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APRESENTACAO

O Manual Prdtico: metodologias de diagndstico da resisténcia e de
deteccdo de substdncias ativas em parasitas de ruminantes é um produto
do trabalho de organizacdao das metodologias fenotipicas e genotipicas
aplicadas a parasitologia veterinaria, tendo como destaque a deteccao
de substancias antiparasitarias e o diagnéstico da resisténcia de parasitas
de ruminantes. As técnicas aqui descritas, que foram desenvolvidas ou
modificadas por pesquisadoras da Embrapa Pecuaria Sudeste, sdo utilizadas
em projetos de pesquisa. O desenvolvimento das metodologias contou
com a parceria da Universidade Federal do Parana (UFPR) e do Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria da Argentina.

As tecnologias descritas neste manual ja foram transferidas para es-
tudantes, extensionistas, técnicos e pesquisadores, brasileiros e estrangei-
ros, por meio dos seguintes cursos: “Treinamento de técnicas in vitro para
avaliagdo de eficdcia de substancias sobre nematoides gastrintestinais’,
ministrado em 2008, 2009 e 2010, pela Embrapa Pecudria Sudeste; “Bio-
tecnologias aplicadas a parasitologia veterindria: resisténcia em helmintos
de ruminantes”, ministrado em 2010 e 2011, pela UFPR, e financiado pelo
consércio entre o Centro Brasileiro-Argentino de Biotecnologia (CBAB) e o
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq); e
“Advances in the knowledge of parasite resistance of ruminant hosts and
parasites’, ministrado em 2011, pela Embrapa Pecuaria Sudeste, e financia-
do pela Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (Fapesp)/
Escola Sao Paulo de Ciéncia Avancada.

Por esta publicacdo formaliza-se, assim, a difusdo de conhecimentos
sobre técnicas parasitoldgicas reconhecidas internacionalmente e valida-
das pelos padrdes nacionais.

Simone Cristina Méo Niciura
Secretaria-Executiva do Comité Local de Publicacbes e
pesquisadora da Embrapa Pecudria Sudeste



PREFACIO

As doencas parasitarias em animais representam um dos principais
fatores de limitacao a producdo animal e, mesmo recorrendo ao uso, em
larga escala, de compostos quimicos antiparasitarios, a pecudria nacio-
nal continua carente de medidas efetivas de controle sanitario. Nos anos
1950, as estratégias de controle sanitario animal indicavam a utilizacao de
produtos quimicos apenas como medida preventiva. Entretanto, ao longo
dos anos, essa pratica foi a Unica utilizada na eliminacao ou na erradicacao
dos parasitas, com o consequente aparecimento de populagdes resistentes.
Essa situacao foi se agravando por conta do uso inadequado e abusivo des-
ses produtos, a despeito das tentativas de conscientizar os usuarios sobre
suas nefastas consequéncias, fartamente comprovadas em artigos técnico-
cientificos.

Produtores e técnicos do campo continuam a espera de novas subs-
tancias ativas que controlem os parasitas, sem que seu uso racional seja
negligenciado. E importante que o monitoramento da resisténcia dos pa-
rasitas aos farmacos seja realizado no propésito de desenvolver estratégias
sustentaveis de uso e recomendacgodes de prevencao. O principal objetivo
€ aumentar a vida util dos medicamentos antiparasitarios, melhorar a pro-
dutividade animal e reduzir os niveis de residuos das drogas no ambiente e
nos produtos de origem animal.

As metodologias in vitro de cultivo de nematoides gastrintestinais
foram desenvolvidas para determinar a eficacia de certas substancias sobre
os parasitas, facultando também a identificacdo de novos principios ativos
especificos. Tais protocolos dao lugar a varias interpreta¢des, por meio do
estudo da acao dos candidatos sobre a eclodibilidade, a motilidade, a ali-
mentagao e o desenvolvimento larvar. Os resultados obtidos com os testes
fenotipicos também permitem avaliar a situacao de resisténcia detectada
no campo, de forma semelhante ao teste de reducdo da contagem de ovos.



Verifica-se também que novas tecnologias, sob a forma de ferramen-
tas de biologia molecular, podem ser utilizadas, com grande precisao, no
diagnéstico de parasitas sensiveis e resistentes. Os protocolos moleculares
incluidos neste manual poderao ser associados a ensaios in vitro, por meio
da genotipagem de larvas no pré e no pés-tratamento e também no cal-
culo das diferencas da frequéncia dos alelos de interesse. Atualmente, ja é
possivel detectar a resisténcia aos benzimidazodis pela avaliagao do gene da
B-tubulina em nematoides, que, segundo estudos recentes, também esta
associado a resisténcia ao levamisole e as lactonas macrociclicas. Novas
sequéncias estao sendo comprovadas com o objetivo de estabelecer po-
limorfismos de base Unica — os chamados SNPs (Single Nucleotide Polymor-
phisms) -, que permitem que o diagndstico da resisténcia possa ser execu-
tado como rotina laboratorial. Compreender os mecanismos de resisténcia
aos antiparasitarios pode ser Util também em experiéncias com o carrapato
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, pois o polimorfismo denominado KDR,
que ja foi demonstrado em populacdes brasileiras, estd associado a resis-
téncia aos piretroides.

Para cooperar com a qualificacdo de agentes envolvidos nesse tema,
principalmente de parasitologistas, algumas técnicas fenotipicas foram va-
lidadas e estabelecidas no Laboratério de Sanidade Animal da Embrapa Pe-
cuaria Sudeste (CPPSE). Os protocolos apresentam alta reprodutibilidade, e
suas metodologias vém sendo divulgadas em cursos anuais. Varias técnicas
moleculares foram validadas no Laboratério de Biotecnologia Animal do
CPPSE e no Laboratério de Doencas Parasitarias da Universidade Federal
do Parand (UFPR). O Centro Brasileiro Argentino de Biotecnologia tem-se
empenhado na divulgacdo dessas técnicas, por meio de treinamento de
pessoal.

As informacdes contidas neste manual permitirdo ao leitor empregar
técnicas in vitro e moleculares, para monitorar o estado da resisténcia para-
sitdria. As técnicas basicas de contagem de ovos por grama de fezes (OPG)
e o teste de reducdo da contagem de ovos nas fezes (TRCOF) para a deter-
minagao da resisténcia e da recuperacao de parasitas (ovos, larvas e adul-
tos) foram atualizados e descritos no Capitulo 11 desta publicacédo, pois
estao diretamente relacionados aos protocolos deste manual. O material



preparado é um instrumento fundamental para o treinamento de pessoal
em técnicas fenotipicas e genotipicas.

Espera-se que esta iniciativa sirva como ferramenta de transferéncia
de tecnologias para pesquisadores, a qual devera levar a descoberta de ou-
tras substancias antiparasitarias e ao monitoramento da resisténcia parasi-
taria, garantindo, assim, a qualidade de vida dos animais no Brasil.

Ana Carolina de Souza Chagas Marcelo Beltrdo Molento
Pesquisadora da Professor e pesquisador da
Embrapa Pecudria Sudeste Universidade Federal do Parana
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