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1. INTRODUCAO

A Fasciola hepatica € um parasito da classe Trematoda que causa a
doenca conhecida como fasciolose. Doenga infecciosa essa, que apresenta
grande importancia veterinaria devido ao seu grande impacto econémico (SILVA,
2008), decorrente de diversas perdas, tais como, reducdo na fertilidade e peso
dos animais, menor qualidade da 1a, reduzida qualidade do leite e seus derivados
e, principalmente, a condenacao dos figados dos animais (MENDES, 2006).

O ciclo reprodutivo da F. hepatica requer dois hospedeiros: caramujo
Lymnaea, hospedeiro intermediario, e o hospedeiro definitivo, que pode ser de
diversas espécies de vertebrados, inclusive o homem - hospedeiro acidental
(TOSTES et al.,, 2004). A fasciolose afeta o figado, se aloja nos ductos,
especialmente nos de ovinos, caprinos, bovinos e suinos. Estes animais sao
infectados ao ingerir agua ou vegetacdo proxima a fonte de agua contaminada
pela forma infectante do parasito (LEVY, 2015).

A fasciolose é uma das principais doencas em bovinos e ovinos, no homem
embora seja menos severa, ainda assim é considerada pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) como doenca tropical negligenciada, emergente e grave
problema de saude publica em alguns paises (OLIVEIRA & RESENDE, 2017).

No Brasil, sabe-se que as areas mais atingidas pela fasciolose estdo
localizadas no Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, S&o Paulo, sul de
Minas Gerais e Rio de Janeiro (ECHEVARRIA, 2004). Na Bolivia, a porcentagem
anual da mortalidade de ovinos esta entre 15% e 25% (OLIVEIRA, 2008). Estima-
se que a perda econdmica mundial seja em torno de 3 bilhdes de dolares ao ano
(PARKINSON, 2007).

Na literatura ja ha relatos de parasitos resistentes ao albendazol, que € um
anti-helmintico utilizado no tratamento da fasciolose (ARAFA, 2015). O presente
trabalho teve como objetivo avaliar o perfil de resisténcia de ovos de F. hepatica
ao Triclabendazol, por meio da teste de ecloséo de ovos.

2. METODOLOGIA

Para o ensaio in vitro, coletou-se em diferentes periodos (Abril e Agosto de
2018), por meio de dissecacdo, F. hepatica de figado bovino fresco fornecido por
frigorifico de Pelotas — RS. Os parasitos foram mantidos em solucao fisiologica
durante 24 horas. No dia seguinte, os ovos foram coletados com o auxilio de um
tamis de quatro malhas, onde na ultima os ovos ficaram retidos, os quais foram
transferidos para béquer e armazenados sob refrigeracéo.
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Em uma placa de 6 pocos, foi adicionado 1000 pL de ovos, 30 pL de
Triclabendazol e 4.970 pL de &gua, no controle negativo ndo houve adi¢cao desse
composto, sendo o volume final ajustado por meio da adicdo de agua. Os testes
foram realizados em triplicata, tendo como controle negativo a 4gua e como
controle positivo o Triclabendazol 0,025mg/mL.

Teve-se como concentragéo final (na placa) 0,125ug/mL para o controle
positivo (Triclabendazol) utilizado durantes os ensaios no presente estudo.

Apbs essa etapa, as placas foram envolvidas em papel aluminio e levadas
a estufa (28°C e 80% de umidade) por 15 dias. Decorrido esse prazo, as mesmas
foram expostas a luz durante 15 minutos e por fim realizada a contagem de ovos
(n&o embrionados, embrionados e eclodidos) utilizando microscopio invertido. Os
percentuais de desenvolvimento e eclosao foram realizados de acordo o descrito
por Arafa et al. (2015).

Os resultados foram tabulados em software para andlise estatistica e
submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) de uma via, seguida por teste Tukey
para diferenciar os grupos, considerando p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 2.681 ovos foram utilizados, os quais encontram-se distribuidos
entre os controles positivos e negativos, das diferentes datas de coleta.
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Gréfico 01: Porcentagem de desenvolvimento (A) e de eclosédo (B) de ovos de
Fasciola hepatica coletados em diferentes periodos. Analise estatistica realizada
no Software GraphPad Prism 7.0, letras iguais representam diferenca
estatisticamente significativa dentro de um mesmo periodo de coleta e, asteriscos
representam diferenga estatisticamente significativa entre controles positivos de
testes diferentes (p<0.05).

Por meio da analise do percentual de desenvolvimento (grafico 01), foi
possivel observar que houve diferenca estatisticamente significativa entre agua e
o Triclabendazol em ambas datas de coleta, 0 que mostra que esse anti-
helmintico foi capaz de reduzir os ovos desenvolvidos (eclodidos e embrionados).
Em paralelo, pode-se observar que houve diferenca estatisticamente significativa
entre o Triclabendazol dos diferentes testes, apontando que a atividade do
composto utilizado no teste com ovos coletados em 04/18 foi mais efetiva, o que
sugere resisténcia por parte desses ovos, visto que a concentragdo do composto
foi a mesma utilizada em ambos testes.

Para o percentual de eclosdo, em ambos testes houve diferenga
estatisticamente significativa entre a agua e o Triclabendazol, o que aponta que o
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mesmo, quando presente, é capaz de reduzir a eclosdo de ovos de F. hepatica.
Novamente é possivel observar diferenca estatisticamente significativa entre o
Triclabendazol de ambos os testes. Em estudo similar realizado por Robles-Pérez
et al. (2014) também foi possivel aferir a presenca de ovos de F. hepatica
resistentes utilizando-se informacdes obtidas da porcentagem de eclosdo e de
desenvolvimento.

Diferentes pesquisadores tém relatado aumento na prevaléncia da
resisténcia anti-helmintica da F. hepatica devido a uso excessivo de drogas; no
entanto, os mecanismos envolvidos ndo sdo bem compreendidos (ROBLES-
PEREZ et al., 2014). O Triclabendazol é o Unico farmaco que mata a F. hepatica
nas suas formas imatura e adulta, contudo, a ampla resisténcia a essa droga
pode comprometer o controle dessa infec¢ao (KELLEY et al., 2016).

4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nos testes in vitro foram estatisticamente
significativos e apontam para a resisténcia de ovos de F. hepatica coletados em
Agosto (08/18) ao Triclabendazol na concentracdo de 0,125ug/mL. Tendo em
vista que a fasciolose € uma doenca negligenciada, pesquisas como essa sdo
importantes para apontar a presenca de resisténcia em uma dada localidade, bem
como para indicar a necessidade do desenvolvimento de novos anti-helminticos,
sendo esse € o0 objetivo da préxima etapa do estudo aqui relatado.
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