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Resumo

A fasciolose é uma zoonose emergente de extrema importancia global visto que afeta principalmente
animais de produgdo, acarretando em possiveis perdas produtivas. A doenca se demonstra de dificil
controle e devido a problemas de resisténcia aos farmacos tradicionalmente utilizados, novas
alternativas de tratamento vem surgindo. Dessa forma, os triazis podem se apresentar como uma
alternativa promissora, visto que possuem um amplo espectro de atividades bioldgicas, sendo capaz
de atuar no controle de outros parasitos, como protozodrios flagelados. Diante disso, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de um 1,2,3-triazol derivado do timol frente & sensibilidade
dos ovos de Fasciola hepatica. Foram selecionadas cinco concentra¢ées do 1,2,3-triazol (20, 40, 60,
80 e 100 ppm), além do albendazole (20 ppm) como controle positivo e dois grupos para controle
negativo, agua destilada e DMSO. Em placas de 12 pocos foi adicionado um mL de suspensédo de
ovos de Fasciola hepética e um mL da substancia teste grupo. Apés 14 dias de incubacdo em estufa
foi observado uma boa eficacia nos grupos que apresentavam 80 e 100 ppm do 1,2,3-triazol.

Palavras-chave: Fasciolose. Controle. Triazdis.
Area do Conhecimento: Ciéncias da Saude - Medicina Veterinaria
Introducéo

O parasito Fasciola hepatica € um parasito que pertence a classe Trematoda e ao filo
Platyhelminthes, sendo deprimido dorso ventralmente, possuindo formato de folha e apresentando
cuticula espinhosa que ndo contribui para sua patogenicidade (Carneiro, 2013; Freitas, 2013).
Ocasiona uma enfermidade de importante relevancia global visto que se trata de uma zoonose
emergente e com grande impacto na pecuaria, estando distribuida espacialmente em quase todos os
continentes com excecao da Antartica (Carneiro, 2013; Mas-Coma et al., 2009). A enfermidade
acomete principalmente mamiferos herbivoros e principalmente de produ¢do como ovinos, bovinos e
bubalinos, se alojando no figado e ductos biliares, podendo ocasionar alteragfes como fibrose e
calcificacbes e consequentemente afetando a producao de leite, ganho de peso e causando na
condenacéo desses figados na linha de inspecéo (Tessele et al., 2013; Bowman, 2010).

O ciclo do parasito € complexo e envolve a presenca de hospedeiro intermediario. Os ovos do
trematddeo sdo eliminados nas fezes do hospedeiro definitivo, que em boas condi¢cdes ambientais
irdo se desenvolver e eclodir a fase de miracidio que ird penetrar no hospedeiro intermediario, neste
caso um molusco aquatico, e neste se desenvolvera outras trés fases: esporocisto, rédia e cercéria,
sendo a Ultima responsavel por sair do molusco e posteriormente se encistar na vegetacao na forma
de metacercéria, forma pela qual o hospedeiro definitivo ird se infectar (Silva et al., 1980; Bowman,
2014; Bolafios, Meza e Loahamin, 2021).
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Diante desse contexto, o controle do parasitismo é dificultado, sendo aplicadas diversas tentativas
como limitacdo do pastejo, drenagem do local para um controle fisico, além disso ha o controle pelo
uso de moluscicidas quimicos que levam riscos ao meio ambiente. Outra alternativa é o uso de
substancias que inviabilizam o desenvolvimento e eclosdo dos ovos, e para isso faz-se necessaria a
busca por novos componentes que ajudem no controle do ciclo (Henrioud, 2011; Beck, 1993).

Os triazdis sao parte de uma classe de compostos heterociclicos de origem estritamente sintética.
Esses compostos heteroarométicos apresentam em sua estrutura molecular dois atomos de carbono
e trés atomos de nitrogénio, podendo ser classificados de acordo com sua isomeria, sendo simétricos
(1,2,4 triazdis) ou vicinas (1,2,3 triazéis) (Kashyap & Silakaril, 2018; Zhanget al., 2017). A obtencao
destes heterociclos pode ser realizada a partir de diferentes substratos, como o timol, um fenol
natural amplamente bioativo. O método classico para sintese de 1,2,3-triaz6is envolve o emprego da
reacao de cicloadicao 1,3 dipolar entre uma azida e um alcino terminal, na presenca de ions cobre (1),
classificada como um tipo de reacéo click. A versatilidade dos 1,2,3-triazdis, juntamente com suas
caracteristicas fisico-quimicas e propriedades biolégicas, como atividades antifingicas, antivirais e
até leishmanicidas, tornam-nos candidatos promissores para diversas investigagfes na indUstria
farmacéutica, uma vez que podem oferecer potencial significativo para o desenvolvimento de novos
farmacos para inibicdo do desenvolvimento e eclosdo de ovos de diferentes parasitas (Sahu;
Ganguly; Kaushik, 2013; Song; Deng, 2018).

Nesse sentido o presente trabalho teve por finalidade de usar avaliar a sensibilidade dos ovos de
Fasciola hepatica ao 1,2,3-triazol derivado do timol.

Metodologia

O experimento foi realizado no Laboratério de Parasitologia do Hospital Veterinario pertencente a
Universidade Federal do Espirito Santo, campus Alegre. A metodologia empregada para realizagao
do experimento passou pela aprovacdo da Comissdo de Etica do Uso de Animais (CEUA), descrita
pelo protocolo 019/2023.

Os ovos de F. hepatica foram obtidos da coleta de bile de bovinos positivos para fasciolose em
abatedouros da regido do sul do Espirito Santo, sendo posteriormente sedimentados e lavados, onde
a cada decantacao foi descartado o sobrenadante, até que este estivesse transllcido. Apds esses
procedimentos, os ovos foram acondicionados em tubos Falcon de 50 mL envoltos em papel
aluminio, para evitar a exposi¢cdo luminosa, posteriormente sendo colocados geladeira com
temperatura de aproximadamente 5°C.

Para a execucgdo do Teste de Eclodibilidade de Ovos (TEO) primeiramente o conteddo aquoso
contendo os ovos foi homogeneizado com auxilio de uma pipeta. Os ovos utilizados para o ensaio
foram diluidos em uma suspenséo com agua destilada até uma concentragdo de 100 ovos por mL.

As dilui¢cbes do 1,2,3-triazol e dos controles foram realizadas pelo Grupo de Estudos Aplicados em
Produtos Naturais e Sintese Orgéanica (GEAPS) da UFES.

Para o ensaio houve a formacao de oito grupos experimentais dispostos em placas de 12 pocos.
Os grupos controles negativos foram formados respectivamente por &gua destilada (AD) e
Dimetilsulféxido a 0,5% (DMSO 0,5%).0 controle positivo foi composto por albendazol 20 ppm (ABZ)
e para o tratamento com 1,2,3-triazol foram escolhidas as respectivas concentra¢des de 20 (T20), 40
(T40), 60 (T60), 80 (T80) e 100 (T100) ppm do 1,2,3 -triazol. A disposicdo dos grupos pode ser
observada na figura 1.
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Figura 1 - Representagdo esquemética da distribuicdo de grupos no Teste de Eclodibilidade de Ovos de Fasciola

hepatica.
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Fonte: Os autores

Em cada pogo da placa foram adicionados um mL do composto testado e um mL da suspenséo
com ovos. Para cada grupo foram realizadas seis repeticbes. Em seguida as placas foram cobertas
com plastico Parafiim ® para evitar a evaporagdo de agua colocadas em uma estufa do tipo B.O.D a
uma temperatura constante de 25°C durante 14 dias.

Apos esse periodo as placas foram expostas a 100W de luz incandescente pelo periodo de 3
horas, sendo que a cada hora as placas foram recolhidas para a visualizacdo em microscoépio
estereoscopico para observagdo da possivel presenca de miracidios nos pocos. O calculo da eficacia

foi baseado na férmula: % Eficacia = média do grupo controle - média do grupo tratado / média do
grupo controle x 100

Resultados

ApOs 14 dias de incubagéo na BOD e o periodo de exposicao a luz, as placas foram avaliadas e
os dados foram tabulados e foram calculadas a porcentagem de eclosao e a eficacia do tratamento,
sendo observado similaridade nos resultados entre as maiores concentra¢gdes de triazol e o controle

com albendazol, entretanto com a diminuicdo da concentracdo dos triazéis houve um aumento da
eclodibilidade dos ovos como demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1- Eficacia do Triazol em diferentes concentra¢ges sobre ovos de Fasciola hepatica ap6s 14 dias de

incubacéo.
Grupo % de eclosdo média Eficacia (%)
(n=100)
I T T 1
AD 80 0,0
DMSO 79 0,0
ABZ 0 100,00
T20 34 57,0
T40 24 69,6
T60 10 87,3
T80 7 91,1
T100 0 100,00

Fonte:Os autores
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Na analise da atividade ovicida dos triazéis em ovos de F. hepatica, foi observado que na
concentracao de 100 ppm houve inibicdo completa do desenvolvimento dos ovos, assim obtendo 100
% de eficacia, ja nas concentracdes de 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, 80 pmm, houve uma porcentagem
de eclosao miracidial sendo observado miracidios livres e ovos operculados, com eficacia minima de
57% e maxima de 91%. O controle positivo representado pela albendazol obteve 100% de eficacia,
néo sendo observado desenvolvimento embrionério (Figura 2).

Figura 2 - Ovos de Fasciola hepatica submetidos ao TEO com diferentes concentracdes de 1,23-Triazol. (A)
Ovos do grupo 100 ppm. (B) Ovo com opérculo aberto do grupo 40 ppm. (C) Miracidio livre do grupo controle
0. (D) Ovo do grupo controle ABZ 20 ppm.
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Fonte: Os autores (2024)

Discusséo

Ainda nao foram publicados trabalhos que associam efeitos ovicida dos triazéis em F. hepatica.
Todavia, na literatura ja existem estudos associando os 1,2,3-triazéis a outros parasitos do grupo dos
protozodrios, como na acao leishmanicida citada no ensaio de Csuk et al. (2017). Neste estudo, os
autores realizaram a sintese de derivados contendo porcdo triazélica e observaram alteracdes na
forma amastigota de Leishmania infantum. No estudo realizado por Belalet al. (2018), também foi
possivel observar efetividade de 1,2,3-triazis tanto na forma amastigota quanto na forma
promastigota de Leishmania major, sendo observado resultados semelhantes a outros farmacos
disponiveis comercialmente como a miltefosina. Além disso, derivados de isocumarinas e 3, 4-
diidroisocumarinas contendo fragmento 1,2,3- triazélico também apresentaram associacdo positiva
em testes in vitro em relacéo a atividade antimalarica, como descrito no estudo de Silva (2020).

Dentre os principais compostos utilizados para o controle da infec¢do por F. hepatica estdo o
grupo dos benzimidazéis, destacando-se o albendazol e o triclabendazol. No ensaio de Nunes et al.
(2023), foi observado que o albendazol se mostrou efetivo em todas as concentra¢des utilizadas (10,
15 e 20 ppm), interferindo no desenvolvimento embrionério e na diviséo celular, justificando sua
utilizagdo em muitos trabalhos como grupo controle (Rinaldi et al., 2009). Contudo, apesar de exibir
eficacia significativa contra parasitos, existem muitos casos de populacdes resistentes a estes
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farmacos, tornando necessario a busca por estratégias alternativas e inovadoras para o controle de
F. hepatica, como a utilizagdo de nicleos bioativos, como os 1,2,3-triazdis. (Alvarez et al., 2009).

Durante o presente estudo foi possivel observar que o 1,2,3-triazol, na maior concentracao (100
ppm), apresentou eficacia semelhante ao controle positivo utilizado, mesmo necessitando de uma
concentracdo maior do que o albendazol. Ambos compostos pertencem a familia dos azéis,
apresentando atomos de nitrogénio, aromaticidade e riqueza de elétrons que facilita a ligacdo desses
compostos com uma variedade ampla de enzimas e receptores biolégicos. Portanto, o efeito biologico
semelhante observado para o 1,2,3-triazol e o albendazol pode estar associado a capacidade de
ambos em inibir a polimerizagdo da tubulina, uma proteina essencial para a formagcdo dos
microtlbulos que agem na divisdo celular (mitose) e no transporte intracelular de vesiculas (Alves e
Barbosa, 2018).

Conclusao

O triazol se comporta como uma molécula de extrema importancia bioldgica visto suas multiplas
funcdes e, sendo que no presente foi possivel observar que a concentragdo de 80 ppm obteve uma
eficdcia considerada satisfatéria e o de 100 ppm apresentou eficAcia maxima com inibicdo do
desenvolvimento e ndo havendo eclosdo de miracidios, demonstrando e potencial ovicida do
composto.
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