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RESUMO

O presente relatério tem como objetivo descrever e discutir as atividades
desenvolvidas durante a realizacdo do Estagio Curricular Supervisionado em
Medicina Veterinaria na area de Sanidade Animal, com enfoque em parasitologia em
parceria do Laboratério da Parasitologia da Universidade Federal do Pampa com o
Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor (IPVDF), localizado em
Eldorado do Sul, Rio Grande do Sul, Brasil. O estagio foi realizado no periodo de 04
de marco a 30 de maio de 2019, totalizando a carga horaria de 480 horas, sob a
orientacdo do Prof. Dr. Tiago Gallina Corréa e supervisdo dos Médicos Veterinarios
Tiago Gallina Corréa, Dr. José Reck e Dra. Rovaina Doyle. Compreendeu atividades
relacionadas a provas de resisténcia para Rhipicephalus microplus realizadas a
partir do teste de imersdo de adultos (TIA) e teste pacote de larvas (TPL),
identificacdo de ovos de helmintos através do teste de flutuagdo quantitativo (OPG),
acompanhamento de projetos de pesquisa intitulados “Leishmaniose visceral-
estudo socioepidemiolégico em areas endémicas e areas ndo endémicas para a
enfermidade em municipios do Rio Grande do Sul”, “Eficacia do Fluazuron contra R.
microplus em diferentes concentracdes”, “Investigacdo de Borrelia spp. em

pequenos roedores silvestres do Bioma Pampa”

Palavras-Chave: Sanidade animal, parasitologia, Rhipicephalus microplus.
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1 INTRODUCAO

No ano de 2014, o Brasil possuia o segundo maior rebanho bovino do mundo
com cerca de 212,3 milhdes de cabecas, apds dois anos, o numero de bovinos
atingiu a marca de 218,23 milhdes de animais tendo um aumento de 1,4% em
relagdo aos anos anteriores, sendo o Rio Grande do Sul detentor do sexto maior
rebanho do pais com 13 milhdes de cabecas (IBGE, 2016). Estes fatores
demonstram 0 crescimento gradual da producdo de bovinos, o que implica
inevitavelmente no aumento de problemas sanitarios, especialmente aqueles
relacionados a vetores e doencas vetoriais, sendo o Rhipicephalus microplus
(carrapato do boi) um dos principais parasitos (FAO, 2017). Este aumento de
parasitismo ocorre pelas taxas de lotacdo (animal/Ha) (CRUZ et al., 2009). Segundo
Farias et al. (2008), outro fator relevante para o crescimento exponencial das
infestacbes no Rio Grande do Sul € a maior exploracdo de racas europeias
utilizadas para a producdo de carne e de leite, e que estdo criadas em clima
subtropical, apresentando uma maior susceptibilidade e favorecimento para a
reproducao do parasito.

Os prejuizos econdémicos totalizam mais de 3,4 bilhdes de ddlares por ano, que
se caracterizam por perdas diretas na producdo, danos no couro por reacdes
inflamatorias, transmisséao de doencas e, de forma indireta, um aumento no custo de
mao de obra, instalacdes, e aquisicdo de equipamentos e carrapaticidas para o
controle (CATTO et al., 2010; GRISI et al., 2014). Porém, as superpopulacdes de
carrapatos existentes nos rebanhos foram submetidas a uma forte pressdo do uso
de acaricidas quimicos durante anos, o que favoreceu a selecdo de individuos
resistentes as drogas comerciais, tornando cada vez mais dificil seu controle
(GONZALES, 2003).

No sentido de compreender esses aspectos relacionados as perdas
econdmicas, multirresisténcia a acaricidas nas populacdes existentes no Estado, e
formas de controle, que somados possuem grande importancia a saude animal, o
Estagio Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria (ECSMV) foi realizado
em parceria do Laboratério de Parasitologia na Universidade Federal do Pampa e o
Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor (IPVDF) em Eldorado do Sul,

sob supervisdo dos Médicos Veterinarios Dr. José Reck e Dra. Rovaina Doyle,
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envolvendo atividades na é&rea de sanidade, onde foi possivel acompanhar
experimentos em andamento como o de avaliagdo da atividade do Fluazuron contra
R. microplus em diferentes concentracdes e provas de resisténcia pelos testes de
imersao de adultos (biocarrapaticidograma ou TIA) e teste de pacote de larvas, além
de OPG de ovinos para monitorar parasitismo por helmintos e auxilio projetos de
pesquisa denominados “Leishmaniose visceral - estudo socio epidemiolégico em
areas endémicas e ndo endémicas para a enfermidade em municipios do Rio
Grande do Sul”, “Avaliagdo do Fluazuron contra o R. microplus em diferentes
concentragbes” “Investigacédo de Borrelia spp. em pequenos roedores silvestres do
Bioma Pampa”

Todos esses temas sao relevantes e interferem na sanidade animal, e por ser
um centro de referéncia na area, o IPVDF, foi escolhido como local para realizacéo
do estagio final. O presente relatério tem como objetivo descrever e discutir as
atividades durante o ECSMV realizado no periodo de 04 de margo ao dia 30 de maio
de 2019.
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2 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

2.1 Local de realizacéo do estéagio

O ECSMV foi realizado no Laboratério de Parasitologia da Universidade
Federal do Pampa em parceria com o Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério
Finamor (IPVDF) que est& localizado na cidade de Eldorado do Sul, no estado do
Rio Grande do Sul, Brasil. O IPVDF conta com seis laboratérios onde se
desenvolvem diagnésticos e pesquisas relacionadas a Medicina Veterinaria.

As acles de pesquisa e diagndsticos realizados visam solucdes tecnoldgicas
para a pecuaria realizadas nas areas de Parasitologia, Virologia, Bacteriologia,
Biologia Molecular, Histopatologia e Saude de aves. Laboratorio de Parasitologia
(LPA) do IPVDF é conduzido atualmente pelos pesquisadores Dr. José Reck e Dra.
Rovaina Doyle.

O laboratério tem como o objetivo identificacdo, diagnéstico e caracterizacéo
de parasitos e doencas parasitarias, com atencdo voltada a vetores e doencas
vetoriais. Nos ultimos anos a principal linha de trabalho e pesquisa do LPA é voltada
a carrapatos e doencas transmitidas pelos mesmos, pois este parasito €
considerado um dos principais problemas de sanidade, tanto causando prejuizos

econdmicos, transmissao de doencas, diminuicdo da producéo e morte.

FIGURA 1- Mapa de localizacdo do Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério

Finamor
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(Fonte: Google maps)
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2.2 Descricéo das atividades

Durante o periodo do ECSMV no laboratério de Parasitologia Veterinaria da
Universidade Federal do Pampa em parceria com o IPVDF foi possivel acompanhar
e realizar atividades na é&rea de sanidade animal, através de diagnésticos
parasitologicos para resisténcia de R. microplus, como teste de imerséo de adultos,
teste de pacote de larvas, teste de imersao de larvas, coletas de carrapatos, além de
identificacdo de helmintos de ruminantes pelo método de Gordon e Whitlock
modificado, técnica de flutuacdo quantitativa (OPG) e auxilio nos projetos de
pesquisa intitulados “Leishmaniose visceral- estudo socio epidemioldgico em areas
endémicas e ndo endémicas para a enfermidade em municipios do Rio Grande do
Sul” , “Avaliacdo do Fluazuron contra o R. microplus em diferentes concentracdes” e
“Investigacao de Borrelia spp. em pequenos roedores silvestres do Bioma Pampa”.

As atividades acompanhadas e/ou realizadas estdo quantificadas na Tabela 1.

TABELA 1 - Atividades acompanhadas e desenvolvidas durante o Estagio Curricular Supervisionado
em Medicina Veterinaria que compreende o periodo de 11 de marco a 30 de maio de 2019.

Atividades Quantidade* %
Teste de imerséo de adultos 762 43
Teste do pacote de larvas 38 3
Teste de imerséo de larvas 38
Coleta de carrapatos 4
Teste de imersdo com fluazuron 2400 16

OPG 80

Coprocultura 4

Questionarios leishmaniose 110

Necropsia em roedores 15 16

Extracdo de DNA 5 6
Total 92 100

* Os “numeros” expressam as quantidades de animais utilizados ou vezes que se teve contato com a
atividade.

Fonte: O autor
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2.2.1 Teste de imerséao de adultos (TIA)

O teste de imersdo de adultos elaborado por Drummond et al. (1973) é um dos
testes de eleicdo para a avaliacdo do produto com a melhor eficacia para o
carrapato bovino, pois possibilita através de ensaios laboratoriais avaliarem a taxa
de sensibilidade da populagéo testada frente aos acaricidas. O teste é baseado em
expor a populacdo de carrapatos as classes de acaricidas dispostas nos seguintes
grupos quimicos: Amidinico (amitraz), associacdes de organofosforados e
piretréides (por sua acdo sinérgica), Lactonas macrociclicas (ivermectina),
Fenilpirazol (fipronil), Organofosforados, Benzoilfeniluréia (fluazuron) e piretréides
sintéticos, mediante ao protocolo de TIA. As fémeas adultas ingurgitadas
(teledginas) sédo alocadas em placas de Petri em grupos de 10. Cada grupo é
pesado realizando uma media entre 0s mesmos, sendo em seguida imersas em
uma solucéo especifica de cada produto em agua destilada por cinco minutos, com
excecdo do grupo das Lactonas macrociclicas no qual o tempo de imersédo € maior
compreendendo 30 minutos (Figura 2).

Apoés o fim do periodo de imersdo, estas teledginas sdo enxugadas e sao
mantidas por um periodo de 14 dias em uma estufa com umidade proxima a 80% e
temperatura préxima a 27°C. Em seguida é realizada uma avaliacéo individual para
cada grupo, onde se analisa a verificacdo da inibicdo da postura (aos sete dias), e
apos mais sete dias esta € pesada e incubada em tubos de ensaio que permanecem
em estufa com as mesmas condi¢des anteriores a fim de permitir a eclosédo dos ovos
(por mais 28 dias). A eclosdo € avaliada visualmente em termos percentuais,
considerando intervalos de 5%. Para chegar ao resultado final sdo realizadas duas
equacdes a fim de quantificar a atividade (eficacia) in vitro dos acaricidas (Inibicédo
da postura viavel) sobre a populacao tratada:

-Postura fértil (PF) = (massa de ovos x% ecloséo viavel) / peso das teledginas
-Inibicdo da postura viavel (%) = [1-(PF grupo tratado/PF grupo controle)] x 100.

Todos estes valores séao dispostos em um formulario de acompanhamento do
teste, em que sdo anotados os valores referentes a cada fase do processo, no qual
se considera um produto quimico com total eficAcia quando, inibe a postura por
morte das teledginas ou inibe totalmente a eclosdo dos ovos, considerando-se

100%. Em qualquer valor abaixo considera-se que haja presenca de individuos
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resistentes a molécula testada na populacdo amostrada. Durante o estdgio foram
realizados 38 testes, totalizado 762 ensaios.

FIGURA 1- Grupos de teledginas prontos para serem submetidos ao teste de
imerséo para avaliacéo de resisténcia ou susceptibilidade ao acaricida testado.

Fonte: o autor

2.2.2 Teste do pacote de larvas (TPL)

O TPL é uma técnica que foi desenvolvida por Stone; Haydock (1962) em que
se dispdem as larvas em papeis filtro impregnados com os principios ativos dos
produtos acaricidas (Figura 3). ApOs realizar as diluicbes dos farmacos em um
solvente (tricloroetileno) e um transportador (6leo de oliva), estes sdo impregnados
nos papeis, distribuindo-se um volume de 0,7 ml da solugdo em cada papel. Os
papeis absorvem o produto, e apds a secagem, coleta-se, com o auxilio de um
pincel, uma porcdo de aproximadamente 100 larvas infestantes (com 15 a 20 dias
pos eclosdo) que sdo distribuidas sobre papéis impregnados. Estes, apos dobrados,
sdo selados com um grampo e formam um pacote. Estes pacotes sdo mantidos em
estufa a uma temperatura média de 27°C e uma umidade aproximada a 70% por 24
horas. Passado o tempo, o pacote é aberto e se avalia a eficacia a partir do critério
mortalidade de larvas.
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O teste tem grande importancia para identificacdo da resisténcia aos
acaricidas, sendo utilizado tanto para diagnostico como para pesquisa sempre que
possivel, garantindo uma comparacdo com o0s resultados obtidos em TIA e
complementado pelo Teste de imersdo de larvas (TIL), favorecendo uma
confiabilidade maior nos resultados.

FIGURA 3 — Impregnagéao de papeis filtro com solugéo acaricida

Fonte: o autor

2.2.3 Teste de imersao de larvas (TIL)

O TIL foi descrito por Shaw no ano de 1996, e avalia a resisténcia de R.
microplus a partir de larvas infestantes que sdo imersas em uma solugéo acaricida,
seguindo protocolos dos testes utilizadas para cada base quimica. Apds a imersao,
estas sdo removidas da solu¢gdo com o auxilio de um pincel e secas em um papel
toalha e alocadas em pacotes de papel filtro fechados por clipes metalicos (Figura
4). Da mesma forma que se procede com o TPL, a mortalidade das larvas é avaliada
apos 24 horas em temperatura e umidade ideais.
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Geralmente este teste € mais utilizado para o diagnéstico de resisténcia do
grupo das Lactonas Macrociclicas (ivermectina, abamectina, doramectina,
moxidectina) uma vez que este teste (TIL) é considerado mais sensivel para
deteccdo de resisténcia a este grupo quimico do que o TPL (SABATINI et al., 2001;
KLAFKE et al., 2006). Tanto o TIL como TPL s&o usados no Instituto para pesquisa
e avaliacao da resisténcia a acaricidas de teledginas que chegarem para andlise na
fase de postura (impréprias para TIA) ou para comparacfes com o TIA. Esse teste
exige um treinamento para a execuc¢do, tem um preco de custo elevado (devido,
principalmente, ao uso de produtos em grau técnico) e demanda um grande tempo

para realizar as técnicas.

FIGURA 4 — — Teste de imersao de larvas de R. microplus (TIL), Painel(A) Larvas
de R. microplus sendo alocadas nos pacotes. Painel(B) Pacotes de larvas

finalizados para teste de resisténcia a acaricidas.

Fonte: o autor

2.2.4 Teste de imersdo com Fluazuron

O teste de imersdo de adultos com Fluazuron é uma técnica que foi
desenvolvida por Graf ecolaboradores al. (1994), quatro anos ap0s o surgimento da
molécula. Com a difusdo dos testes de resisténcia e de pesquisas realizadas in vitro,
e a partir de ensaios laboratoriais os resultados da molécula comegaram a compor
0s exames. O teste é realizado com produto em grau técnico diluido em solventes
como acetona e triton. Para isso acontecer foi eleita uma dose discriminatoria (50
ppm), ou seja, este valor € a menor dose que seria capaz de impedir a eclosdo de
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carrapatos de uma cepa susceptivel, e ndo evitar a eclosdo de carrapatos de uma
cepa resistente (RECK et al., 2014).

Sao necessarias 160 teleéginas que sdo alocadas em grupos de 20, cada
grupo € imerso em uma respectiva concentracdo (5 ppm, 10 ppm, 20 ppm, 50 ppm,
100 ppm, 200 ppm, 500 ppm e controle) por 5 minutos. Apos o término da imerséo,
as teledginas sdo enxugadas e dispostas individualmente em tubos de ensaio
identificados e fechados com algodao. As amostras ficam em estufa por um periodo
de 42 dias com temperatura média de 27° e umidade média relativa de 70%.

Para avaliacdo ao final do periodo, a eclosao das larvas de cada amostra é
avaliada por um estereomicroscépio e o resultado disposto em uma planilha, onde
ao final é realizada uma média da eclosao viavel e a comparac¢ao dos resultados das

diferentes concentracoes.

FIGURA 5 — Larvas de carrapato avaliadas ap0s a finalizacéo do teste em uma

amostra.

|
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Fonte: o autor

2.2.5 Coleta de Carrapatos

A coleta dos carrapatos € o primeiro passo antes de qualquer teste laboratorial,
tanto para o TIA, onde se necessita teledginas ingurgitadas, quanto para TPL e TIL

nos quais se busca fémeas ingurgitadas para incuba-las para postura.
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Durante o ECSMV houve um experimento para avaliacdo de uma nova
molécula no municipio de Santana do Livramento. Foi realizada a obtencdo de
teledginas dos bovinos a fim de aplicar testes in vitro de diagndstico de resisténcia,
assim como o acompanhamento da eficacia do tratamento experimental carrapatos
poés-tratamento. Outra coleta realizada foi em uma propriedade onde havia uma alta

infestacdo e suspeitava-se de multirresisténcia no municipio de Eldorado do Sul.

FIGURA 6 — Bovino com alta infestacdo de carrapatos em propriedade com

suspeita de multirresisténcia.

Fonte: O autor

2.2.6 Técnica de McMaster (contagem de ovos por grama de fezes - OPG)

O setor agropecudrio corresponde cerca de 14,5% do PIB brasileiro, sendo
grande parte devido a producdo e comercializacdo de ruminantes (IBGE, 2016);

porém, a producdo tem varios entraves, sendo um deles as doencas parasitarias. A
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ovinocultura e a caprinocultura sédo as mais prejudicadas pela acdo dos nematédeos
gastrointestinais, que causam atrasos na producao e na grande parte dos casos a
morte dos animais, cursando com um grande prejuizo econdmico aos produtores
(GRISI et al., 2014; GIRAO et al., 1992). Para fins diagndsticos do parasitismo nos
rebanhos, o OPG ¢é a técnica mais procurada, se tratando de helmintos, devido a
sua facilidade de realizac&o e baixo custo.

A contagem de OPG possibilita ter uma avaliacdo subjetiva da infestagcdo no
animal e do grau de infestacdo das pastagens (AMARANTE , 2001). Para os testes
realizados dentro do IPVDF a técnica se baseia na metodologia descrita por Gordon
& Whitlock (1939) modificada. Ao final do estagio foram realizados quatro testes,
sendo quatro propriedades com média de 15 amostras. O primeiro passo para
realizacdo desta técnica € uma pesagem da amostra a ser testada sendo 2gr para
ovinos e 4gr para bovinos, Apds a pesagem, a amostra € macerada juntamente a
uma solucéo hipersaturada de acgucar, sendo utilizados 28 mL para ovinos e 26 mL
para bovinos. A solucéo final € distribuida em uma camara de contagem (camara de
McMaster), onde os ovos e oocistos de parasitas, pela diferenca de densidade
comparado a solucao, flutuam para a superficie da camara possibilitando a leitura e
contagem dos mesmos (Figura 5). ApOs a contagem, o resultado é calculado a partir
do numero de ovos encontrados em cada camara, realizando uma multiplicacdo com
o decimal de 50 para ovinos e 25 para bovinos, obtendo-se como resultado final a

estimativa do parasitismo do animal.
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FIGURA 7- Ovo de helminto da subordem Strongylida (seta) encontrado em uma
camara de McMaster de uma amostra de fezes de um ovino submetida ao teste do
OPG.

Fonte: o autor.

2.2.7 Coprocultura

A técnica de coprocultura realizada para a identificacdo de larvas de terceiro
estagio (L3) a partir de uma amostra de fezes foi descrita por Roberts & O’Sullivan
no ano de 1950, com o objetivo de obter maior conhecimento sobre qual género de
helmintos da familia dos tricostrongilideos estaria presente no animal. Esta técnica é
realizada como complemento do diagndstico da técnica de OPG para identificacdo
dos ovos e oocistos de parasitas gastrointestinais. A técnica pode ser realizada
apenas em uma amostra ou com um ‘pool’ de um grupo de amostras. As amostras
de fezes que séo dispostas em um recipiente que logo é fechado com um papel
laminado com orificios para garantir a entrada de ar e umidade. Apds o fechamento
do recipiente a amostra deve permanecer em estufa ou ambiente por um periodo de
10 dias, garantindo a eclosao dos ovos e a obtencéo das larvas infectantes.

Apés o periodo de ecloséo, abre-se o recipiente e completa-se com agua até
formar um menisco superior. Em seguida tampa-se com uma placa de Petri e
inverte-se bruscamente evitando que a agua derrame. Adiciona-se cerca de 10 ml
de agua morna (40°C) ao redor do recipiente e inclina-se a placa levemente para

facilitar com que as larvas saiam do interior do frasco por ter uma caracteristica de
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hidro e termotropismo pelo periodo de 2 a 4 horas. Em seguida, transfere-se este
liquido para um tubo de ensaio que deve permanecer na geladeira por 2 a 3 horas.
Com o auxilio de uma pipeta retira-se uma aliquota do tubo, que € alocada sobre
uma lamina adicionando uma gota de lugol para matar as larvas e realizar a
observacdo no microscopio.

Para a identificacdo das larvas € necessario observacdo das caracteristicas
morfologicas, sendo elas o tamanho das larvas e da cauda, formato da regido
anterior, tipos de células intestinais e presenca ou nao de bainha.

FIGURA 8: Amostra de fezes de ovino em coprocultura para coleta de larvas de

nematédeos por hidro e termotropismo positivo

Fonte: o autor.

2.2.8 Questionarios sobre Leishmaniose Visceral

A leishmaniose visceral é uma doenca vetorial causada por um protozoario do
género Leishmania transmitido por flebotomineos do género Lutzomyia. A doenca
pode ter um ciclo de ocorréncia urbano ou silvestre, e caracteriza-se por ser uma
enfermidade de curso endémico em diversos continentes do mundo e em cerca de
54 paises, incluindo o Brasil. A doenca tem carater zoonético, e é considerada
negligenciada pela Organizacdo Mundial da Saude. O primeiro caso registrado no
Rio Grande do Sul foi no municipio de Sdo Borja em um canino, e logo apés em um
humano, acredita-se que o aparecimento da doenca no estado foi motivada por um

surto na Argentina no ano de 2008 (MARCONDES , 2013).
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O estado do Rio Grande do Sul possui areas que séao consideradas endémicas
e ndo endémicas, porém ha um conhecimento considerado insuficiente, pelo risco
gue a doenca apresenta. A fim de determinar qual o nivel de conhecimento, bem
como as atitudes e praticas em relacdo a prevencdo e controle da doenca, nas
populacBes, o projeto de poés-graduacdo acompanhado durante a realizacdo do
ESCMV tinha como objetivo aplicar um questionario a moradores das cidades de
Uruguaiana e Porto Alegre, onde foram registrados casos humanos, e na cidade de
Eldorado do Sul onde ndo ha casos registrados. Outro objetivo € levar a informacéo
a populacao através de uma conversa explicativa e folheto sobre a leishmaniose. Ao
decorrer do projeto foram aplicados 110 questionarios na cidade de Uruguaiana,
namero equivalente a entrega de folhetos (Anexo 3).

2.2.9 Investigacéo de Borrelia spp. em pequenos roedores do Bioma Pampa

Entre os artropodes vetores de doencas que sdo consideradas zoondticas, 0s
carrapatos sao considerados o segundo grupo de maior transmissdo perdendo
apenas para os mosquitos (PAROLA et al.,, 2001). Os principais patdgenos
transmitidos por carrapatos sédo bactérias dos géneros Rickettsia (Febre maculosa) e
Borrelia burgdorferi (Doenca de Lyme).

A doenca de Lyme €& uma das doencas mais comuns transmitidas por
carrapatos no mundo (STANEK et al., 2003). Os carrapatos transmissores habitam
geralmente areas de floresta e seus arredores, e parasitam roedores tidos como
reservatorios da doenca. No Brasil ha relatos de doencas com o0s sinais clinicos
semelhantes a doenca de Lyme. Em 2017, Dall’Agnol e colaboradores
demonstraram pela primeira vez no Brasil a presenca de Borrelia sp. em seu vetor
tradicional, carrapatos Ixodes, encontrados em roedores no Rio Grande do Sul.
Sendo assim o projeto tinha como obijetivo identificar a presenca de Borrelia spp. em
roedores a fim de esclarecer informagdes sobre o ciclo enzodtico do agente.

Os roedores eram coletados em levantamentos ambientais realizados por
grupos colaboradores. No laboratério era realizada a necropsia do roedor para
coleta de ectoparasitos, e obter amostras de orelha e baco. Estes eram submetidos
a uma extracdo de DNA para ser realizada a detec¢cao molecular de Borrelia spp. por

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
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O trabalho tinha como justificativa contribuir para a saude publica, identificando
0s reservatorios da bactéria na regido do Bioma Pampa e facilitar a investigacédo da

doenca em humanos no pais.
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3 DISCUSSAO

3.1 Rhipicephalus microplus (carrapato dos bovinos)

Com o aumento da populagdo mundial, houve a necessidade de ampliacdo da
producdo de alimentos de origem animal. Decorrente disso, a intensificagdo da
pecuaria e as criagcdes de bovinos aumentaram de forma significativa. Concomitante
com estes fatores observou-se um aumento de problemas sanitarios nos rebanhos
sendo, dentre todas as enfermidades acometem os bovinos, as doencas parasitarias
aquelas que possuem maior impacto pela dificuldade de controle (FAO 2017;
PERRY & RANDOLPH, 1999). No IPVDF, a demanda tem sido crescente nos
ultimos anos, especialmente quanto ao diagnodstico da resisténcia dos carrapatos, da
mesma forma que tem acontecido no laboratério de parasitologia da Unipampa.
Muito dessas observacdes foram realizadas em virtude da constante rotina de
diagnostico e pelos laboratorios serem referéncias no tema para o RS e trabalharem
préximos a sistemas de producéo de relevancia.

O carrapato R. microplus é um ectoparasito hematofago, presente em areas
tropicais e subtropicais de todo o mundo, pertencente ao Filo Arthopoda, Classe
Arachnida e familia Ixodidae. Possui no seu ciclo duas fases de vida: uma
parasitaria, sobre o hospedeiro que dura aproximadamente 21 dias, e outra de vida
livre no meio ambiente, que durando cerca de 30 a 70 dias (FURLONG et al., 2005)
(Figura 8). O parasito tem se tornando um dos principais responsaveis por prejuizos
econdmicos na criacdo de bovinos, principalmente em racas com origem europeia
(CAMILLO et al., 2009). No ecossistema Bioma Pampa, também predominam tais
racas descritas, como sao vistos nos arquivos laudos de ambos laboratérios, onde
verifica-se grande presenca de propriedades que criam Aberdeen Angus e Hereford.

O parasito é causador de grandes perdas relacionadas com a diminuicdo da
producédo de leite e carne, danos ao couro, afetando a integridade fisica do animal,
predispondo a ocorréncia de miiases, além de transmitir a principal enfermidade
infecciosa para a bovinocultura gaicha denominada o complexo Tristeza Parasitaria
Bovina (TPB), causada pela infeccdo isolada ou conjunta pela bactéria Anaplasma

marginale e os protozoarios Babesia bovis e B. bigemina (CORDOVES, 1997).
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Figura 9: Ciclo do carrapato Rhipicephalus microplus.

Fase Parasitaria
(21 dias)
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Fonte: Arquivo IPVDF

O carrapato R. microplus faz parte das principais reclamacfes dos
proprietarios e trabalhadores do meio rural no RS devido a uma grande ocorréncia e
pela dificuldade de elencar um tratamento associado a estratégias de controle de
altas infestacdes nos rebanhos. As infestacfes costumam seguir uma dinamica
populacional dividida em trés geracdes no Rio Grande do Sul. Durante o periodo do
ECSMV, tivemos a oportunidade de presenciar o periodo da maior presenca do
parasito nos bovinos, devido a estacdo e variagdes sazonais. Portanto, é notdrio que
uma série de fatores podem influenciar na capacidade reprodutiva, como
temperatura, umidade, precipitacdo pluviométrica, e na mantenca do parasito na
ocorréncia de estacdes mais atipicas, com invernos menos rigidos, o que favorece o
aumento das populacbes de R. microplus em um periodo que tradicionalmente

(inverno) a infestacéo pelo parasito € menor (Figura 9).
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Figura 10: DinAmica populacional do carrapato bovino no Rio grande do Sul, onde F1= primeira
geracdo, F2= segunda geracdo e F3= terceira geracdo de carrapatos.
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Fonte: Arquivo IPVDF.

3.1.1- Controle e resisténcia aos acaricidas

Com o aumento dos prejuizos e problemas causados pelo carrapato, foram
desenvolvidas ferramentas para o controle, sendo hoje o uso de acaricidas quimicos
a principal delas. Ao longo da historia, varias substancias foram utilizadas para
reduzir as infestagcbes como fumo, sabao, querosene, enxofre, sempre adicionados a
algumas substancia para obter uma melhor acdo como o 6leo mineral. Entretanto
estas experiéncias nunca tiveram um resultado satisfatorio (FURLONG et al., 2007).
No final do século XIX (por volta do anos 1940 ), a descoberta do controle por
imersdo em tanques contendo arsénico foi utilizada , até ser notada que a solucéo ja
nao diminuia as infestacbes, concluindo-se que o parasito se tornara resistente.
Apoés a Segunda guerra mundial comecaram a surgir outros produtos alternativos de
origem organica e sintética para o tratamento dos bovinos (GEORGE et al., 2004).

A resisténcia € uma mudanca genético-evolutiva que se estabelece por um
estresse ambiental. No caso dos carrapatos sao selecionados 0s mais resistentes a
partir das frequentes aplicacdes de um mesmo principio ativo ou dosagem excessiva
gue levam as populagbes de parasitos a sofrerem transformacdes para sobreviver

aos produtos (KLAFKE, 2008). Essa frequéncia muitas vezes é estimulada pela ma
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aplicacéo dos produtos que tornam a pratica de tratamento falha, fazendo com que
novamente seja necessaria a aplicacdo, sendo talvez essa a causa mais comum.

Para aprovacdo de farmacos efetivos para o controle do parasito, o Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento no Brasil exige uma eficacia minima de
95% para registro de um produto carrapaticida. Desse modo, considera-se que todo
acaricida deveria apresentar esse valor de eficicia, e valores abaixo desta
porcentagem poderiam ser potencialmente associados a resisténcia (PEREIRA,
2008). Porém, ha uma dificuldade no estabelecimento de um valor indicativo de
resisténcia em testes de imersao de adultos, sendo muitas vezes considerado que
se existe ao menos um individuo sobrevivente a aplicacdo, pode indicar que a
populacdo ja possui resisténcia ao farmaco. Os testes que melhor avaliam essas
condi¢cdes foram o TIL e TPL, que apesar de mais trabalhosos, sdo mais sensiveis.

Os grupos quimicos disponiveis atualmente no mercado sao distribuidos da
seguinte forma: Organofosforados (como clorpirifés) que surgiram em 1946 (KLAFE,
2008), Amidinicos (amitraz) sintetizado na Inglaterra no ano de 1969 (ANDRADE,
2013), Piretroides que surgiram nos anos 80, originalmente extraidos de vegetais e
hoje produzidos sinteticamente (Cipermetrina, Deltametrina), apresentando baixa
toxicidade em mamiferos (SANTOS, 2007), Lactonas macrociclicas que sé&o
divididas em dois grandes grupos que sao as avermectinas (ivermectina,
abamectina, eprinomectina e doramectina) e as milbemicinas (moxidectina) (BRITO
2015), Fenilpirazol (fipronil) e Benzoilfeniluréia (fluazuron). O benzoilfeniluréia € o
principio mais novo em comercializacdo, que age bloqueando o desenvolvimento
das formas jovens do parasito por impedirem a formacdo da quitina (FURLONG,
2007). A partir dos anos de 1990, também surgiram no mercado as associacdes de
organofosforados e piretroides, que se tornaram populares pelo fato de
apresentarem efeito sinérgico, ou seja, apresentam alta eficacia mesmo frente a
populacdes resistentes a ambos.

Com o passar do tempo, os problemas comecaram a se agravar e cada
molécula lancada servia como um escape para o tratamento dos animais. Atrelado
as grandes infestac@es, a facilidade de compra dos farmacos, o uso indiscriminado
com excesso de aplicacdes de forma errbnea, foram selecionadas populacdes de
parasitos resistentes e em pouco tempo se notava a ineficacia do produto quimico.
Segundo Brito (2015), no pais os relatos apresentados sobre a resisténcia do R.

microplus aos acaricidas de controle se agravou a partir do ano de 2010, afirmacgao
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esta confirmada pelos dados existentes nos arquivos dos testes de resisténcia
realizados no IPVDF, nos ultimos 30 anos, desde que o Instituto atua nessa area
como sua principal linha de pesquisa.

Além das demais resisténcias a bases disponiveis para uso, existem resultados
importantes em nivel mundial desenvolvidos dentro da instituicdo. A primeira foram
amostras de cepas de campo, resistentes a lactonas macrociclicas que foram
detectadas por estudos realizados por Martins e colaboradores (2001). Anos apés a
descoberta, Klafke e colaboradores (2012) em condi¢Oes laboratoriais com cepas
sensiveis e de campo, padronizaram testes que permitiram constatar que a
resisténcia a ivermectina estd amplamente distribuida. Recentemente um estudo
realizado por Reck e colaboradores (2014), detectou a resisténcia do carrapato
bovino a um dos principios ativos mais inovadores, estudados e distribuidos no

mercado, o fluazuron.

3.2 Fluazuron, a molécula mais nova do mercado

Lancado no ano de 1994, o Fluazuron € um farmaco de acdo sistémica,
composto quimico derivado das benzoilfeniluréias, regulador do crescimento a partir
da inibicdo de uma enzima que media a sintese de quitina (componente da cuticula
do acaro). O fluazuron impede que o parasito se desenvolva no estagio seguinte
durante o periodo em que se encontra no hospedeiro, assim como inibe o
desenvolvimento dos embrides oriundos de fémeas tratadas (GRAF et al., 1994).
Com a instauracao da resisténcia aos acaricidas, houve uma necessidade do uso de
alternativas de tratamento que diferissem daquelas existentes no mercado. Com o
surgimento deste novo ingrediente ativo (IA), concomitante com o aumento da
procura do mesmo para ser usado no tratamento dos bovinos, houve uma grande
adesao ao uso desta molécula, o que justifica atualmente as frequentes solicitacdes
de teste da susceptibilidade do fluazuron realizados no IPVDF.

Atualmente, existem muitas empresas que fabricam produtos com esta base
pura ou em associacdes com outros compostos que estdo extremamente difundidos
no controle do parasito de forma rotineira. Porém, como ocorreu com as demais
drogas existentes, a frequéncia de utilizacdo nos rebanhos bovinos, pressionou a
selecdo de individuos resistentes. A partir de relatos e suspeita de produtores rurais,

Reck e colaboradores (2014) relataram o primeiro caso de resisténcia ao fluazuron,
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concomitante com a descoberta de uma cepa com multirresisténcia a todas as
classes de acaricidas existentes no mercado.

ApGs ser notada a resisténcia a campo, o trabalho supracitado realizou um
experimento com a finalidade de confirmar esta resisténcia. Foram separados
grupos de animais infestados com larvas da cepa multirresistente. Destes animais,
dois grupos foram separados onde 0 primeiro grupo ndo recebeu nenhum
tratamento (controle) e um grupo que recebeu o tratamento com fluazuron comercial
na formulagédo pour-on. Outros dois grupos de animais foram infestados com uma
cepa oriunda da unidade experimental da FEPAGRO S&o Gabriel nunca expostas
ao Fluazuron. Da mesma forma um grupo se manteve sem tratamento, e o outro
tratado. Para a obtencdo dos resultados foram contadas e coletadas teledginas do
lado esquerdo dos animais conforme um protocolo estabelecido por WHARTON &
UTECH (1970), e foi avaliado também o sistema reprodutor das fémeas conforme
estabelecido por (HOLDSWORTH et al., 2006).

Apos a realizacdo de todas as avaliagdes, houve uma compilacdo dos dados e
obteve-se 0s seguintes resultados: o produto se mostrou eficiente no controle da
linhagem sensivel e resistente na linhagem Jaguar.. A resisténcia foi confirmada nos
testes in vitro. Os testes in vitro foram realizados através de TIA com (0,05 ppm, 0,5
ppm, 5 ppm, 50 ppm e 500 ppm) de Fluazuron grau técnico. Para a realizacdo do
teste foi seguido o protocolo proposto por Graf e colaboradores (1994) com
modificacdes. Adicionalmente, foi realizada alimentacédo artificial conforme descrita
por Pohl e colaboradores (2011), os tratamentos incluiram: sangue, sangue +
fluazuron solucédo (concentragdes finais 2,5 ppm, 5 ppm e 10 ppm), e sangue +
veiculo (0,02% de Triton X-100 em 1% de acetona em desmineralizada agua estéril).
Os resultados da alimentacéo artificial confirmaram os resultados do TIA indicando

existir uma populacao resistente.

3.2.1- Aplicacdes e limitacbes do teste com Fluazuron em TIA

Por ser um produto atual e de conhecimento comum, alcancou uma grande
extensdo nas propriedades rurais visando combater o parasito. Além da Elanco,
outras empresas consolidaram a fabricacdo do produto, fazendo com que o0 mesmo
se tornasse amplamente difundido no mercado. Em razao destas questbes notou-se

gue com a ascensao da procura pelos testes de resisténcia, o fluazuron era um dos
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mais solicitadas pelos remetentes de carrapatos. Porém, conforme os testes eram
finalizados foi possivel verificar que os resultados de eficacia do produto eram cada
vez menores, conforme registros existentes e testes em andamento no IPVDF, o
Laboratorio de Parasitologia da Unipampa, também realizador da TIA com Fluazuron
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) se iguala e demonstra baixos indices da
eficécia.

Com a emissao dos laudos com alto indice de resultados negativos, houve um
interesse por parte de algumas empresas que se sentiram prejudicadas e que
contestaram o0s resultados apresentados alegando n&o haver um teste de
diagnostico de resisténcia ao fluazuron padronizado.

O processo de execucdo do TIA para Fluazuron segue 0 seguinte protocolo
adaptado Reck e colaboradores (2014), onde uma parte de fluazuron é diluido em
triton-x a 2% em acetona técnica (Merck, Darmstand, Alemanha), a fim de produzir
uma solucdo a 5% com um valor de 50.000 ppm, esta foi diluida em agua estéril na
proporcao de 1:100 a fim de chegar a uma concentracdo de 0,005% (500ppm) a
0,2% de Triton-x e 1% de acetona.

Para chegar a uma dose discriminatéria (DD) e garantir a confiabilidade para o
teste, foram realizados testes pareados com diferentes concentracdes de fluazuron
na mesma populacdo de teleéginas 50 ppm, 5 ppm, 0,5 ppm e 0,05 ppm foram
testados nas cepas Jaguar (multirresistente) e POA (sensivel). O resultado obtido a
partir destas exposi¢cdes demonstraram que as cepas Jaguar foram resistentes nas
doses de 0,05 a 500 ppm , e a cepa POA obteve um resultado de 100% de eficacia
de 50 a 500 ppm, tendo em vista que nas concentracdes 5 ppm, 0,5 ppm e 0,05 ppm
ouve alguma porcentagem de eclosao.

Dadas as conclusdes finais, determinou-se uma dose discriminatdria para a
realizacdo de TIA com o principio ativo de 50 ppm, esta por apresentar uma eficacia
de 100% na cepa sensivel e ter individuos sem alteracdo nas cepa resistente.
Entretanto, dados analisados deixaram explicita a grande diferenca entre
populacdes de campo de R. microplus frente a exposicdo ao fluazuron. De fato,
apesar dos dados apresentados no trabalho ao descrever o primeiro caso de
resisténcia ao fluazuron indicarem que 50 ppm possa ser utilizado como dose
discriminatéria (DD), o trabalho n&o foi realizado com intuito da determinacdo de
uma dose discriminatdria para o TIA. Para isso, foi necesséaria a andalise de varias

amostras de campo, principalmente aqueles de histérico conhecido. Com a oferta do



34

teste nos Laboratorios do IPVDF e da UNIPAMPA foi possivel juntar uma maior
guantidade de dados. Ao mesmo tempo, a investigagdo de novos casos de
resisténcia ao fluazuron motivou descontentamentos por parte da inddstria
farmacéutica.

Entdo, a partir da discrepancia de posicionamentos e do teste néo ter sido
ainda validado em um numero grande de popula¢fes, os resultados e as provas
para a droga foram suspensos dos laudos com os demais produtos acaricidas e
passaram a ser realizados apenas para fins de pesquisa. Cabe ressaltar aqui, que a
finalidade de um teste com produto técnico utilizando DD é demonstrar a presenca
de alguma resisténcia nos individuos testados, e ndo a percentagem de eficacia
como os demais produtos testados, ndo sendo considerado como correspondente
aos testes realizados a campo, pois é realizado com produto técnico e ndo na
formulacgéo disponivel para aquisicdo nos centros comerciais. Desde entéo todas as
amostras recebidas estdo sendo testadas novamente com diferentes doses na
tentativa de validar uma DD ou se ha outras formas de analise.

Estdo sendo discutidas algumas maneiras de solucionar o problema que vem
sendo enfrentado, e dentre todas uma que vem recebendo uma maior aceitacéo e é
a de que devem ser realizados por uma comparacao de concentracdo inibitoria (Clso)
das populacdes de campos com as populacgdes resistente e susceptivel.

A Clso é a concentracdo necessaria para inibir 50% da eclosao das larvas de
fémeas tratadas, e assim como DLsp ou CLsp € uma medida de poténcia usual em
toxicologia para que certa substancia iniba uma funcédo biologica ou bioquimica
especifica, ou seja, € uma medida quantitativa que determina quanto de um farmaco
necessario para inibir qualquer processo fisiologico em metade da populacéo
exposta. Com o valor estimado em ppm de cada uma das cepas € possivel
identificar uma faixa de valores de concentracdo que categorize com mais eficiéncia
em um grande grupo de populacdes existentes. Durante o0 ECSMV foram realizados
diversos testes com diversas concentracdes a fim de padronizacdo de uma nova DD
e determinacdo de Clso. A analise desses dados ainda estd em andamento no
IPVDF e no Laboratério de Parasitologia da UNIPAMPA e os resultados devem
permitir a validacdo de uma nova técnica de diagnostico a ser oferecida a médicos
veterinarios e produtores rurais.

Durante a realizacdo do estagio foi possivel realizar os testes e avaliar os

resultados, acompanhando a manifestacdo de diversas cepas de campo frente ao
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tratamento empregado, a fim de verificar a existéncia de individuos resistentes em

15 populagdes distintas, totalizando 2400 ensaios.



36

4 CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento do presente trabalho possibilitou analises relacionadas
sanidade animal aplicado a parasitologia, tendo énfase a resisténcia do carrapato
bovino. Com a experiéncia obtida durante a execu¢cdo do ECSMV, ficou evidente o
desafio que representa o controle do carrapato bovino.

E notavel que a demanda por testes de resisténcia TIA, TPL, TIL, aumentaram
no periodo do verdo e do outono, acreditando-se que as infestacdes aumentam com
a préatica de tratamentos errdneos e ineficacia do controle do parasito. Os testes
realizados demonstraram que uma grande propor¢cdo das propriedades rurais
independente do municipio, possuem multirresisténcia a acaricidas levando em
consideracao a ineficacia de mais de uma base quimica na populacdo de carrapatos
testada.

Por levantamentos realizados no instituto anteriormente e os acompanhados no
decorrer do estagio se conclui que as populacdes estdo cada vez mais tolerantes as
drogas, e consecutivamente com manejos e tratamentos errébneos as infestacdes
aumentam. Porém, mesmo com a emissao de laudos com os resultados existe
grande dificuldade de interpretacdo, sendo necessarios mais treinamentos e
informativos recorrentes sobre o assunto. Com o surgimento destas ddvidas, novos
casos, e debates realizados no interior do laboratério foi possivel aprimorar o
conhecimento e ter novas experiéncias.

Neste sentido foi de extrema valia e importancia a realizacdo do ECSMV no
laboratério de parasitologia do IPVDF, visto que além da troca de informacdes, e
aprendizado obtido, o conhecimento da rotina de um centro de diagndstico, inovacéo

e de pesquisa que é referéncia internacional na area de sanidade animal e zoonose.
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ANEXO 1 - Certificado de Estagio Curricular Supervisionado em Medicina

Veterinéria realizado no Instituto de pesquisas veterinarias Desidério Finamor.
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ATESTADD

Alestamos para os devidos fins que MANDEL ROBERTO POITEVIN Du
SILVA FILHO, académico de Medicina Vebesrndria da Universidade Federal da
Pampa ([UNIPAMPA), realizou esidgic cumicular no  Laboraldrio de
Parasilclogia do  Inshuic de Pesguisas Velsrindias Desidéno  Finamor
(IPVDF), drgdo de referéncia em sadde animal do Governo do Estado do Rio
Grande da Sul. O estdgio foi reali 2ado no periada de 04 de marge a 30 de maio
de 2019, compresndendo um iofal de 480 horas, envolvendo Feinamenio em
tcnicas de diagndslico parasioligico de enfermidades de animas &
paricipagho am projeics die pesquisa.
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ANEXO 2 - Certificado de Estagio Curricular Supervisionado em Medicina
Veterinaria realizado no Laboratério de Parasitologia da UNIPAMPA

SERVIGO PUBLICO FEDERAL *
MINISTERIO DA EDUCAGCAQ

————————————————
Universidade Fodersl e Pamps
Curse oo Medons Veeraiia
L

ATESTADO

Atesto, para os devidos fins, que Manoel Roberto Poitevin Filho, académico
do Curso de Medicina Veterinaria, realizou estagio curricular junto ao laboratério
de parasitologia no periodo de 04 de maio margo a 30 de maio de 2019,
compreendendo um total de 480 horas. As atividades ocorreram dentro deste
laboratério e no laboratério de parasitologia do IPVDF em Eldorado do Sul como
instituigdo apoiadora.

Uruguaiana, 30 de maio de 2019.
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Tiago Gallina
Professor Adjunto da Unipampa Uruguaiana




45

ANEXO 3 - Folheto sobre leishmaniose visceral canina

LEISHMANIOSE

VISCERAL

O inseto que
transmite a
Leishmaniose,
(Lutzomyia longipalpis)
¢é conhecido como
mosquito-palha e se
reproduz em matéria
organica.
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