
CAPiTULO 3.
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Marcelo Beltroo Molento

3.1 Teste da eclodibilidade de avos -TEO
(Egg Hatch Assay -EHA) para a detec~ao
de resistencia a benzimidaz6is em nematoides

Original mente, a tecnica descrita no t6pico 3.1.1 foi elaborada para

se realizar 0 diagn6stico da resistencia usando-se 0 tiabendazol (TIA) (VON

SAMSON-HIMMELSTJERNA et al., 2009). Entretanto, ela pode ser adaptada

para avaliar outras substancias com ac;:ao antiparasitaria em avos de nema-

toides. As concentrac;:6es e a forma de execuc;:ao (diluic;:ao seriada ou nao)

devem ser ajustadas de acordo com a amplitude de ac;:ao da substancia.

Essa adequac;:ao pode ser acompanhada no t6pico 3.1.2, que trata da ava-

liac;:ao da ac;:ao do albendazol comercial in vitro.

3.1.1 Teste da eclodibilidade de avos para
a detec~ao de resistencia a benzimidaz6is
em nematoides usando-se 0 tiabendazol

a) Prepara~ao do antiparasitario

.Soluc;ao-estoque A: dissolver 10 mg de tiabendazol (TBZ)

(Sigma T8904, 100 g) em 1 mL de dimetilsulf6xido (DMSO).

.Soluc;ao-estoque B: adicionar 1 mL da soluc;ao-estoque A a 9 mL

de agua destilada (ou de DMSO). rode ser necessaria adicionar

uma gota de HCI para obter melhor solubilizac;ao.
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.Soluc;:6es de trabalho: adicionar 20 IJl, 50 IJl, 100 IJl, 200 IJl, 400 IJl,

600 IlL e 1.000 IlL da soluc;:ao B, completando-se 0 volume final ate

10 ml de agua destilada (ou DMSO).

.De cada uma das solu<;oes de trabalho, colocar 1 0 ~L em 1.990 ~L

de suspensao de avos.
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b) Prepara~ao das placas

.Selecionar animais doadores com numero de avos par grama

de fezes (OPG -descri<;:ao detalhada no item 11.2), preferencial-

mente acima de 2 mil, e recuperar os avos conforme item 11.6.

.Quantificar os ovos em 3 a 5 aliquotas de 20 ~L ou 50 ~L.

Marcar as placas com linhas paralelas na parte inferior.

Colocar, em cada poc;:o, aproximadamente 100 avos (em cerca

de 20 ~L) + 1.970 de agua destilada + 1 0 ~L da soluc;:ao-estoque.

.Fazer, preferencialmente, seis repeti<;:6es para cada concentra<;:ao.

.Identificar os po<;:os e as placas (autor, data, tratamento, concen-

tra<;:ao) e acondiciona-las em BOD a 25 O(, par 48 horas (ou a 27 O(,

par 24 horas, em caso de necessidade).
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.Pingar uma gota de jugal para paralisar 0 processo e facilitar a

leitura em microscopic invertido, na propria placa.

c) Observa~oes

.Caso exist~ urn grande nurnero de avos larvados, aguardar urn

pouco, para proceder a leitura.

.Em caso de resultados discrepantes ou de estudos mais detalha-

dos, repetir 0 teste.

.Quando se tem mais do que 100 indivfduos par placa, pode-se

contar ate 100 indivfduos.

3.1.2 Teste da eclodibilidade de avos para a
detec~ao de resistencia a benzimidaz6is em
nematoides usando-se 0 albendazol comercial

a) Prepara~ao do antiparasitario

.Usar albendazol (SA) soluc;:ao injetavel, no qual cada 100 mL

contenha 109 de sulf6xido de albendazol, ou cada 10 I.1L conte-

nha 1 mg ou 1.000 I.1g.

.Calcular 0 volume final par po<;:o: 500 ~L (1 00 ~L de avos + 400 ~L

da solu<;:ao de SA).

.Fazer seis repetic;:6es de cada concentrac;:ao.

.Usar 0 DMSO a 0,75% (concentrac;:ao pre-determinada para 0

isolado de H. contortus do CPPSE, identificado e mantido sob

infecc;:ao monoespedfica, conforme itens 11.4 e 11.5), mas pode

variar de acordo com 0 isolado.

.Preparar a soluc;ao-mae: acrescentar em tuba Falcon de 15 mL:

36IJL de sulf6xido de albendazol (3.600 1J9 SA) + 36IJL de DMSO
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+ 4.728 ~L de agua destilada (TOTAL de 4.800 ~L). Nessa solu-

<;ao, subtraiu-se 0 volume dos ovos.

.Preparar 0 controle positivo (com DMSO): acrescentar em tuba

Falcon de 15 mL: 36 IJL de DMSO + 4.764 IJL de agua destilada

(TOTAL de 4.800 IJL)..Verificar, 

na tabela abaixo, 0 volume e a quantidade de anti-hel-

mfntico utilizado em cada uma das 10 concentra<;:6es.
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b) Prepara~ao das placas

.Recuperar os ovos conforme item 11.6.

.Quantificar os ovos em 3 a 5 alfquotas de 20 III ou 50 Ill.

.Marcar as placas com linhas paralelas na parte inferior e identifi-

ca-las (autor, data, tratamento e concentrac;ao).

.Colocar em cada poc;o aproximadamente 100 avos (em no ma-

ximo 100 IJL).
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.Controle negativo: distribuir 400 IJL de aQua destilada em cada

urn dos seis po<;:os.

.Controle positivo: distribuir 400 IJL em cada urn dos seis po<;:os.

.Solu<;:ao-mae/Concentra<;:ao 1: distribuir 400 IJL em cada um dos

seis po<;:os (usar 2.400 IJL).

.Concentra<;:ao 2: pegar 2.400 IJL da solu<;:ao-mae e acrescentar

2.400 IJL de aQua destilada (Solu<;:ao 1). Distribuir 400 IJL em

cada um dos seis po<;:os.

.Concentrac;:ao 3: adicionar 2.400 ilL de aQua destilada aDs 2.400 ilL
da concentrac;:ao 2 e distribuir.

.Concentrac;ao 4: adicionar 2.400 IJL de aQua destilada aDs 2.400 IJL

da concentrac;ao 3 e distribuir.

.Concentra<;ao 5: adicionar 2.400 IJL de agua destilada aDs 2.400 IJL

da concentra<;ao 4 e distribuir.

.Concentrac;ao 6: adicionar 2.400 I1L de agua destilada aDs 2.400 I1L

da concentrac;ao 5 e distribuir.

.Concentrac;:ao 7: adicionar 2.400 ~L de agua destilada aos 2.400 ~L

da concentrac;:ao 6 e distribuir.

.Concentra<;ao 8: adicionar 2.400 III de agua destilada aDs 2.400 III

da concentra<;ao 7 e distribuir.

.Concentrac;:ao 9: adicionar 2.400 ~L de agua destilada aos 2.400 ~L

da concentrac;:ao 8 e distribuir.

.Concentrac;:ao 10: adicionar 2.400 ~L de agua destilada aos 2.400 ~L

da concentrac;:ao 9 e distribuir.

c) Observa~oes

.Identificar as placas e acondiciona-las em estufa BOD, a 25 DC,

par 48 horas (ou a 27 DC, par 24 horas, em caso de necessidade).

.Pingar, na propria placa, uma gota de jugal para paralisar 0 pro-

cesso e facilitar a leitura em microscopic invertido.
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.Caso exista um grande numero de avos larvados, aguardar um

pouco para proceder a leitura.

.Em caso de resultados discrepantes ou de estudos mais detalha-

dos, repetir 0 teste.

.Colocar os controles em placa diferente daquelas dos tratados

ou daquelas com 0 tratamento de menor concentra<;ao, espe-

cialmente no caso de avalia<;ao de substancias volateis.

.Se houver mais do que 100 indivfduos par placa, poderao se

contar ate 100 indivfduos.

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

a) Prepara~ao

Proceder a recupera<;:ao dos avos conforme item 11.6.

Para obter L1, obedecer ao seguinte procedimento: deixar os

avos em bequer ou placa de Petri tampado, ou, preferencial-

mente, colocar aproximadamente 100 ovos/po<;o em placas de

24 po<;os e completar ate 200 mL com aQua destilada.

Utilizar somente placas estereis, cujo fundo, na sua parte externa,

deve ser marcado com linhas-guia no momenta do plaqueamento.

.Identificar e envolver as placas com plastico PVC, acondicionan-

do-as em estufa BOD, a 27 °C, par 24 horas.

.Observar se todas as L, ja eclodiram e proceder a produ<;:ao das

solu<;:6es-teste.

.Calcular, para um volume final par po<;:o de 500 mL e seis po<;:os

par concentra<;:ao.

.Manter a seguinte quantidade maxima de DMSO: 5 !lL/po<;:o

(1 % de concentrac;ao).



Capitulo 3 Protocolos fenotipicos para nematoides gastrintestinais
29

.

b) Sugestao para a produ~ao das concentra~oes par seis po~os
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Observar que as colunas 1, 2, 3 e 7 informam as substancias e
os volumes que devem ser adicionados, ap6s 24 horas, para a
prepara<;:ao dos tratamentos, ou seja, sabre as Ll"

.Preparar as dilui~6es em tubas Falcon de 15 mL, conforme suge-

rem as colunas 1,2 e 7.

Agitar fortemente em vortex e retirar 220 ~L para adicionar a

cada poc;:o ( cada poc;:o ja contem 200 ~L de avos).

.Colocar, em cada poc;:o, 80 J.1L de E. coli (produc;:ao descrita no

item 11.7).

Identificar cada linha/tratamento da placa de 24 poc;os, embalar

com plastico PVC e acondicionar em BOD a 27 °C, par mais 4 dias.

.Verificar se 0 controle tern> 90% de L3; em caso negativo, espe-

rar par rnais 24 horas.
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Pingar lugol e proceder a contagem em microscopic invertido

das L" L2 e L3 em cada po<;o e fazer a media da porcentagem de

larvas que chegaram a L3'

c) Observa~oes

.Como 0 teste de desenvolvimento ocorre com LT, iniciar as dilui-

c;6es em concentrac;6es inferiores as do teste de eclodibilidade,

par exemplo, pais sao larvas bem mais sensfveis do que os avos

e as L3'

.as calculos supracitados poderao ser adaptados para concen-

trac;6es mais baixas se a sustancia-teste for muito eficaz, 0 que

facilitara 0 calculo da CLSD e da CLgg via procedimento Probit.

A prepara<;ao das concentra<;6es podera ser simplificada diluin.

do-se a solu<;ao-mae.

.0 tween 80 e um emulsificante melhor do que 0 DMSO, mas nao

pode ser utilizado no TDL ou no Teste de Inibi<;:ao da Alimenta-

<;:ao, pais as L, sac bem mais sensfveis a ele.

.Sugere-se colocar os controles em placa diferente da dos trata.

mentos, especial mente no caso de substancias volateis.

d) Modelo para a realiza~ao do TDL

Substancia a ser testada (late, validade, etc.):

Data da recupera<;ao dos avos:

Data da inc/usao da substancia-teste:

Data da leitura:

Quantifica<;:ao dos avos: + + Media =+ + +
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.E. coli marcada com FITC

.Microtubos de 1,5 mL

.Placa de Petri e bequer

.Pipetas

.Estufa BOD a 25 °C e 27 °C

.Peneira de malha 25IJm

.Centrffuga

.Microsc6pio de fluorescencia

.Laminas e lamfnulas

Metodo

.Proceder a recupera<;ao dos avos conforme item 11.6.

.Oeixar os ovos em bequer tampado ou em placa de Petri a 27 0(,

para a obten<;:ao de L,.

.Fazer 0 seguinte procedimento para permitir a migra<;ao das larvas

pela peneira de 25 ~m: colocar aQua destilada morna em uma pla-

ca de Petri e completar com aQua ate 0 fundo da peneira. Adicionar

as L1 sabre a peneira. Oeixar 0 aparato em repouso par 1 hora, em

BOD, a :t 27 OC, para que as larvas viaveis passem pela malha.

.Quantificar as II coletadas e colocar 100 larvas nos microtubos

de 1,5 ml contendo a substancia-teste (volume final do micro-

tuba: 1.500 Ill) na concentrac;ao desejada, em duplicata, inclu-

sive os controles.

.Incubar os tubas horizontalmente, a 24 0(, par 2 horas.

.Adicionar 20 ~L da E. coli marcada com FITC (produ<;:ao descrita no

item 11.8) e incubar horizontal mente par 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 ill do sobrenadante e examinar as larvas, em

microscopio de fluorescencia.

.Retirar de 8 j.lL a 20 j.lL do fundo, colocar sabre uma lamina e

quantificar as L, com 0 sistema digestivo fluorescente (Figura 1).

.Colocar a mesma lamina em campo claro, quantificar 0 numero

total de larvas e subtrair das L, marcadas.

.Observar que 0 controle e a melhor referenda para validar 0 tes-

te, pais a porcentagem de larvas que nao se alimentam deve ser

pequena.

.Proceder da seguinte forma para calcular a porcentagem de efi-

cacia:

Total de L1 -L, que se alimentaram = L1 que nao se alimentaram;

Eficacia = [(n L, que se alimentaram no controle -n de L, que

se alimentaram no tratamento)/n de L, que se alimentaram no

controle] x 100.

Figura 1. Larvas (L1) de nematoides gastrintestinais com 0 sistema digestivo fluorescente, ap6s
ingestao de Escherichia coli marcada com fluoresceina (FITC).
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b) Exemplo de prepara~ao da substantia-teste
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3.4 Teste de elimina~ao da cuticula larvar
(Larval ExsheathmentAssay-LEA)

a) Primeiro passo: obten~ao de LJ viaveis para 0 teste

Material

.Fezes de ovino contaminado com tricostrongilfdeos

.Agua

.Capo

.Tubos conicos de 15 mL

.Placa de Petri

.Pipetas

..BOD a 27 °C '

.Peneira de malha 25 IJm

.Centrffuga

Metoda

.Realizar coprocultura conforme item 11.3 para a obten<;:ao de Ll.

Concentra~ao DMSO
(IJL)

Substancia
(~L)

L1
(~L)

Total Volume
final

H2O
Destilada
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.Migrar as larvas pela peneira de 25 I.1m: colocar agua destilada

morna em uma placa de Petri e completar ate 0 fundo da penei-

ra. Adicionar as L3 sabre a peneira. Oeixar 0 aparato em repouso

par 1 hora, em BOD, a :t 27 0(, para que as larvas viaveis passem

pela malha.

.Calacar a saluc;:aa de larvas em tubas conicas de 15 mL e cen-

trifugar a 6.000 rpm par 2 minutas. Descartar a sabrenadante e

cancentrar tadas as larvas num unica tuba.

b) Segundo passo: contagem de L3

Material

.Pipeta de 20 ~L

.Laminas e lamfnulas

.Lugol

.Microsc6pio 6ptico

.Contador manual

Metoda

.Homogeneizar a solu<;:ao de larvas, pipetar e colocar cinco gotas

de 20 ~L na lamina. Acrescentar sabre as gotas uma gota de lugol.

Proceder a contagem das larvas em microscopic e fazer a media.

c) Terceiro passo: determina~ao da concentra~ao de hipoclorito
de s6dio para a elimina~ao de cuticula em 60 minutos

Material

.Agua destilada

.Hipoclorito de s6dio

.Placa de cultura com 24 poc;:os
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.Pipetas

.Vidrarias

.Lugol

.Cronometro

.Microscopio invertido

.Contador de celulas manual

.Larvas L3

Metoda

.Preparar a soluc;ao de hipoclorito de s6dio em diferentes con-

centrac;6es.

.Recomendac;ao: soluc;ao 1: 125 ~L de hipoclorito em 15,625 mL

de aQua.

.Recomendac;ao: soluc;ao 2: 150 ~L de hipoclorito em 15.625 mL

de agua.

.Preencher seis poc;os com a soluc;ao 1, e seis poc;os com a solu-

c;ao 2, formando duas fileiras lineares.

.Recomendac;ao: adicionar 1.400 IJL da soluc;ao de hipoclorito e

100 IJL de soluc;ao de larvas (contendo :t 100 L3).

.Adicionar, rapidamente, 100 L3 a cada poc;o. Em seguida, ajustar

0 alarme do cronometro para soar a cada 10 minutos. Ao soar

0 alarme, adicionar jugal no primeiro poc;o da soluc;ao 1 e da

soluc;ao 2. Ligar 0 cronometro nova mente, e assim proceder ate

0 sexto poc;o (total do teste: 60 minutos) (Figura 2).

.Realizar a leitura no microscopic invertido e quantificar as L3

com e sem cutfcula/poc;o.

.Escolher a soluc;ao de hipoclorito que, aos 60 minutos, possuir

100% de larvas sem cuticula. A perda da cuticula deve ser gra-

dual ao longo dos seis poc;os. Essa soluc;ao sera utilizada somen-

te no quinto passo.
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Figura 2. Prepara9ao da placa com
duas repeti90es para Gada tempo de
exposi9ao a solu9ao de hipoclorito.

d) Quarto passo: prepara~ao da substantia-teste e tratamento

daslarvas

Material

.Agua destilada

.Substancia a ser testada

.Tubos Falcon de 15 mL

.Micropipetas
.Solvente, se necessaria

.LarvasL3

.Centrffuga

Metoda

.Calcular 0 numero de tratamentos a serem realizados (sugere-se

no minima cinco), alem do controle negativo (agua destilada) e

positivo (agua destilada e 0 solvente na mesma concentra<;:ao).

Cada tratamento tera duas repeti<;:6es. Verificar se 0 volume de

solu<;:ao L3 (n de L3) e suficiente.
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, 

t'reparar caaa tratamento em tubos Falcon de 15 mL; cadi

substancia-teste pode ter 0 volume total de 10 mL (ja nas con

centra<;:6es definidas).

f'\ UIUIO ae IIUStrac;:ao, tome-se 0 seguinte exemplo: para uma so.

luc;:ao de larvas :t 100 L3/25 ~L, tern-se, entaD:

.:'UDstancla-teste a 0,15%: 15 IJL da substancia +15 IJL de

tween 80 + 300 IJL de soluc;ao L3 (12 poc;os (duas repetic;6es) x

25 IJL) + 9.670 IJL de agua destilada (q.s.p. 10 mL).

.:>uos1:anCla-1:este a 0,3%: 30 ~L da substancia + 15 ~L de tween

80 + 300 ~L de soluc;ao L3 (12 poc;os x 25 ~L) + 9.655 ~L (q.s.p.

10 mL).

LurrnOle POSIUVO: I ~ ~L ae tween 80 + 300 ~L de soluc;:ao L3

(12 poc;:os x 25 ~L) + 9.685 ~L (q.s.p. 10 mL).

111,-uua'rau IJUI .) 11urdS, aLL VL.

.~pos 

a Incuoac;ao, centrlTugar OS tubas a 6.000 rpm, par 2 mi-

nutos. Retirar 8 mL do sobrenadante, completar com 8 mL de

aQua destilada e centrifugar. Repetir a lavagem mais duas ve-

zes. Sifonar 8.800 ~L para ficar 0 residual de 1.200 ~L (100 lar-

vas/l 00 ~L).

~J 

\lUlmo passo: exposl~ao das larvas tratadas na solu~ao de hi-

poclorito de s6dio

""'~I 

""

I 10\,.0;) UC "'... f.JU\-U~

Agua destilada

Solu<;ao de hipoclorito de s6dio

Larvas L3

Micropipetas
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Metoda

Depois de determinar qual e a solu<;ao de hipoclorito mais ade-

quada no terceiro passo (solu<;ao 1 ou 2), calcular a quantidade de

solu<;ao de hipoclorito a ser utilizada, acompanhando 0 seguinte

procedimento:

.Preparar 0 volume necessaria para 5 concentra<;6es + 2 contro-

les x 12 po<;os = 84 x 1.400 ilL = 117,6 mL.

.Se a solu<;ao de 125 ilL permitiu a libera<;ao gradual da cuticula, en-

tao (se 125 -15,625 mL, entao x -117,6, ou 125 mL, para garantir).

.Preparar as placas de 24 po<;:os, identificando os tratamentos e

marcando as linhas na parte inferior das placas.

.Adicionar a cada po<;:o 1.400 ~L da solu<;:ao de hipoclorito.

.Adicionar, rapidamente, 100 ilL de agua destilada, com cerca de

lOa L".

.Ligar 0 cronometro e pingar lugol no sentido vertical, a cada

, 0 minutos.
.Proceder a leitura em microscopic otico invertido (Figura 3).

Figura 3. Larvas de ne-
matoides gastrintestinais
(L3) com cuticula (A),
perdendo a cuticula (8)
e gem cuticula (C).
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f) Observa~6es

.Par experiencia, concluiu-se que se deve determinar a concen-

tra<;:ao do hipoclorito sempre que 0 LEA for feito, pais a sensibi-

lidade a sua a<;:ao varia a cada novo grupo de larvas. Uma libera-

<;:ao gradual da cuticula ao longo dos 60 minutos garante born

controle e valida 0 experimento com a substancia-teste..Utilizar 

L3 de coproculturas realizadas par no maxima 30 dias.

Usar somente agua destilada, para nao atrapalhar a viabilidade

das larvas. Elas tambem poderao ser incubadas em PBS (7,2 pH).

Sempre colocar mais de 100 LJ par tratamento, pais algumas

sac descartadas no processo de centrifuga<;ao/lavagem.

3.5 Teste de migra~ao em agar -TMA

(modificado) com isolados sensiveis e resistentes
(Larval Migration on Agar Test -LMA)

0 objetivo desta tecnica e determinar 0 efeito, via impedimenta da

motilidade, de produtos antiparasitarios em larvas de terceiro estadio re-

cem-desembainhadas. 0 resultado permite discutir 0 estado de tolerancia

para determinado produto. Pode-se ainda supor que exista tanto um efeito

diferenciado entre isolados de campo quanta uma a<;:ao sabre a motilidade

no caso de testes com produtos candidatos.

Para realizar testes entre isolados, e preciso conhecer a curva-padrao

para tal droga e para a especie do parasita. Urn exemplo pode ser verifi-

cado na Figura 4, onde se observa 0 efeito da ivermectina sabre larvas de

H. contortus. Para construir tal curva, 0 ideal e que a concentrac;:ao de ori-

gem nao apresente eficacia (0%) e que se alcance eficacia total (100%) (Fi-

gura 4a). 0 alto valor de R-quadrado demonstrara 0 potencial para 0 cal-

culo da dose letal e sua utilizac;:ao em avaliac;:6es com isolados de campo.

A Figura 4b demonstra a analise Probit para 0 calculo da DLso'
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0 laborat6rio que fizer 0 teste podera determinar uma curva-padrao

local ou regional e, a partir desses dados, podera oferecer prestac;ao de ser-

vic;os de avaliac;ao ou de monitoramento da eficiencia dos produtos que

manifestarem 0 efeito de paralisia espastica, como e 0 caso do grupo das

lactonas macrocfclicas (avermectinas e milbemicinas).

a) Materiais necessarios

.L3 com ate 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 s6dio

.Soluc;:ao de iodo a 2%

.Microsc6pio estereosc6pico

.Centrffuga para tubas 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 extensao com lampada

de 150 wtz

b) Procedimento

.Usar preferencialmente L3 frescas (ate 30 dias), obtidas confor-

me sugere 0 item 11.3. Caso seja realizado 0 teste entre isolados,

deve-se colher fezes de ovinos doadores, infectados artificial-

mente com H. contortu5 ou outros isolados (ver item 11.5).

.Calcular urn total de 10 mil a 12 mil larvas para urn teste em

placa de 24 poc;os.
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.Adicionar 2% de hipoclorito de s6dio para desembainhar as lar-

vas (aproximadamente 1 hora). Verificar as larvas a cada 20 minu-

tos ate obter 90% sem bainha e 90% de motilidade.

.Lavar as larvas duas vezes em agua destilada, centrifugando a

3.000 rpm, par 2 minutos.

.Calcular 0 volume para se obter 400 larvas e adicionar 0 restante

de agua destilada para formar 0,5 mL. Lembrete: os grupos de-

vem ser compostos par triplicata.

.Calcular 0 volume de 0,5 mL com ate sete concentra<;:oes do pro-

duto (mais controle).

.Misturar as duas soluc;:6es em placa de 24 poc;:os. Homogeneizar

a soluc;:ao com 0 auxflio de micropipeta. Colocar em incubadora

B.O.D. (27 °C, UR > 60%) par 6 horas.

.Ap6s a primeira incubac;ao, preparar a soluc;ao Ifquida de agar a

1,4%, mantendo em temperatura de aproximadamente 40 0(, e

agitar levemente.

.Retirar apenas tres placas de Petri/aparato (Figuras 5 e 6) para

.Adicionar 1 mL de agar Ifquido ao po<;:o (pipeta de

misturar duas vezes.

,000 ~L), e

.Transferir imediatamente a nova solu<;:ao de 2 mL para 0 aparato

(pipeta 5.000 ~L ou seringa de 3 mL), previa mente preparado,

e limpar a pipeta. A transferencia deve ser rapida, e a solu<;:ao

agar/larvas deve ser despejada lentamente, na por<;:ao central

do anel de plastico.

.Colocar 0 aparato em incubadora B.O.D. (27 °C, UR > 60%) par

18 horas, sob lampada de 150 Watts. 0 objetivo da exposi<;ao a

luz e estimular 0 deslocamento das larvas para fora do gel.

iniciar 0 preparo das placas para a segunda incuba<;:ao, sem pre-

judicar a sequencia.
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Figura 5. Montagem do aparato: (A) Placa de Petri, mal has e anel de plastico (comparar 0 ta-
manho das malhas com os da placa e do anel de plastico); (8) aparato ja com 22 mL de agua
congelada, no momenta de transferir a solu~o de agar liquido. Lembrete: conferir se 0 gelD esta

vedando os orificios da malha superior.

Figura 6. Prepara~o das placas no freezer (A), antes do experimento, e exposi~o das placas
em estufa (8), onde se nota a grande incidencia de luz para estimular 0 deslocamento das larvas

para fora da solu~ao de agar.

.Ap6s a segunda incubac;ao, com 0 auxflio de uma pinc;a lisa, re-

tirar 0 anel de plastico com as duas malhas, e transferir a porc;ao

Ifquida da soluc;ao para um tuba de 50 mL.

.Centrifugar a 3.000 rpm par 5 minutos e ajustar 0 volume final

para 10 mL.

.Transferir para tubas de 15 mL.

.Agitar 0 tuba em vortex par 3 segundos, retirar uma alfquota de

1 mL para analise e colocar 1 0 ~L de soluc;ao de iodo a 2% em

cada amostra.
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.

sa etapa, e posslvel saber se e necessaria fazer testes com concentra<;6es

majores ou menores do que as avaliadas, ou ate mesmo com concentra-

<;6es intermediarias. 0 ideal e que os dados variem entre valores pr6ximos

de 0 e 100% de inibi<;ao, de forma linear e dose-dependente, pais, assim, as

estimativas das CLso e CLgO refletirao os resultados encontrados e serao mais

confiaveis.

Tabela 2. Porcentagem de inibi~ao media da eclosao dos avos expostos aDs distintos
tratamentos de albendazol comercial (fJg/mL) e controles.

3,61Controle

Controle

2,34

4,69

9,37

18,75

37,5

75

2,60

5,62

3,84

5,24

7,92

150

300

600

1.200

51,88

81,16

100,00

A analise estatfstica pode ser feita usando-se varios programas, tais

como Probit do SAS, Prism, Apolo e SPSS. No caso do Probit, deve-se colocar os

resultados do teste na ordem ilustrada na Tabela 3. Onde estiver 0 controle, uti-

lizam-se os dados do controle positivo (com 0 DMSO, par exemplo), que recebe

a identificac;ao de albendazol a IJg/mL. Quando se obtem resultados contra-

dit6rios em alguns poc;os, e possivel anular os dados da analise, colocando-se

apenas um ponto como valor. Algumas vezes, e necessaria repetir todo 0 teste.

de aQua

OM SO
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Ap6s a inser<;:ao dos dados no SAS, sac tecidos alguns comentarios

sabre a identifica<;:ao do teste. Ja os comandos mais comuns seguem abai-

xc, em destaque cinza. Esses comandos sac imprescindfveis para que 0 sis-

tema reconhe<;:a e analise os dados, bem como para a inser<;:ao de pontos

nos dados cancelados e de comandos limitados par barras. Neste ultimo
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caso, as barras devem ser retiradas quando se analisam, simultaneamente,

diferentes substancias, par exemplo, albendazol e levamisol.

-==== Comentarios SAS==================:

-*
j-==~==================-

/*============- ~ --

dose e resp(%)

Objetivo: encontrar 0 probit para os dados abaixo de dose-resposta

ECLO = Inibi<;ao de Eclodibilidade larvar

data ECLO;

input ANTIPAR $ dose repeticao LARVAS avos TOTAL;

cards;

Albendazol 0 1 84 5 89

Albendazol 0 2 86 6 92

Albendazol 0 3 82 6 88

Albendazol 0 4 84 4 88

Albendazol 0 5 90 8 98

Albendazol 0 6 60 3 63

Albendazol 1.200 1 0 100 100

Albendazol 1.200 2 0 100 100

Albendazol 1.200 3 0 100 100

Albendazol 1.200 4 0 100 100

Albendazol 1.200 5 0 100 100

Albendazol 1.200 6 0 100 100

Albendazol 600 1 25 69 94

Albendazol 600 2 17 75 92

Albendazol 600 3 17 91 108

Albendazol 600 4 15 90 105

Albendazol 600 5 20 74 94

Albendazol 600 6 13 65 78

Albendazol 300 1 50 30 80

Albendazol 300 2 76 44 120

Albendazol 300 3 39 61 100
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.

50

49

50

Albendazol 28

Albendazol : 20

Albendazol 48

Albendazol 23

Albendazol 28

Albendazol ..

,

proc print data=eclo;

run;

/* proc sort data=eclo; byantipar;*/

run;
proc probit DATA=eclo log 1 0; /* 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 Pro bit Procedure';

run;

88

84

82

103

101

185

113

108

300 4

300 5

300 6

150 1

150 2

150 " 3

150 4

150 5

150 6

38

35

32

75

B1

137

90

80

Ao final da analise, 0 programa estima todas as concentrac;6es letais

(probabilidade) e intervalos de confianc;a (95%). Eles sac estimados em 10-

garitmo 10 (CLso 2,35 ~g/mL (2,32-2,37) e CLgO 3,13 ~g/mL (3,08-3,19)), e,

depois, em dados nao transformados (CLso 222, 17 ~g/mL (208,44-237,12)

e CLgO 1.361 ~g/mL (1.210-1.548)). Esses resultados podem ser visualizados

em um grafico, tambem gerado pelo programa (Figura 9). Nele, pode-se

observar a caracterfstica do efeito da substancia, isto e, se ela possui ac;ao

rapida ou gradual. As CLs nao transformadas devem ser comparadas com

os resultados da Tabela 2, que permitem verificar
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Figura 9. Grafico de eficacia do albendazol gerado pelo programa Probit SAS, no qual as CL2s,
CLso' CL7s e CL,ooestao em destaque no eixo Y, de acordo com 0 tratamento realizado (dose em

~g/mL).




