasitarios em larvas de terceiro estadio re-
cem-desembainhadas. O resultado permite discutir o estado de tolerancia
para determinado produto, Pode-se ainda supor que exista tanto um efeito
diferenciado entre iselados de campo quanto uma agao sobre a motilidade
no caso de testes com predutos candidatos,

Para realizar testes entre isolados, & preciso conhecer a curva-padrio
para tal droga e para a espécie do parasita. Um exemplo pode ser verifi-
cado na Figura 4, onde se observa o efeito da ivermectina sobre larvas de
H. contortus. Para construir tal curva, o ideal é que a concentracao de ori-
gem nac apresente eficacia (0%) e que se alcance eficacia total (100%) (Fj-
gura 4a). O alto valor de R-quadrado demonstrara o potencial para o cdl-
culo da dose letal e sua utilizagdo em avaliacbes com isolados de campo.
A Figura 4b demonstra a andlise Probit para o calculo da DL,
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Figura 4. Percaniual de eficacia da ivermectina em concentraces crescentes, em teste de mi-
gracio em agar contra H. conforfus: (A) média dos dados em friplicata no Excel; & (B caleulo da
DL, no programa Prism
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O laboratorio que fizer o teste podera determinar uma curva-padrac
local ou regional e, a partir desses dados, podera oferecer prestacao de ser
vicos de avaliagdo ou de monitoramento da eficiéncia dos produtos que
manifestarem o efeito de paralisia espéstica, como é o caso do grupo da:s
lactonas macrociclicas (avermectinas e milbemicinas).

a) Materiais necessarios

+ L, com até 30 dias de cultura

- Placas de Petri (plastico)

« Agar-agar puro

» Frascos de vidro de 200 mL

« Tubos tipo Falcon de 15 mL e 50 mL

+ Jogo de micropipetas, inclusive pipeta de 5 mL

- Hipoclorito de sodio

» Solugado de iodo a 2%

+ Microscopio estereoscopico

« Centrifuga para tubos de 15 mL e 50 mL

» Estufa B.O.D.

+ Malhas de plastico do tipo mosquiteiro

+ Anel de plastico

- Agua destilada

» Freezer

» Lampada interna na B.O.D. ou cabo de extensdo com lampada
de 150 wtz

b) Procedimento

« Usar preferencialmente L, frescas (até 30 dias), obtidas confor-
me sugere o item11.3. Caso seja realizado o teste entre isolados,
deve-se colher fezes de ovinos doadores, infectados artificial-
mente com H. contortus ou outros isolados (ver item 11.5).

+ Calcular um total de 10 mil a 12 mil larvas para um teste em
placa de 24 pocos.



« Retirar apenas trés placas de Petri/aparato (Figuras 5 e 6) para
iniciar o preparo das placas para a segunda incubacéo, sem pre-
judicar a sequéncia.

+ Adicionar 1 mL de agar liquido ao poc¢o (pipeta de .000 pL), e
misturar duas vezes.

« Transferirimediatamente a nova solucdo de 2 mL para o aparato
(pipeta 5.000 pL ou seringa de 3 mL), previamente preparado,
e limpar a pipeta. A transferéncia deve ser rapida, e a solugao
agar/larvas deve ser despejada lentamente, na porcao central
do anel de plastico.

+ Colocar o aparato em incubadora B.O.D. (27 °C, UR > 60%) por
18 horas, sob ldmpada de 150 Watts. O objetivo da exposi¢ao a
luz é estimular o deslocamento das larvas para fora do gel.
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Figura 5. Montagem do aparato: (A) Placa de Pelr, malhas e ana! de plastico (comparar 0 t5-
manho das malhas com o5 da placa e do anel de plastica), (B) aparato ja com 22 ml de gus
congelada, no momanto da transterir a golucio de dgar liquide. Lembrata: conferir se o galo aala
vadando os crificlos da maiha supsenior

Folos: Marosio Belirio bolenta

Figura 6. Preparacac das placas no freezar (A), antes do experimento, & axposicio das placas
em estufa (B), onde =a nota a grande incidéncia de luz para estimular o deslocamento das larvas
para fora da solugdo de dgar.

« Ap6s a segunda incubagdo, com o auxilio de uma pinga lisa, re-
tirar o anel de plastico com as duas malhas, e transferir a porcao
liquida da solugao para um tubo de 50 mL.

- Centrifugar a 3.000 rpm por 5 minutos e ajustar o volume final
para 10 mL.

« Transferir para tubos de 15 mL.

. Agitar o tubo em vortex por 3 segundos, retirar uma aliquota de
1 mL para andlise e colocar 10 pL de solugao de iodo a 2% em
cada amostra.
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- Repetir 3x. Em seguida, colher trés amostras de cada tratamento
{n=19).

- Colocar as amostras de 1 mL em microtubo e centrifugar por
3 minutos, a 3.000 rpm.

- Retirar o sobrenadante (900 pL), adicionar 20 pL de solucdo de
iodo para imobilizar as larvas e contar as larvas em microscopio
em aumento de 10x (Figura 7).

+ Multiplicar a média obtida das aliguotas por 10.

« Para calculo da DL, (Probit), utilizar os dados brutos das nove
amaostras, aumentando o grau de liberdade da andlise.

Figura 7. Larvas com movimento sigmoide livres na agua. sem & adiciio da solugso de iodo (A),
larva retida no gar (B).

¢) Preparo do aparato

O aparato € constituido por uma placa de Petri de 10 cm de diametro,
contendo uma malha de pléstico com abertura de 2 mm (3,0 cm x 3,0 cm)
e uma malha de abertura de 1 mm (3,0 cm x 3,0 cm) sobre essa. Colocar
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Tabela 1. Continuagao.

GO0 pgtmib 1 69 25 94 T340
B0 jgiml 2 75 17 92 81,52
600 ug/ml. 3 g1 17 108 84,26
600 ugimL 4 g0 15 105 85,71 s
600 yug/mL 5 74 20 94 78,72
"

85 13 T8 83,33

28 75 103 2718

' 1
150 pgiml 2 20 a1 101 19,80
329
150 pgiml. 3 48 137 185 25.95
150 pgimL 4 23 80 13 20,35

Deve-se iniciar a leitura pelos controles negativo (dgua destilada) e
positivo (agua destilada mais solvente utilizado para diluir a substancia anti-
helmintica). A porcentagem média de inibicao nos controles deve ser muito
baixa (maximo de 10%), pois isso validara os demais resultados. A partir des-

‘sa constatacao, proceder a leitura dos tratamentos, iniciando pelas maiores
concentracoes. Muitas vezes, observa-se haver 100% de inibicao; nesse caso,
nao € necessario realizar a contagem, e colocam-se 100% de eficicia, como
na tabela acima, no tratamento de 1.200 ug/mL de albendazol.

Os dados que resultaram do calculo da média de inibicdo por trata-
mento (Tabela 2) ja permitem visualizar o resultado do teste (Figura 8). Nes-
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sa etapa, & passivel saber se & necessario fazer testes com concentragoes
maiores ou menores do que as avaliadas, ou até mesmao com concentra-
¢oes intermediarias, O ideal é que o5 dados variem entre valores proximos
de 0 e 100% de inibicao, de forma linear e dose-dependente, pois, assim, as
estimativas das CL, e CL_ refletirdo os resultados encantrados e seraoc mais
canfidveis,

Tabela 2. Parcentagem de inibigio midia da eclosdo dos ovos exposios aos dstintos
tratamantos de albendazol comersial (pg'mbL) & controles.

Controle de dgua 3,61
Caontrole CMS0 8,07
2,34 2,60
4,68 5,62
847 384
1875 524
ars 7.92
75 142
150 280
300 51,88
600 1,16
1.200 100,00

A analise estatistica pode ser feita usando-se varios programas, tais
camo Prabit do SAS, Prism, Apole e SP55. No caso do Probit, deve-se colocar os
resultados do teste na ordem ilustrada na Tabela 3. Onde estiver o controle, uti-
lizam-se s dados do controle pasitive (com o DMSO, por exemplo), que recebe
a identificacao de albendazol 0 pg/mL. Quando se obtém resultados contra-
ditarios em alguns pogos, é possivel anular os dados da analise, colocando-se
apenas um ponto como valor. Algumas vezes, & necessario repetir todo o teste.
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Figura 8. Agio do albendazol sobre as distintas concentracies avaliadas. Notar gque a amplitude
das concantragbes deve varlar preferencialmante de 0 a 100% de eficécia.

Tabela 3. Organizagdc no Excel dos dados obtidos no {este de eclodibilidade, em
vanas concentragies de albendazol, a serem inseridos no SAS Probit para analise.

Albandazol

0 1 a4 3 88
Albendazol 0 2 B 6 B2
Albendazol 0 3 82 6 B
Albendazal 0 4 B4 4 =)
‘Albendazol o 5 90 8 98
‘Albandazol 0 & 60 3 63
Albendazol 1.200 1 0 100 100
Albendazol 1200 2 ] 100 100
Albendazol 1200 2 0 104 100

Coomvlievui.
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Tabela 3. Continuacao.

0 100 100

Albendazol 1.200

: 4
Albendazol 1.200 5 0 100 100
Albandazol 1.200 -] 0 100 100
Albendazol 600 1 25 69 o
‘Albendazol 600 2 17 75 2
‘Albendazol 800 3 17 91 108
Albendazol 600 4 15 90 105
Albendazol 600 5 20 74 94
Albendazol 800 G 13 85 78
Albendazol 300 1 50 a0 80
Albendazal 300 2 Fi:] 44 120
Albandazol 300 3 38 81 100
Albendazol 300 4 ag il 88
Albendazol 300 5 35 44 84
‘Albendazal 300 6 az 50 82
Albendazol 150 1 75 28 103
Albendazol 180, 2 a1 20 10
Albendazol 150 3 137 48 185
Albendazol 160 4 g0 23 13
Albandazo| 160 5 80 28 108
‘Albendazo| 150 8 7 61 78

Apos a insercao dos dados no SAS, sao tecidos alguns comentarios
sobre a identificagao do teste. Ja os comandos mais comuns seguem abai-
%0, em destarue cinza. Esses comandos sao imprescindiveis para que o sis-
tema reconheca e analise os dados, bem como para a insercao de pontos
nos dados cancelados e de comandos limitados por barras. Neste ultimo
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caso, as barras devem ser retiradas quando se analisam, simultaneamente,
diferentes substancias, por exemplo, albendazol e levamisol.

dose e resp(%)
Objetivo; encontrar o probit para os dados abaixo de dose-resposta
ECLO = Inibicao de Ecledibilidade larvar

= - - */
data ECLO;

input ANTIPAR S dose repeticao LARVAS OVOS TOTAL,;
cards;

Albendazol 0 84 5 89
Albendazol 0 86 6 92
Albendazol 0 B2 ] B8
Albendazol 0 B4 4 88
Albendazol 0 a0 8 98
Albendazol ] 60 3 63
Albendazol 1.200 0 100 100
Albendazol 1.200 0 100 100
Albendazol 1.200 0 100 100
Albendazol 1.200 (1] 100 100
Albendazol 1.200 0 100 100
Albendazol 1.200 0 100 100

Albendazel 600
Albendazol 600
Albendazol 600
Albendazol 600
Albendazol 800
Albendazol 600
Albendazol 300
Albendazol 300
Albendazol 300

25 69 94
17 75 92
17 9 108
15 90 105
20 74 84
13 65 78
50 30 80
76 EEl 120
39 61 100

b bd — Oh oW B W R = OhoUn D W o= OhoUn e W R —
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Albendazol 300
Albendazol 300
Albendazol 300
Albendazaol 150
Albendazol 150
Albendazol 150
Albendazol 150
Albendazol 150
Albendazol 150

38 50 88
35 49 84
32 50 82
75 28 103
81 20 101
137 48 185
80 23 113
80 28 108

oy Wt b b R— W

proc print data=eclo;
run;
{* proc sort data=eclo; by antipar;®/
run;
proc probit DATA=eclo log10; /* by antipar; */
model ovos/total=Dose / d=logistic inversecl;
predpplot var = dose cfit = blue cframe=ligr inborder;
output out=B p=Prob std=std xbeta=xbeta;
title ‘Output from Probit Procedure’;
run;

Ao final da anélise, o programa estima todas as concentragoes letais
(probabilidade) e intervalos de confianga (95%). Eles sao estimados em lo-
garitmo 10 (CL,, 2,35 pg/mL (2,32-2,37) e CL,, 3,13 pg/mL (3,08-3,19)), e,
depois, em dados ndo transformados (CL_, 222,17 ug/mL (208,44-237,12)
e ClL,, 1.361 pg/mL (1.210-1.548)). Esses resultados podem ser visualizados
em um grafico, também gerado pelo programa (Figura 9). Nele, pode-se
observar a caracteristica do efeito da substancia, isto &, se ela possul agao
rapida ou gradual. As CLs nao transformadas devem ser comparadas com
os resultados da Tabela 2, que permitem verificar se houve coeréncia entre
os dados, pois algum erro pode ter ocorrido durante a anélise estatistica.
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Figura 9. Grifico de eficicia do albendazol gerado pelo programa Probit SAS, no qual as CL
CL,. CL, e CL  esifo em destaque no eixo Y, de acordo com o ratamento realizado (dose am

ugimL)





