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Resumo

O trematédeo Fasciola hepatica é responsavel por ocasionar a enfermidade conhecida como
fasciolose. Sua patogenia envolve o acometimento do figado e ductos biliares, resultando em grandes
perdas econdmicas. Dessa forma, a efetividade de formas de controle do parasito vem sendo
estudados, principalmente o uso de farmacos como o albendazol, um farmaco comercial que atua como
anti-helmintico de agdo adulticida e ovicida. O estudo teve como objetivo avaliar in vivo e in vitro o
tratamento ovicida com albendazol em bovinos infectados naturalmente por F. hepatica. Amostras de
fezes foram submetidas a técnica de sedimentacado e os animais positivos foram tratados com sulfoxido
de albendazol, na dose de 5mg/kg, contudo ap6s 21 dias do tratamento, um novo exame mostrou que
0s animais ainda apresentavam-se positivos. Os ovos foram recolhidos e colocados B.O.D., e apés o
periodo de 14 dias houve exposicao a luz incandescente para verificar se houve ecloséo de miracidios.
Foi observada a auséncia de formacdo de miracidios, o que indica que o tratamento obteve efeito
ovicida e influenciou no embrionamento dos ovos de F. hepatica.

Palavras-chave: Fasciolose. Albendazol. Atividade ovicida.
Area do Conhecimento: Ciéncias da Saude - Medicina Veterinaria.
Introducao

A fasciolose € uma enfermidade de carater zoonético causada pelo trematédeo do género Fasciola,
e as espécies Fasciola hepatica e Fasciola gigantica (TAHA; EL-SHAIKH; AL-SADI, 2014) apresentam
relevancia para saude e economia, uma vez que promove danos na producdo (MARTINS et al., 2012)
causando prejuizos devido a diminuicdo do rendimento animal, perda da produtividade, descarte das
visceras em abatedouros (FREITAS, et al., 2014).

O ciclo dessa doenca envolve um hospedeiro intermediario (HI), sendo os moluscos da Familia
Lymnaeidae e em um hospedeiro definitivo (HD), principalmente bovinos e ovinos (GOMES, 2012;
SILVA; SANTOS, 2016). A fasciolose € extensivamente distribuida no Brasil e Martins et al. (2014),
sugerem que sua dispersao pode estar atribuida também a transferéncia de animais de regifes
enzodticas com F. hepatica para regides em que nao ha a presenc¢a desse parasito.

O controle dessa enfermidade pode ser realizado de diversas formas, sendo que o mais usado é o
controle no HD com o uso de farmacos adulticidas. Além disso, também podem ser usadas substancias
gue inviabilizam o desenvolvimento dos ovos, uma vez que a forma adulta da F. hepatica pode expelir
em torno de trés a sete mil ovos por dia e permanecer até dois anos nos ductos biliares (BECK, 1993).

Os medicamentos de escolha para tratamento englobam o grupo dos benzimidazéis, como o
albendazol, e outros como nitroxinil, closantel, clorsulon e rafoxanida, os quais atuam no tratamento da
fasciolose, agindo em diferentes fases de vida do trematddeo, sendo que a maioria apresenta apenas
acao adulticida (FAIRWEATHER et al., 2012; ALEMU, 2019). Contudo, alguns farmacos sao dificeis de
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serem encontrados no mercado brasileiro e além disso, h& relatos de resisténcia, como retratam
Fairweather et al. (2012) em relacdo ao triclabendazol.

O albendazol é um farmaco ovicida disponivel no mercado brasileiro com papel importante no
controle da fasciolose, apresentando agdo endoparasiticida que possui atividade sobre nematoédeos
gastrointestinais e pulmonares, cestdédeos e trematddeos. Segundo Rinaldi et al. (2009) o albendazol
tem capacidade de penetracdo em ovos de helmintos, impedindo a divisdo celular e comprometendo a
formacdo miracidial. No Brasil, esta disponivel para bovinos de forma injetavel, como sulféxido de
albendazole ou em formulagéo oral, como albendazol (DE LEAO, 2012). Entretanto, fenémenos de
resisténcia a essa molécula foram descritos por Vara-Del-Rio et al., (2006) e Elitok et al., (2006), tendo
em vista o uso indiscriminado, subdosagem e falta de alternancia os fatores relacionados ao quadro de
resisténcia (CHAVEZ et al. 2012, DE LEAO, 2012).

Nesse contexto, objetivou-se com o presente trabalho avaliar in vivo e in vitro o tratamento ovicida
do albendazol em bovinos naturalmente infectados da Area Experimental de Rive, pertencente ao
Centro de Ciéncias Agrérias e Engenharias (CCAE), da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES),
no municipio de Alegre, Espirito Santo, Brasil.

Metodologia

Os protocolos utilizados no presente estudo foram aprovados pela Comisséo de Etica do Uso de
Animais (CEUA) de Alegre (UFES) sob o nimero 027/2019. Foram coletadas amostras de fezes de 17
bovinos adultos, e processadas conforme a técnica de sedimentagdo descrita por Foreyt (FOREYT,
2005) para ovos de F. hepatica.

Das amostras coletadas, foram retiradas aliquotas de cinco gramas, e em seguida homogeneizadas
a 200 mL de agua, sendo posteriormente filtradas com auxilio de gaze e sedimentadas em calices de
decantacdo durante 10 minutos. Apds a decantacéo, descartou-se cerca de 70% do sobrenadante,
repetindo-se esse passo por trés a quatro vezes a fim de se obter um sobrenadante translicido. Apos
o descarte do Ultimo sobrenadante, o sedimento foi corado com o corante azul de metileno e em seguida
foi feita a analise em microscopio estereoscépio para a identificacao e contagem dos ovos nas amostras
positivas.

Deste grupo amostral, os animais que estavam positivos ao exame foram tratados com Sulféxido
de albendazol (Agebendazol 15%® Agener Unido), com a dose indicada em bula de 5mg/kg, sendo 1,3
mL a cada 44 kg de peso vivo, com volume final calculado mediante ao peso do animal, via
intramuscular. Apés 21 dias da aplicacdo, foi feita uma nova coleta de fezes e pesquisa
copropasitologica de ovos de F. hepatica, com o objetivo de constatar a eficiéncia do farmaco neste
tratamento.

As amostras fecais dos animais ainda positivos ap0s o tratamento foram diluidas em agua destilada
e decantadas em cédlices de sedimentacdo, sendo realizado o descarte do sobrenadante até que o
conteudo estivesse limpido. Em seguida, o sedimento com os ovos de F. hepatica foi distribuido em
placas de cultura tipo ELISA, com 24 pogos contendo agua destilada. Também foi criado um grupo
controle positivo com 100 ovos sabidamente viaveis do trematoda. Em seguida, a placa foi coberta com
plastico de parafina (Parafilm M®) e levada para uma estufa do tipo B.O.D por 14 dias a uma
temperatura de 25°C, como preconiza Fairweather et al. (2012).

Apbs esse periodo, a placa foi exposta a luz incandescente de 100 W durante trés horas, sendo
feita a observacédo a cada hora, de forma que os ovos foram pipetados e dispostos em laminas cobertos
com laminula, sendo observados em microscopio éptico, conforme metodologia de Fairweather et al.
(2012), com a finalidade de verificar a eclosédo dos miracidios.

Os dados foram compilados e analisados descritivamente para avaliacdo da atividade in vivo e in
vitro do albendazol.

Resultados

Dos 17 bovinos avaliados inicialmente, 5 (29,41%), estavam positivos para ovos de F. hepatica ao
exame de sedimentacdo, conforme descrito na tabela 1. Foi constatado um resultado insatisfatorio na
aplicacéo de Sulfoxido de albendazol, pois ap6s 21 dias do tratamento, as amostras de fezes dos
animais foram diagnosticadas novamente positivas para F. hepatica. Realizando um comparativo entre
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0 numero de ovos encontrados nas amostras antes e depois do tratamento, a média de ovos foi maior
no apas, devido a auséncia de atividade in vivo, levando a um resultado insatisfatorio neste.

Tabela 1 - Namero de ovos de Fasciola hepatica antes e apds o tratamento com Sulféxido de albendazol em
bovinos naturalmente infectados.

Identificagéo Numero de ovos antes do NUumero de ovos ap06s o
tratamento tratamento
Animal 1 - Fémea 5 ovos 4 ovos
Animal 2 - Macho 3 ovos 36 ovos
Animal 3 - Fémea 2 ovos 14 ovos
Animal 4 - Fémea 8 ovos 69 ovos
Animal 5 - Fémea 3 ovos 13 ovos

Fonte: Os autores.

A partir da sedimentagdo das amostras oriundas dos animais ainda positivos apos o tratamento, foi
possivel resgatar um total de 60 ovos, analisados quanto a viabilidade, testando-os sob exposi¢do a
luz para verificar a capacidade de desenvolvimento embrionario e formacao miracidial. Apés o periodo
de 14 dias de incubacao e exposi¢éo a luz, a anélise mostrou que todos os 60 ovos ndo evoluiram do
estagio inicial de embrionamento e consequentemente ndo houve a formacdo de miracidios, como
demonstrado na figura 1 (A). No grupo controle, observou-se a eclosédo de 83% dos ovos, tendo sido
possivel observar miracidios livres, como visto na figura 1 (B) e ovos operculados.

Figura 1 - A - Ovos de Fasciola hepatica embrionados encontrados no grupo tratado. B - miracidio eclodido de
ovo do grupo controle. Aumento de 20x no microscépio optico.

A ' . B

100um -

Fonte: Os autores.
Discusséo

As recomendactes da WAAVP (World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology)
para avaliacdo de eficacia de tratamento e detecgdo de resisténcia anti-helmintica de F. hepatica
indicam o uso dos testes in vivo e in vitro (WOOD, 1995). Neste estudo a atividade do tratamento com
sulféxido de albendazol in vivo ndo foi satisfatéria, uma vez que os animais testados continuaram
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positivos para F. hepatica apds o tratamento, inclusive com maior liberacéo de ovos em relagdo a antes
do tratamento. De Ledo (2012) avaliaram a eficacia do sulfoxido de albendazole em F. hepatica in vivo
e encontraram eficacia de 78,65% e Babjak et al. (2021) avaliaram o albendazol in vivo e confirmaram
areducédo de 77 a 81,8%, resultados diferentes desse estudo, entretanto segundo os guias de eficacia
de antiparasitarios da WAAVP (Wood et al.,, 1995), é considerado satisfatoria a eficacia de 90%
para trematodeos, entretanto, ndo ha um teste padronizado para avaliagdo de reducéo de OPG para
fasciolose.

Pesquisas atuais relatam que estatisticamente, eficacias de 71 a 90% podem ser consideradas
suficientes para drogas como albendazol e mesmo que o percentual ndo ultrapasse 90%, ha uma
eficacia satisfatoria na reducéo da carga parasitaria (FAIRWEATHER, THREADGOLD; HANNA, 2021).
Segundo Fairweather (2012), existem diversas razdes que justificam a resisténcia parasitaria de F.
hepatica aos medicamentos, como produtos com a validade vencida, reducdo do metabolismo
individual do animal, entre outros fatores. Mezo et al. (2008) relatam que essa resisténcia é advinda
do uso indiscriminado, falta de monitoramento quanto a eficacia e subdosagem.

Neste estudo a atividade ovicida foi comprovada apés o teste in vitro. Outros estudos comprovam
também estd atividade como Alvarez (2009), que avaliou o efeito ovicida do albendazol in vitro e
confirmou 100% de eficacia do principio ativo na inibicdo do desenvolvimento dos ovos de F. hepatica,
o que também corrobora com o presente estudo, tendo em vista que os ovos estavam inviaveis. Arruda
(2022) também avaliou a eficacia do albendazol em inibir o desenvolvimento de ovos de F. hepatica,
sendo constatado in vitro que ndo houve resisténcia, uma vez que tiveram um claro efeito inibitorio nos
ovos, possuindo excelente atividade ovicida, corroborando com os resultados encontrados no presente
estudo. Ademais, comprovou-se acao do farmaco em outros trabalhos ao analisarem que nao houve
formacado miracidial nos ovos e com isso, tem-se o impedimento da continuidade do ciclo biol6gico de
F. hepatica (ALVAREZ et al., 2009; CANEVARI et al., 2014).

Canevari et al. (2014) encontraram eficacia in vitro do albendazol em diferentes localidades,
demonstrando atividade menor que 13,4% em determinadas localidades e atividade maior que 70,3%
em outros, apresentando que ha diferencas de acdo do farmaco decorrentes de fatores climaticos,
sazonais e epidemiolégicos; e acrescentam que o teste de eclosdo de ovos pode ser um método
adequado para a detecc¢éo de resisténcia de albendazol em F. hepatica.

Diante dos resultados expostos e por meio da analise dos dados obtidos, é possivel confirmar que
o albendazol apresentou atividade ovicida in vitro, uma vez que embora 0s animais ainda tenham
apresentado ovos nas fezes apods o tratamento, estes estavam inviaveis, sendo esta comprovada pela
inibicdo do desenvolvimento miracidial de F. hepatica.

Conclusao

O estudo provou que o albendazol se mostrou eficaz em sua capacidade anti-helmintica com acgao
ovicida comprovada ap0s a realizagéo do teste in vitro.
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