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Resumo

O trematoda Fasciola hepatica, agente etiologico da fasciolose, ocasiona o acometimento de lesdes no
figado e ductos biliares de ruminantes, comprometendo sua capacidade produtiva, além de ser uma
zoonose. O controle da doenga é complexo e envolve o uso de farmacos endoparasiticidas como o
albendazole. O objetivo do estudo foi utilizar o teste de eclotibilidade de ovos (TEQO), para mensurar a
sensibilidade dos ovos de Fasciola hepatica ao albendazol em diferentes concentracbes, assim
buscando a menor concentracao eficaz a ser utilizada em testes in vitro. Os ovos foram diluidos em
concentracao de 100 ovos por mililitro e distribuidos em placas de cultura do tipo ELISA. O controle
negativo foi feito com agua e grupos tratados com diferentes concentracdes de albendazol. As placas
foram colocadas em BOD por 14 dias e em seguida expostas a luz incandescente para observagéo.
Os resultados obtidos indicaram que o composto se mostrou eficaz em todas as concentragfes e ndo
houve formacdo de miracidios, demonstrando que o albendazol foi eficiente nas concentracdes
estudadas, sendo a de 10 ppm a menor concentraco eficaz.

Palavras-chave: Verminose. Farmaco. Resisténcia. Zoonose. Bovinos.

Area do Conhecimento: Ciéncias da Saude (Medicina Veterinaria)
Introducéao

Fasciola hepatica é um parasito da classe Trematoda com formato folidceo, pertencente ao filo
Platyhelminthes, responsavel por ocasionar lesdes no figado e nos ductos biliares principalmente de
ruminantes (OLIVEIRA e RESENDE, 2017). A doenga é considerada uma zoonose emergente ou
reemergente em varias partes do mundo (CARNEIRO, 2014). O acometimento dos animais resulta em
importantes consequéncias econdmicas e produtivas, como a diminuicdo do ganho de massa,
interferéncia na fertilidade e na producao de leite, além de ocasionar o descarte de visceras na linha
de abate. (CHARLIER et.al., 2013)

O ciclo do parasito se inicia com a eliminacdo dos ovos nas fezes do hospedeiro definitivo que,
guando eclodidos, ddo origem aos miracidios que infectam o hospedeiro intermediario, o0 molusco
Pseudosuccinea columella. Neste havera o desenvolvimento dos estdgios de esporocisto, rédia e
cercéria que posteriormente sair4 do caramujo, encistando-se na pastagem e transformando-se em
metacercdria, forma infectante para os hospedeiros definitivos. Ao infectar o animal, o parasito passara
para as formas jovens e adultas, parasitando o figado e os ductos biliares (OLIVEIRA e RESENDE,
2017).

O controle da enfermidade é complexo e envolve o0 uso de farmacos tanto para o controle dos
hospedeiros intermediarios quanto para o uso de substéncias que inviabilizam os ovos, haja vista que
0 parasito pode produzir de trés a sete mil ovos ao dia (BECK, 1993).

O grupo dos compostos benzimidazéis sdo anti-helminticos de acdo ampla na veterinaria, agindo
sobre nematdides, cestédeos e trematdédeos (ALVAREZ et.al., 2009). O principio ativo mais utilizado
dessa classe para o tratamento de fasciolose é o triclabendazol, visto que possui eficacia em todas as
formas evolutivas do ciclo bioldgico do parasito (LEAO et.al., 2012). Entretanto, com a sua ampla
utilizacdo, ja ha relatos de resisténcia ao triclabendazol in vivo e in vitro, apontadas desde 1980
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(ALVAREZ et.al.,, 2012). Dessa forma, o albendazol surge como uma opg¢éo, pois possui efeito
endoparasiticida em trematddeos.

Para avaliagdo da eficacia do albendazol em ovos de F. hepatica, é necessario a utilizacdo de
técnicas para detectar a resisténcia ao composto. Uma das técnicas utilizadas é o Teste de
Eclotibilidade de Ovos (TEO), no qual os ovos sédo incubados em diferentes concentracdes do farmaco
e posteriormente é feita a contagem dos ovos com opérculo aberto, servindo como ferramenta para
identificar resisténcia ao albendazol (MARTINS e MARTINS, 2019). Ceballos et al. (2019) através do
TEO, demonstraram que a concentragdo de 0,5 yM é uma dose discriminante para predizer a
resisténcia em ovos de F. hepatica, quando os testes sao realizados em até oito semanas da coleta
dos ovos.

Portanto, o estudo utilizou a metodologia do TEO para identificar e quantificar a sensibilidade de
ovos de Fasciola hepatica ao albendazol nas concentracdes de 10, 15 e 20 ppm, com a finalidade de
avaliar a eficacia da menor concentragao possivel de ser utilizada em estudos in vitro.

Metodologia

Os testes foram realizados no més de marco de 2023, no Laboratério de Parasitologia do Hospital
Veterinario do Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade Federal do Espirito Santo
(HOVET CCAE UFES), localizado no municipio de Alegre, Espirito Santo.

Os ovos utilizados no experimento foram oriundos de animais positivos para fasciolose em um
abatedouro da regido. O presente estudo foi aprovado no CEUA-Alegre-UFES com o niumero 004/2022.
As diluicdes do farmaco escolhido foram preparadas pelo Grupo de Estudos Aplicados em Produtos
Naturais e Sintese Orgéanica (GEAPS) da Universidade Federal do Espirito Santo.

Para a realizacdo do Teste de Eclotibilidade de Ovos (TEO), inicialmente os ovos foram diluidos em
agua de torneira, a fim de obter-se uma concentracdo de 100 ovos por mililitro. Essa suspensao de
ovos foi homogeneizada e distribuida em uma placa de cultura do tipo ELISA de 24 pogos, sendo
colocado 1 mL do liquido com ovos. O teste foi realizado em seis repeti¢cdes para cada grupo: controle
negativo com agua de torneira (AT), grupos tratados com 1 mL de diferentes concentragcdes do
albendazol (10, 15 e 20 ppm) (Figura 1).

Figura 1 - Esquema de distribuicdo dos grupos do teste experimental com albendazol em ovos de Fasciola
hepatica.
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LEGENDA: AT - f\gua de torneira; ABZ - Albendazole;

Fonte: o autor.

Em seguida, a placa foi coberta com um filme de parafina plastica com papel para evitar a
evaporacdo da agua e possiveis contaminacdes, e posteriormente, colocada na incubadora de
demanda quimica de oxigénio (BOD) (Eletrolab® modelo E111/44), a uma temperatura de 25°C durante
14 dias. No décimo quarto dia, as placas foram expostas a luz incandescente de 100 W durante trés
horas, sendo observadas no intervalo de uma hora para a observacgdo da eclosao dos miracidios, por
meio de um microscopio estereoscopico (BEL®), no aumento de duas vezes (FAIRWEATHER, 2012).

Para a determinacéo da eficicia foram realizados célculos utilizando a seguinte formula:
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L média do grupo AT — média do grupo tratado
% eficacia = média do grupo AT x 100

Resultados
Os resultados referentes as leituras das placas estdo demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1: Numero médio de miracidios de Fasciola hepatica por pogo expostos ao albendazol em diferentes
concentrag®es durante 3 h, apés 14 dias de embrionamento.

GRUPOS HORA O HORA 1 HORA 2 HORA 3
Controle com agua de 0 27 54 89
torneira
Albendazole 10 ppm 0 0 0 0
Albendazole 15 ppm 0 0 0 0
Albendazole 20 ppm 0 0 0 0

Fonte: o autor.

Na avaliacdo da eficacia das concentracdes testadas do farmaco, observou-se que as
concentracdes foram 100% eficientes, uma vez que houve a completa inibicdo na formacédo de
miracidios. Com o controle negativo ndo ocorreu a inibicdo da eclosdo, sendo observada formacéo de
embrionamento e miracidios nos ovos, inclusive, ovos operculados e miracidios livres (Figura 2).

Figura 2: Ovos de Fasciola hepatica nos grupos controle e tratamento com albendazole nas concentra¢des
de 10, 15 e 20 ppm, apos 14 dias de embrionamento. Ovo embrionado encontrado no grupo controle (A). Ovo
com opérculo aberto encontrado no grupo controle (B). Miracidio encontrado no grupo controle (C).
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Fonte: o autor.

Discussao

Poucos sédo os estudos que avaliam a eficacia in vitro do albendazol sobre ovos de Fasciola
hepatica, porém, este farmaco é utilizado em diversos estudos como controle positivo com diferentes
compostos (CASSANI et al., 2021). O albendazol possui atividade ovicida, tendo a capacidade de
penetrar nos ovos de helmintos e se acumular, impedindo a divisdo celular inicial e a formacédo do
embrido (RINALDI et al., 2009).

Na literatura séo relatados diversos estudos que utilizam o albendazol como controle, portanto, no
presente experimento buscou-se testar concentragfes baixas do farmaco, com a intencéo de avaliar a
menor concentracao para uso em testes in vitro. Cassani et al. (2021), por exemplo, utilizaram o
albendazol 0,5% (equivalente & 7000 ppm) como controle positivo na avaliacdo do 6leo essencial de
Origanum vulgare L. e seu constituinte majoritario, carvacrol, no controle in vitro dos ovos de Fasciola
hepatica. Os autores observaram que com essa concentracdo, ocorreu 0 impedimento do
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desenvolvimento embrionario, ndo havendo assim nenhuma liberacdo dos miracidios. Resultados
semelhantes foram encontrados por Almeida et al. (2021) ao utilizarem também o albendazol (controle
positivo) 0,5% (7000 ppm) no estudo com o 6leo essencial de Thymus vulgaris e seu constituinte
majoritario, timol. Porém, as concentracdes testadas pelos autores citados sdo muito maiores que as
testadas no experimento. Alvarez et al. (2009) compararam a atividade ovicida do albendazole e do
triclabendazole nas concentracbes de 5, 1, 0,5, 0,1 e 0,05 nmol/mL (1,33; 0,26; 0,13; 0,03 € 0,01 ppm),
e 0s autores concluiram que somente na concentracdo de 1,33 ppm, o farmaco demonstrou uma
atividade satisfatéria (3.7+ 4.2%) na inibicdo do desenvolvimento dos ovos. Dessa forma, é sugestivo
gue novos testes possam ser feitos afim de se testar concentracbes menores que as testadas por
Alvares et al. (2009).

Ceballos et al. (2019), demonstraram que a concentragcdo de 0,5 uM (0,13 ppm) € uma dose
discriminante para predizer a resisténcia em ovos, podendo apresentar diferentes porcentagens de
eclosdo dos ovos, de acordo com o tipo isolado da Fasciola hepatica. Fairweather (2020) relata que
uma eficacia de 71 a 90% pode ser considerada suficiente para drogas como o albendazol. Assim,
tanto os resultados obtidos no presente estudo quanto aqueles relatados na literatura estdo dentro da
faixa aceitavel. Entretanto, ainda é necessario determinar a concentragdo minima de albendazol que
apresenta eficacia da eclodibilidade dos ovos.

E preciso destacar que a susceptibilidade & atividade ovicida do albendazol pode variar conforme a
localizacédo de origem dos ovos, assim como observado por Canevari et al. (2014) em seus estudos,
nos quais encontrou atividade ovicida em alguns isolados (< 13,4%) e susceptibilidade e outras (>
70,3%). Isso deve-se ao fato de que os animais passam por diferentes tratamentos em diferentes
propriedades, criando assim, niveis diferentes de resisténcia aos farmacos. Arruda (2022) testou a
resisténcia de ovos oriundos de diferentes regides do estado de Santa Catarina frente ao albendazol e
concluiu que isolados potencialmente resistentes a anti-helminticos estéo sendo detectados no estado,
principalmente em regides onde ndo ha um controle correto no tratamento dos animais.

Conclusao

O estudo demonstrou que o albendazol, em todas as concentracdes estudadas, foi eficiente para o
controle de ovos Fasciola hepatica, sendo a concentracéo de 10 ppm a menor concentracéo eficiente.
Verificou-se também a necessidade de se padronizar uma unidade para fins de compara¢ao com outros
estudos, visto que os trabalhos apresentados na discussdo mostram unidades diferentes para uso do
farmaco.
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