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RESUMO

A fasciolose é uma importante doenca zoondtica causada por Fasciola hepatica, que
tem ampla distribuicdo geogréfica, parasitando o figado e canais biliares de animais
de sangue quente. F. hepatica € um trematédeo digenético, que necessita de
gastropodes, como hospedeiros intermediarios, para completar seu desenvolvimento.
Animais e seres humanos se infectam pela ingestdo de vegetais e agua contendo a
forma infectante do parasito. A fasciolose gera grande impacto econdmico na
producdo bovina, pela reducdo na produtividade e condenacdo hepatica nos
abatedouros. O controle da fasciolose ainda é essencialmente baseado na aplicacédo
de farmacos fasciolicidas nos individuos infectados, e a resisténcia anti-helmintica é
um fator que limita o sucesso do tratamento. O objetivo do presente estudo foi
desenvolver um protocolo in vitro para a analise da atividade ovicida (AO) de farmacos
comerciais, e consequente deteccéo de resisténcia anti-helmintica em isolados de F.
hepatica, o teste de desenvolvimento e eclosédo de ovos (TDEO). Amostras de bile de
bovinos parasitados por F. hepatica foram obtidas de abatedouros, sob inspec¢éo pelo
Servico de Inspecao Municipal (SIM), nas cidades de Lages e Otacilio Costa, Santa
Catarina, para o isolamento dos ovos. Para a realizacdo do TDEO, a bile passava por
um processo de lavagem, sendo os ovos quantificados ao final do procedimento. A
amostra era separada em aliquotas de 1000 ovos, acondicionadas em frascos
coletores universais com tampa. Neste estudo, foram utilizados quatro farmacos
comerciais diluidos em agua destilada, preparados de acordo com a dose para
tratamento recomendada pelo fabricante, considerando 1 L de 4gua equivalente a 1
kg, sendo eles: sulfoxido de albendazol (ABDZ), closantel (CSTL), nitroxinil (NTXL) e
triclabendazole com fenbendazole (TBZF). As amostras foram testadas com cada
farmaco em triplicatas, sendo adicionada uma triplicata de controle em cada repeticéo,
contendo somente dgua destilada. Estas amostras eram incubadas a 27 °C por 28
dias. Apés a incubacéo, os ovos foram analisados e classificados de acordo com seu
grau de desenvolvimento, em “ndo desenvolvidos”, “embrionados” ou “eclodidos”.
Eram analisados no minimo 100 ovos em cada amostra, sendo entdo calculada a AO
de cada farmaco. No total, foram analisadas 201 amostras. Foram identificados dois
isolados resistentes a TBZF (AO < 40%), provenientes dos municipios de Lages e
Capao Alto, e uma amostra com resisténcia indeterminada para TBZF (40% < AO <
70%), proveniente do municipio de Painel. O CSTL nao apresentou adequada AO em
nenhuma repeticdo. O TDEO mostrou ser uma técnica adequada para analise da
resisténcia de F. hepatica aos anti-helminticos, possibilitando obter esta informacéo
sem a necessidade de eutanasia de um grande nimero de animais.

Palavras-chave: Fasciola hepatica. Resisténcia. Anti-helminticos. Atividade ovicida.
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ABSTRACT

Fasciolosis is an important zoonotic disease caused by Fasciola hepatica, which has
a wide geographic distribution, parasitizing the liver and bile ducts of warm-blooded
animals. F. hepatica is a digenetic trematode that needs gastropods as intermediate
hosts to complete its development. Animals and humans become infected by ingesting
vegetables and water containing the infective form of the parasite. Fasciolosis
generates a great economic impact on bovine production, due to the reduction in
productivity and liver condemnation in slaughterhouses. The control of fasciolosis is
still essentially based on the application of fasciocidal drugs in infected individuals, and
anthelmintic resistance is a factor that limits the success of the treatment. The aim of
the present study was to develop an in vitro protocol for the evaluation of ovicidal
activity (OA) of commercial drugs, and consequent detection of anthelmintic resistance
of F. hepatica, the egg development and hatching test (EDHT). Bile samples from cattle
parasitized by F. hepatica were obtained from slaughterhouses, under inspection by
the Municipal Inspection Service (MIS), in the cities of Lages and Otacilio Costa, Santa
Catarina, for the isolation of eggs. To perform the EDHT, the bile was washed, and the
eggs were quantified at the end of the procedure. The sample was separated into
aliquots of 1000 eggs, placed in universal collection flasks with lids. In this study, four
commercial drugs were used diluted in distilled water, prepared according to the dose
for treatment recommended by the manufacturer, considering 1 L of water equivalent
to 1 kg, namely: albendazole sulfoxide (ABDZ), closantel (CSTL), nitroxinil (NTXL) and
triclabendazole with fenbendazole (TBZF). The samples were tested with each drug in
triplicates, with a control triplicate being added to each repetition, containing only
distilled water. These samples were incubated at 27 °C for 28 days. After incubation,
the eggs were analyzed and classified according to their degree of development, as
“‘undeveloped”, “embryonic” or “hatched”. A minimum of 100 eggs were analyzed in
each sample, and the ovicidal activity of each drug was then calculated. In total, 201
samples were analyzed. Two samples resistant to TBZF (OA < 40%) were identified
from the municipalities of Lages and Capéao Alto, and a sample with undetermined
resistance to TBZF (40% < AO < 70%), from the municipality of Painel. CSTL did not
show adequate AO in any replicate. The EDHT proved to be an adequate technique
for analyzing the resistance of F. hepatica to anthelmintics, making it possible to obtain
this information without the need for euthanasia of a large number of animals.

Keywords: Fasciola hepatica. Resistance. Anthelmintics. Ovicidal Activity.
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1 INTRODUCAO

Fasciola hepatica, € um parasito trematdédeo zoonoético que causa perdas
econdmicas significativas na producdo de ruminantes e a sua presenca esta
associada a condi¢cdes climaticas adequadas, como temperatura amena e alta
umidade (AKSOQOY et al., 2005; ECHEVARRIA, 2004), necessitando de um hospedeiro
intermediario para completar seu desenvolvimento (ALBA et al., 2018; DA COSTA et
al., 2019).

O Estado de Santa Catarina (SC) esta entre os cinco estados brasileiros com
maior nimero de estabelecimentos com presenca de bovinos, registrando um dos
maiores crescimentos do ano de 2019 (12,63%) (EPAGRI, 2021).

A regido do Planalto Serrano do Estado de Santa Catarina, € composta por 18
municipios, equivalente a 17% do territério catarinense, abrigando importantes
cidades como Lages, Curitibanos e S&o Joaquim. Toda a regido apresenta
consolidada tradicao agropecuaria, com fazendas centenarias. Em 2020, observou-se
queda de 7,89% no numero de bovinos abatidos no pais, enquanto Santa Catarina foi
um dos poucos Estados que apresentou elevacdo dos abates no periodo, com
variacao positiva de 12,72%. No ano de 2021, foram produzidos e destinados ao abate
766,2 mil animais (EPAGRI, 2022). A Figura 1 apresenta a distribuicdo do rebanho
bovino catarinense em 2021, é possivel observar que as cidades de Lages e Séo
Joaquim detém o maior numero de bovinos do Estado, no qual quanto mais intensa a

coloracdo, maior o numero de animais produzidos.

Figura 1. Bovinos — Santa Catarina: distribuicdo do rebanho — 2021.

Fonte: EPAGRI, 2022.
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A fasciolose gera grande impacto na saude animal, provoca significativas
perdas econbmicas na producdo pecuaria, comprometendo diretamente o
desenvolvimento econdmico da fazenda, além de afetar severamente a saude publica,
visto que é uma zoonose emergente e negligenciada (ARIAS-PACHECO et al., 2020).

A regido do Planalto Serrano apresenta caracteristicas propicias ao
desenvolvimento dos hospedeiros intermediarios da F. hepatica, os caramujos
limneideos, como umidade e temperatura tipicas do clima temperado ameno
(ALBUQUERQUE et al., 2022; SILVA et al., 2020).

Informacdes sobre a epidemiologia do parasito e suas interacbes com 0s
hospedeiros sdo conhecimentos necessarios para o estabelecimento de um sistema
de controle efetivo. A falta dessas informacdes pode levar ao uso inadequado de anti-
helminticos e, seu uso incorreto pode gerar uma populacdo parasitaria resistente as
drogas utilizadas (ALVES; MARTINS, 2013).

Ha& um numero limitado de anti-helminticos disponiveis para tratar a fasciolose
em ruminantes, e 0os benzimidazois sdo os medicamentos de eleicdo para a grande
maioria dos produtores rurais, no entanto, casos de resisténcia tém sido descritos em
diversas partes do mundo (CANEVARI et al., 2013; HANNA et al., 2015; KELLEY et
al., 2016, 2020; OLAECHEA et al., 2011; ORTIZ et al., 2013).

De acordo com as recomendacfes da WAAVP (World Association for the
Advancement of Veterinary Parasitology), para avaliacao de eficacia de tratamento e
deteccdo de resisténcia anti-helmintica de F. hepatica, a avaliacdo post-mortem é
necessaria (WOOD et al., 1995). Alguns relatos sobre resisténcia anti-helmintica de
F. hepatica utilizaram o teste de reducédo da contagem de ovos nas fezes (TRCOF)
como ferramenta diagnostica, onde a eficacia do farmaco foi estimada comparando a
contagem de ovos fecais dos animais antes e apos o tratamento (BABJAK et al., 2021;
MOONEY et al., 2009). Porém, para demonstrar resisténcia, os resultados do TRCOF
devem ser comparados com o teste de eficacia controlada (TEC) in vivo, no qual o
animal é sacrificado e contato o numero de vermes adultos vivos em seu figado
(COLES et al., 2006; MCCONVILLE et al., 2009; ORTIZ et al., 2013; WOOD et al.,
1995).

Recentemente, diferentes estudo vém propondo a utilizagédo de ensaios in vitro
para a verificacdo de resisténcia em F. hepatica, pela aplicacdo do teste de eclosao
de ovos (TEO), onde o material de um unico animal pode ser utilizado para avaliacao
da populacéo parasitaria de um rebanho (ALVAREZ et al., 2020; CANEVARI et al.,
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2013; CEBALLOS et al., 2019; CHRYSSAFIDIS et al., 2015; ROBLES-PEREZ et al.,
2014).

A partir destas consideracdes, para o delineamento de medidas de controle, é
fundamental conhecer a eficacia dos farmacos utilizados no tratamento dos animais
parasitados, identificando a presenca de isolados resistentes aos anti-helminticos,
minimizando as perdas econdémicas decorrentes de tratamentos ineficazes.

Assim, o presente estudo visa avaliar a atividade ovicida in vitro dos anti-
helminticos na inibicdo do desenvolvimento e eclodibilidade dos ovos de F. hepatica
de isolados obtidos de diferentes fontes, com o propdsito de desenvolver e validar um
protocolo simplificado de teste de desenvolvimento e eclosdo de ovos (TDEO), para
deteccdo de isolados de F. hepatica potencialmente resistentes a anti-helminticos,

utilizando farmacos comerciais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AGENTE ETIOLOGICO

As duas espécies mais comuns implicadas como agentes etiologicos da
fasciolose sdo F. hepatica e F. gigantica (SILES-LUCAS et al.,, 2021), ambas
pertencentes ao filo Plathelminthes, classe Trematoda e familia Fasciolidae (MAS-
COMA; VALERO; BARGUES, 2019).

Estes parasitos sdo acelomados, pardo-acinzentados, com o corpo em forma
de folha, sendo achatado dorso-ventralmente, podendo chegar a 3 cm de
comprimento (FORTES, 1997). O tegumento é recoberto por espinhos que auxiliam
na sua fixagao nos ductos biliares, sdo dotados de ventosas oral e ventral, faringe,
esbfago e um grande ceco intestinal. Sem a presenca do anus, a excrecao ds residuos
é feita através de ejecdo oral (MAS-COMA; BARGUES, 1997). Os produtos de
excrecao/secrecao liberados pelo parasito auxiliam na sua sobrevivéncia protegendo-
o0 das respostas imunitarias do hospedeiro (FAIRWEATHER; BORAY, 1999).

Produz ovos grandes, casca fina, operculados, com coloracdo amarelo-
castanho, ndo embrionados, medindo aproximadamente 130 a 150 um de
comprimento por 60 a 100 um de largura (Figura 2) (FEPMVZ, 2019).

Figura 2. Ovos de Fasciola hepatica, com presenca de opérculos, coloracao amarelo

castanho e 150 um de comprimento.

Fonte: Prépria autora (2021).
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A oviposicao ocorre no trato biliar e, com a bile, os ovos atingem o intestino e
sao eliminados ao meio ambiente com as fezes (MAS-COMA; BARGUES; VALERO,
2018). A forma adulta do parasito esta presente nos ductos biliares mais calibrosos
dos hospedeiros definitivos, nutrindo-se do conteudo biliar, dos produtos da
inflamacéo formada, do material necrotico e fibrose gerada. Ocasiona a destruicao
dos tecidos, hipertrofia dos ductos biliares, com necrose de l6bulos hepaticos e
distensado da capsula hepatica (ALEIXO et al., 2015).

2.2 CICLO DE VIDA

O hospedeiro intermediario que participa do ciclo biol6gico da Fasciola hepatica
sdo os moluscos pertencentes a familia Lymnaeidae (MAS-COMA; BARGUES;
VALERO, 2005). Algumas espécies de moluscos ja foram identificadas no Brasil como
hospedeiro intermediario de F. hepatica: Pseudosuccinea columella, G. viatrix e L.
cubensis, L. rupestris (HELIO et al., 2015; MEDEIROS, 2014; PARAENSE, 1982;
UETA, 1976).

A presenca do molusco é fundamental para o estabelecimento da fasciolose.
Podem ser encontrados em corregos de aguas limpidas, de correnteza fraca, em solos
argilosos, aderidos em grimpas e pedras, canais de irrigagcdo com pouca agua e em
lodos e brejos (ABILIO; WATANABE, 1998; ECHEVARRIA, 2004; MEDEIROS et al.,
2014). A criacao de animais infectados nessas areas propicia que a fasciolose
complete seu ciclo evolutivo e consequente contaminacdo humana (TEIXEIRA,;
QUEVEDO; QUEVEDO, 2020).

O parasito possui oito fases evolutivas divididas entre os hospedeiros
definitivos e intermediarios, sendo: ovo, miracidio, esporocisto, rédea, cercaria,
metacercéria, parasito jovem e adulto (MAS-COMA; BARGUES, 1997).

Fasciola hepatica possui um ciclo complexo por conter varios estagios, dois
hospedeiros (definitivo e intermediario) e um veiculo (plantas aquaticas). Os ovos ndo
embrionados séo liberados nos ductos biliares pela vesicula biliar e excretados nas
fezes. Estes ovos se desenvolvem na agua, formando o embrido que se torna a
primeira fase larval do parasito, o miracidio. Os miracidios sao liberados na agua apo6s
um estimulo luminoso péds-chuva e buscam os caramujos limneideos, que o0s
penetram através do tegumento. No caramujo, 0s parasitas passam por diferentes

estagios de desenvolvimento, cada miracidio se transforma em um esporocisto, e este
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contém células germinativas que irdo gerar varias (5 a 8) rédeas. As rédeas
posteriormente migram dentro do caramujo e se desenvolvem, gerando multiplas
cercarias. Desta multiplicacdo um miracidio pode dar origem até quatro mil cercérias.
As cercérias sao liberadas e nadam até plantas aquéticas, onde se encistam nas
folhas e caules como metacercarias. Desta maneira, a fasciolose € adquirida pela
ingestao de plantas contendo a metacercaria encistada. Dentro do hospedeiro, apos
a ingestao, elas se desencistam no duodeno, perfuram a parede intestinal e migram
pela cavidade peritoneal até o parénquima hepético, atingindo os ductos biliares ap6s
algumas semanas, onde se transformam em adultos, eliminando os ovos e fechando
o ciclo (Figura 3). O periodo desde a ingestdo de metacercarias até a presenca de
ovos nas fezes € de 10 a 12 semanas (ALVES; MARTINS, 2013; ECHEVARRIA, 2004;
JOHN et al., 2019; MAS-COMA; BARGUES, 1997; MITCHELL, 2002; TESSELE;
BRUM; BARROS, 2013).

Figura 3. Ciclo biolégico da Fasciola hepatica.

F. hepatica nos
ductos biliares

Parasita adulto

F o w g
Metacercéria /1L
\ 1 (j
Cercaria / Esporocisto ovo
N, 7
“ Rédias / ‘ /

Miracidio

Molusco Lymnaea sp.

Fonte: Telesse, 2013.

2.2.1 Fatores Climaticos

A fasciolose tem alta frequéncia no Sul do Brasil. A ocorréncia dessa parasitose
esta ligada aos fatores climaticos propicios ao desenvolvimento dos moluscos vetores,

principalmente, as temperaturas amenas, alta umidade, com chuvas prolongadas de
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verao e presenca de areas alagadas e banhados (ALEIXO et al., 2015).

O Estado de Santa Catarina proporciona um habitat favoravel as espécies de
moluscos, e este conjunto de fatores é fundamental para o desenvolvimento de
grandes quantidades de metacercérias, necessarias para que ocorram altas taxas de
infeccdo da doenca (ALEIXO et al., 2015; BENNEMA et al., 2014).

Em material divulgado pelos servi¢os estaduais de saude de Santa Catarina, a
fasciolose ndo é identificada na regido do Planalto Serrano, sugerindo que o
trematddeo e seus hospedeiros estariam restritos a regido litoranea (AGUDO-
PADRON; VEADO; SAALFELD, 2013). Existem estudos recentes, indicando a
ocorréncia de casos autoctones de fasciolose bovina em municipios da Mesorregiao
Serrana (AMERICO et al., 2022).

Entretanto, ndo se sabe o grau de resisténcia, tampouco se ha resisténcia a

antiparasitarios em F. hepatica desta regiao.

2.3 EPIDEMIOLOGIA

A fasciolose pode ser enquadrada em duas descricbes de enfermidades:
doenca transmitida por vetor, dada a necessidade do molusco para o desenvolvimento
do parasito; e doenca transmitida por alimento e agua, devido a caracteristica
transmissdo da doenca por vegetais infestados por metacercarias (MAS-COMA;
BARGUES; VALERO, 2018).

Amplamente distribuida no mundo todo, a F. hepatica € uma infeccéo
parasitaria generalizada no gado. Em rebanhos da Australia, onde a alta pluviosidade
e um clima ameno sdo adequados para o principal hospedeiro intermediario
Austropeplea tomentosa, estima-se elevada perda econdmica e resisténcia anti-
helmintica (KELLEY et al., 2020, 2021; LAMB et al., 2021). Na Europa, F. hepatica
esta principalmente associada a doencas em ovinos, bovinos e caprinos. Presentes
em terras baixas, a infeccdo raramente é relatada em regibes montanhosas
(BEESLEY et al., 2017; CAMINADE et al., 2018; RINALDI et al., 2015; ROLDAN et al.,
2020).

Na Argentina, a prevaléncia de fasciolose em bovinos, com base na presenca
de ovos nas fezes, pode chegar a 77% (BEESLEY et al., 2021; MORIENA; RACIOPPI;
ALVAREZ, 2004).

Fasciola hepatica € a Unica espécie encontrada no Brasil e amplamente
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distribuida em todos os continentes, exceto na Antartica, enquanto F. gigantica esta
localizada nos tropicos da Africa e Asia (MAS-COMA, 2005; TOLAN, 2011). A
ocorréncia da doenca esta especialmente ligada a presenca do molusco da familia
Lymnaeidae, que atua como hospedeiro intermediario do agente e assim, completa
seu ciclo, infectando uma ampla gama de hospedeiros (ALEIXO et al., 2015).

No territério brasileiro, o habitat ideal para os moluscos limneideos é dado
principalmente por canais de drenagem ou irrigacdo com aguas de curso lento ou
remansos com pequena enseada tranquila, areas com pastagens alagadas,
pantanosas ou inundadas intermitentemente, e que oferecem locais apropriados para
a presenca e proliferacdo dos moluscos, com facil acesso para os animais do rebanho
(BENNEMA et al., 2014).

A permanéncia dos moluscos em pequenos sitios de sobrevivéncia, com a
chegada da estacdo de chuva, pode ser aumentada e a disseminacao pelas aguas de
enchentes facilita a formacé&o de novos criadouros, e posterior distribuicdo para outras
regides pela instalagédo da fasciolose no novo local e movimentag&o dos animais entre
as propriedades rurais, visto que a disseminacdo da F. hepatica depende destes
fatores (DUTRA et al., 2010).

No contexto da atividade pecuaria mundial o inicio da expanséo da fasciolose
animal tem relacdo direta com a exportacdo e importacdo de animais, bem como o
fluxo de animais de regides endémicas para regides onde antes a enfermidade nao
era relatada (ALBUQUERQUE et al., 2022; SERRA-FREIRE; NUERNBERG, 1992).

Embora a doenca ocorra em todo o pais, € hiperendémica em bovinos no Sul
do Brasil. Entre os estados com as maiores perdas, relacionadas a diminui¢cdo do peso
da carcaca e condenacdes de figado, estdo Rio Grande do Sul, Espirito Santo e Santa
Catarina, respectivamente (MOLENTO et al.,, 2018). Em estudo realizado pelo
Laboratério de Parasitologia e Doencas Parasitarias (LAPAR) do CAV/UDESC,
investigando a ocorréncia e distribuicdo de casos autdctones de fasciolose bovina na
Mesorregido Serrana, comprovou-se a prevaléncia da doenca em diversos municipios
e um alto indice de positividade em animais abatidos nos frigorificos regionais. Os
municipios de Painel, Capdo Alto, Lages e Bocaina do Sul apresentaram a maior

prevaléncia dos casos autdctones (AMERICO et al., 2022).
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2.4 SAUDE PUBLICA

Fasciola hepatica € uma doenca zoonética com distribuicdo mundial (ALEIXO
et al., 2015). A fasciolose ja € considerada uma enfermidade de impacto na saude
publica e atualmente a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) inclui a doenca na lista
das DTN (Doencas Tropicais Negligenciadas), entre o grupo das trematodiases
transmitidas por alimentos, € caracterizada por ser normalmente diagnosticada na
espécie humana apenas como um achado clinico (MAS-COMA; BARGUES; VALERO,
2018). Os casos humanos comumente estdo associados a ingestdo de plantas de
areas alagadas (DOS SANTOS; VIEIRA, 1965).

Nos casos humanos crénicos, seu diagndstico é confirmado pela visualizacao
direta de ovos do parasito no exame de fezes, por teste positivo para antigenos de F.
hepatica nas fezes, ou pela observacdo direta de parasitas por colangiografia
retrograda endoscopica ou cirurgia. Em casos agudos, reacfes soroldégicas como
immunoblotting ou deteccdo de antigenos do parasita no sangue sao Uteis
(YOKANANTH et al., 2005).

Muitas drogas tém sido usadas para tratar a fascioliase em pacientes humanos.
O triclabendazol para uso humano é atualmente a droga de escolha (MAS-COMA,;
BARGUES; VALERO, 2005), entretando, podem ser usadas outras drogas, como
Praziquantel, Deidroemetina e Albendazol (IGREJA; GONCALVES; BARRETO, 2004;
LUZ et al., 1999; NEVES, 1991). Em casos mais graves, a abordagem cirirgica é
utilizada no tratamento humano (CORAL; MASTALIR; MASTALIR, 2007; MEZZARI et
al., 2000).

A alta diversidade de fontes de infec¢do e sua heterogeneidade em diferentes
paises estdo por trdas da grande heterogeneidade epidemiolégica da fasciolose
humana (MAS-COMA; BARGUES; VALERO, 2018).

2.5 IMPACTO ECONOMICO

Na fasciolose sua maior importancia se deve as enormes perdas econdmicas
mundiais geradas na pecuaria, estimada em mais de US$ 3,2 bilhdes/ano
(MEHMOOD et al., 2017). A fasciolose dificimente causa a morte dos bovinos
infectados, induzindo os pecuaristas a ndo considera-la um problema, ou até mesmo

nao havendo conhecimento da mesma, descobrindo somente no momento do abate
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(MAS-COMA, 2005). Mas todavia, gera prejuizos indiretos, prejudica o figado e
interfere no metabolismo, comprometendo a performance produtiva e reprodutiva do
rebanho, além do prejuizo quando ha condenacao do figado na linha de inspecéo (DA
COSTA et al., 2019).

No Brasil, 0 nimero de figados descartados e a reducao de peso das carcacas
dos animais resultam em uma perda econ6mica de aproximadamente US$ 210
milhdes/ano. Os estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina apresentam o
primeiro e o terceiro maiores prejuizos, US$ 1474 e 24,6 milhdes/ano,
respectivamente, devido a fasciolose bovina (MOLENTO et al., 2018; SILVA et al.,
2020).

Um estudo realizado na cidade de Pelotas, Rio Grande do Sul, no periodo de
2009 a 2014, verificou que foram condenados 5363 figados, totalizando 28.423,90 kg
da viscera, gerando um prejuizo de US$ 74.754,86, o que representou US$ 13,94 por
animal, no qual este valor refere-se apenas as perdas causadas pelo descarte dos
figados, sem incluir as perdas produtivas ao longo da vida do animal infectado
(TEIXEIRA; QUEVEDO; QUEVEDO, 2020).

2.6 ASPECTOS CLINICOS E SINTOMATOLOGIA

A patogenia e a sintomatologia clinica variam de acordo com a fase de
desenvolvimento do parasita no figado, carga parasitaria e a espécie de hospedeiro
envolvido (AMARANTE; RAGOZO; SILVA, 2015).

Esta baseada na sua capacidade de lesionar o figado desde o momento da sua
penetracdo, prosseguindo até o estagio adulto. Nesses casos, as lesdes histoldgicas
caracterizam-se por hepatite hemorragica, colangite hiperplasica e fibrose,
respectivamente (RIET-CORREA et al., 2001). Nas infestacbes graves, ha uma
destruicdo do tecido hepatico ocasionando danos extensos e hemorragias que podem
ser fatais (LOPEZ-VILLACIS et al., 2017).

A patogenia pode ser dividida em duas etapas: a primeira etapa corresponde
as lesdes geradas pelas formas imaturas no parénquima hepatico, e a segunda
corresponde a presenca dos vermes adultos na luz dos ductos biliares. A forma aguda
da doenca raramente é observada em bovinos, acometendo principalmente ovinos
(AMARANTE; RAGOZO; SILVA, 2015).

As lesBes hepaticas geradas pela migracdo das formas jovens também servem

27



24

como porta de entrada para infecgdes por Clostridium haemolyticum, causando a
hemoglobinuria baciliar (HB), doenca considerada letal para o rebanho (ALMEIDA et
al., 2012).

Na infec¢cdo aguda, pode ocorrer dor abdominal, febre alta, diarreia, apatia,
fraqueza, falta de apetite, morte dos animais, dentre outros (FORTES, 1997; RIET-
CORREA et al., 2001). A infeccéo crbnica € a forma mais comum da doenca, pode
ser assintomatica ou se apresentar com anemia, perda de peso, queda na producao
e produtividade, evoluindo para lesdes irreversiveis no parénquima hepético com
condenacéo do figado no abate (AMARANTE; RAGOZO; SILVA, 2015).

2.7 DIAGNOSTICO

O diagnaostico clinico da fasciolose é dificil visto que, essa parasitose causa em
seus hospedeiros sinais inespecificos como, perda de peso, palidez de mucosa,
apatia, taquicardia, reducdo na producdo de |a, carne e leite, interferéncia na
fertilidade, infecgdes secundarias e diversos outros sintomas (ECHEVARRIA, 2004;
FORTES, 1997). Para isso, o histérico prévio, o tipo de clima prevalente da regido e a
ocorréncia sazonal, norteiam para uma suspeita e o diagndéstico deve estar associado
a exames laboratoriais. Dessa forma, existem algumas técnicas diagnésticas para
confirmar a presenca da infeccao por F. hepatica, que séo elas: pesquisa de ovos nas
fezes, sorologia, inspecdo post mortem, técnicas imunologicas e moleculares.
Algumas delas, ndo sdo empregadas como diagnostico de rotina (AKSOY et al., 2005;
FAIRWEATHER, 2011; SILES-LUCAS et al., 2021; UENO; GONCALVES, 1998).

No exame coproparasitolégico € realizado a pesquisa de ovos nas fezes
através da sedimentacdo ou pela técnica de quatro tamises (ALMEIDA et al., 2012).
Visualiza-se 0 sedimento sob um estereomicroscopio, cautelosamente, por um técnico
experiente para que nenhum ovo seja desconsiderado. Atualmente, ha diversos
protocolos de sedimentacao descritos. Métodos que incluem tamises sdo amplamente
utilizados em muitas regides (ABIDU et al., 1996; FARIA; CURY; LIMA, 2008; GIRAO;
UENO, 1985; KLEIMAN; PIETROKOVSKY; GIL, 2005; MARTINS et al., 2008).

Como alternativa para melhorar a técnica e aumentar a sensibilidade do teste,
€ possivel utilizar o dobro da quantidade de amostra empregada nos protocolos
descritos na sedimentacéo, distribuindo o sedimento em duas placas de Petri, corado

com Azul de Metileno 1% para a leitura em estereomicroscopio (AMERICO et al.,
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2022).

No entanto, este método so é eficiente na fase cronica da doenca, quando o
animal estiver parasitado por fasciolas adultas. Se a técnica for realizada no momento
em que os parasitas ainda estdo em amadurecimento, ndo havera ovos a serem
detectados. Da mesma forma, a presenca de poucos adultos no figado do individuo,
dificulta o diagnostico e a deteccdo de ovos nas fezes (ALEIXO et al., 2015;
NOVOBILSKY et al., 2016; SILES-LUCAS et al., 2021).

Outro detalhe € que os ovos de F. hepatica podem ser vistos nas fezes por
algumas semanas apos tratamentos anti-helminticos eficazes, pois podem ser
armazenados na vesicula biliar por varias semanas, mesmo apds a remocdo dos
vermes adultos (SARGISON, 2012).

Os testes imunologicos, como o ensaio de imunoabsorgéo enzimatica (ELISA),
sdo utilizados para deteccdo de anticorpos especificos contra F. hepatica, o que
representa uma importante contribuicdo para uma identificacédo rapida e em grande
escala de animais infectados, além disso, € capaz de detectar estagios iniciais da
doenca. Entretanto, estudos demonstram que os niveis de IgG podem persistir por até
12 semanas poOs-tratamento anti-helminticos nos animais, 0 que ocasiona uma nhao
distingdo entre infeccdo ativa e infeccdo precedente (SANCHEZ-ANDRADE et al.,
2000).

Os achados de necropsia sdo fundamentais para o diagnostico. Segundo o
Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal
(RIISPOA), na inspecdo post mortem nos matadouros, sdo examinados todos o0s
orgaos e tecidos, imediatamente apds o abate. Na inspecdo e exame do figado, se
observada a presenca de parasitas adultos de F. hepatica, o 6rgdo se torna improprio
para consumo, e é descartado e condenado na linha de inspecéo (Figura 4). Mesmo
sem a presenca do parasito adulto, somente com a presenca de lesées associadas a
fasciolose, como espessamento por fibrose, calcificacdo dos ductos biliares, exsudato
marrom escuro, pus, fragmentos e flocos de bile, ocasionam a condenacéo do 6rgao
(BRASIL, 1952, 1971, 1997).

O aspecto do o6rgdo pode ser observado de modo caracteristico e nao
anatdbmico, o que leva a sua condenagdo nos frigorificos e consequente perda
econdmica aos produtores rurais. Quando o animal apresentar caquexia, carcagas e

visceras sédo condenados (SOUZA et al., 2017).
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Figura 4. (A) Figado de bovino com fasciolose seccionado pela inspecdo sanitaria,
apresentando parasito adulto nos canais biliares. (B) Exemplares de Fasciola

hepatica.

Fonte: Prépria autora (2021).

2.8 CONTROLE

O controle da fasciolose animal é realizado principalmente pelo tratamento
quimico dos animais parasitados, com o uso de anti-helminticos, para eliminacao dos
vermes e interrupcdo do ciclo. Também é desejavel a identificacdo de pastagens
contaminadas, barrando o acesso dos animais a estas areas, além do controle de
vetores do local (FAIRWEATHER, 2011).

Para que o controle da fasciolose seja eficiente ha necessidade do uso de
medidas integradas, como: reduzir as infec¢cdes nos hospedeiros definitivos, reduzir a
populacdo de hospedeiros intermediarios e manejo (ALVES; MARTINS, 2013;
ECHEVARRIA, 2004).

O sistema de pastagem é outro fator a se considerar, em razao de que um
manejo bem estruturado é base para todo programa de controle. Pastagens
partilhadas com ovinos podem constituir uma fonte continua de contaminac¢do, uma
vez que também sao hospedeiros definitivos (AMARANTE, 2004). A proximidade do

hospedeiro com areas alagadas e, canais de irrigacdo aumenta o risco de exposicao
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e infeccdo por F. hepatica; as cercas podem desempenhar um papel fundamental na
reducdo do acesso dos rebanhos a essas areas de alto risco (KELLEY et al., 2021,
ROBERTS; SUHARDONO, 1996).

A reducédo da populagcdo de hospedeiros intermediarios através de meétodos
quimicos, fisicos e bioldgicos € a maneira ideal de controle efetivo da doenca, no
entanto, sabe-se que os moluscicidas acarretam prejuizos ao meio ambiente (ALVES;
MARTINS, 2013; CANTANHEDE et al., 2010).

2.9 TRATAMENTO

O controle de helmintos parasitas se baseia principalmente no uso de drogas
anti-helminticas, administradas como terapéutica ou de maneira profilatica
(AMARANTE, 2004). Diversas drogas podem ser utilizadas para o tratamento da
fasciolose, e muitos medicamentos atuam no sistema nervoso do parasita (LANUSSE;
PRICHARD, 1993).

Deve-se ter cautela na utilizacdo de drogas antiparasitarias quando avaliar a
guestao dos residuos nas carcacas e no leite, pois estes produtos sdo direcionados a
alimentacdo humana (ECHEVARRIA, 2004).

O Closantel € um anti-helmintico derivado da salicilanida, eficaz contra
trematddeos e cestédeos nos animais ruminantes. Tem como alvo farmacolégico o
desacoplamento da fosforilagéo oxidativa, assim como a Rafoxanida e Nitroxinil, que
fazem parte do grupo quimico dos fendis substituidos. Ambos grupos, sédo ionéforos
de prétons (ANDRADE, 2008; FAIRWEATHER; BORAY, 1999; FURLAN et al., 2009).

Os benzimidazois que atuam contra os trematdédeos sao classificados em
Albendazol (ABDZ), Fembendazol e Triclabendazol (TCBZ) (AMARANTE, 2004). Os
anti-helminticos benzimidazois atuam como inibidores na sintese de tubulina,
ocasionando o capeamento e a inibicdo da formacéo adicional de microtubulo, o
resultado € a inanicdo do parasita (ALVES; MARTINS, 2013; JASMER et al., 2000).
Todas estas drogas sao eficazes contra as formas adultas deste trematddeo, porém,
somente TCBZ é capaz de eliminar as formas jovens, que causam danos expressivos
ao migrarem pelo parénquima hepatico (CANEVARI et al., 2013). De tal modo, TCBZ
€ a droga mais frequentemente utilizada no tratamento da fasciolose (AMARANTE;
RAGOZO; SILVA, 2015).
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2.10 RESISTENCIA

Um problema que limita o uso de drogas no tratamento da doenca € o aumento
de resisténcia aos anti-helminticos nas populacdes de parasitos, pela administracédo
e uso indiscriminado de medicamentos em periodos inadequados (FAIRWEATHER et
al., 2020).

Falta de eficacia de uma droga ndo é necessariamente sinbnimo de resisténcia
anti-helmintica e pode surgir apés uma subdosagem, por armazenamento inadequado
elou a co-infeccdo com outros parasitas também podem explicar a falha observada
no tratamento (FAIRWEATHER, 2011; SARGISON, 2012).

A incidéncia da resisténcia aos anti-helminticos estd aumentando e
ocasionando perda da produgéo, contribuindo significativamente para o insucesso dos
programas de controle parasitario na pecuaria de todo o mundo. Assim, métodos
eficazes na deteccdo e monitoramento de populacdes resistentes se tornam
necessarios, principalmente relacionado ao controle parasitario dos animais
(FORTES; MOLENTO, 2013).

O diagnéstico da resisténcia anti-helmintica, ou da reducéo de eficacia aos anti-
helminticos, até o momento ndo € uma realidade na pratica do campo e dos
laboratorios. Ainda que a resisténcia possa ser avaliada por meio de testes in vivo e
in vitro, a disponibilidade de testes in vitro reconhecidos e disponiveis para o
diagndstico da resisténcia ainda é bastante restrita, com poucos laboratérios que
fornecem esse tipo de servico (FORTES; MOLENTO, 2013).

Atualmente, a resisténcia anti-helmintica € considerada o maior problema no
controle da fasciolose bovina, tanto pelo alto custo decorrente de tratamentos
ineficazes e descontrole parasitario, quanto pelo grande risco decorrente da
transferéncia de isolados resistentes a seres humano (MAS-COMA; BARGUES, M;
VALERO, 2018).

Para isso, foram desenvolvidos protocolos para analise in vitro de resisténcia
parasitaria utilizando ovos coletados de vesicula biliar de animais positivos, uma
alternativa viavel, mais rapida e que apresenta correlagdo com a resisténcia
encontrada in vivo, o teste de eclosdo de ovos (TEO) (CANEVARI et al., 2013;
CHRYSSAFIDIS et al., 2015; ROBLES-PEREZ et al., 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Padronizar um protocolo simplificado de teste de desenvolvimento e ecloséo
de ovos (TDEO), a fim de avaliar a atividade ovicida (AO) de diferentes farmacos em
ovos de Fasciola hepatica coletados de bovinos abatidos em frigorificos do Planalto
Serrano em Santa Catarina, identificando isolados potencialmente resistentes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

l. Realizar ensaios in vitro com ovos de F. hepatica isolados de bile de
bovinos, para avaliar a atividade ovicida (AO) de diferentes farmacos

comerciais contendo albendazol, closantel, nitroxinil e triclabendazol.

Il. Padronizar e detalhar o protocolo simplificado de teste de desenvolvimento
e ecloséo de ovos (TDEO) para o diagnostico da resisténcia anti-helmintica
de F. hepatica, para que seja incluido na rotina do Laboratério de
Parasitologia e Doencas Parasitarias (LAPAR-CAV-UDESC).
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4 MATERIAIS E METODOS

Os protocolos utilizados no presente estudo foram analisados e aprovados pela
Comisséo de Etica do Uso de Animais (CEUA) do CAV/UDESC sob protocolo n°
6602070619.

4.1 ORIGEM DAS AMOSTRAS

De acordo com informacfes cedidas pela Companhia Integrada de
Desenvolvimento Agricola de Santa Catarina (CIDASC), os frigorificos da regido
Serrana fazem o abate de animais provenientes de diferentes municipios do Planalto
Serrano (e.g. S&do Joaquim, Bom Jardim da Serra, Urubici, Painel, Correia Pinto),
Mesorregido Oeste Catarinense (microrregido de Chapecd) e regido litoranea (e.g.
Tubardo, Criciima, etc.), possibilitando a comparacdo de isolados oriundos de
condig¢fes climéticas heterogéneas.

A inspecdo de figados de bovinos abatidos nos frigorificos localizados nas
cidades de Lages e Otacilio Costa foi acompanhada, e a vesicula biliar de figados
apresentando lesdes caracteristicas de fasciolose foi aberta, sendo a bile coletada e
armazenada em frascos com tampa, devidamente identificados com o numero do
brinco de cada bovino (Figura 5). O material coletado era acondicionado em caixa
térmica e encaminhado ao Laboratério de Parasitologia e Doencas Parasitarias
(LAPAR) da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC). As amostras foram
armazenadas sob refrigeracdo até a realizacdo da andlise, que foi realizada em

periodo entre um e quatro dias.

4.2 ISOLAMENTO DE OVOS DE Fasciola hepatica

Apos a coleta, a bile foi lavada e os ovos foram recuperados por sedimentacao.
O material era distribuido em frascos cbnicos de 500 ml para o processo de
sedimentacao e isolamento dos ovos. Em cada frasco conico eram colocadas bile e
agua, na proporcdo de 1:5, equivalente a 100 mL de bile e 400 mL de agua. A
guantidade de frascos utilizados variava de acordo com o volume total da amostra
recebida.

A amostra era deixada sedimentando por 10 min e o sobrenadante descartado
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por eversao. Este procedimento era realizado duas vezes e, se necessario, havia uma

repeticdo adicional.

Figura 5. Frasco (com tampa) identificado com o ndmero do brinco do bovino e

conteudo biliar diluido em agua, distribuidos em frascos cénicos de 500 mL.

Fonte: Prépria autora (2022).

Ao final, o sedimento era coletado de todos os frascos e distribuido em tubos
de centrifugacdo de 50 mL, sendo centrifugados por 10 min a 465 x g (1500 rpm,
centrifuga modelo KC8, Kindly). Apés a centrifugacao, o sobrenadante era descartado
e os pellets resultantes de todos os tubos eram coletados com pipeta de Pasteur e
unificados em um anico tubo.

Feito isto, era realizado uma nova centrifugacado por 4 minutos a 465 x g, 0
sobrenadante descartado cuidadosamente, e o volume reduzido para 5 a 10 ml,
dependendo da turbidez da amostra, que indicava aproximadamente a quantidade de
ovos coletados. Apés essa Ultima etapa, o pellet era ressuspenso (Figura 6), sendo

posteriormente realizada a quantificacdo de ovos por volume de solucao.
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Figura 6. Isolamento dos ovos de Fasciola hepatica: (A) Sedimento com ovos

observados macroscopicamente; (B) Pellet ressuspenso para quantificacao.

Fonte: Prépria autora (2021).

Para a quantificacdo dos ovos, a amostra era homogeneizada e trés aliguotas
eram analisadas sob microscopio 6Optico em aumento de 40x (objetiva de 4x,
microscopio Eclipse E200, Nikon). Era verificada a média de ovos por 100 pl nas trés
aliquotas, sendo calculado o nimero total de acordo com o volume presente no tubo
(Figura 7).

Figura 7. Quantificacdo dos ovos por volume de solucdo: (A) Trés aliquotas de 100 pl

em laminas de microscopia; (B) Contagem de ovos em cada aliguota.

14

Fonte: Prépria autora (2022).

36



33

4.3 TESTE DE DESEVOLVIMENTO E ECLOSAO DE OVOS (TDEO) E AVALIACAO
DE ATIVIDADE OVICIDA (AO)

Para a padronizagéo do teste de desenvolvimento e eclosdo de ovos (TDEO)
de F. hepatica, protocolos previamente descritos foram consultados (ALVAREZ et al.,
2020; CANEVARI et al., 2013; CHRYSSAFIDIS et al., 2015; ROBLES-PEREZ et al.,
2014; SARGISON, 2012). Para a execucao do TDEO, as amostras eram separadas
em aliquotas de 1000 ovos, colocadas em coletores universais com tampas, sendo
triplicatas para cada farmaco e para o controle negativo.

Foram utilizados no presente estudo quatro anti-helminticos comerciais:
Ricofarm 10 (Biofarm), solucdo injetavel de sulféxido de albendazol a 100 mg/ml
(ABDZ), recomendacgédo para tratamento fasciolicida (rec.) de 2ml/40kg; Taitec
(Calbos®), solucéo injetavel de closantel a 250 mg/ml (CSTL), rec. 1ml/50kg; Nitromic
(Microsules) solucao injetavel de nitroxinil a 340 mg/ml (NTXL), rec. 2ml/50kg; e
Saguaymic Plus (Microsules), solucdo oral de triclabendazol (100 mg/ml) +
fembendazol (100 mg/ml) (TBZF), rec. 6ml/50kg.

Inicialmente, foram realizados procedimentos pareados, utilizando um mesmo
pool de amostras, sendo comparados 0s ovos incubados com os farmacos em
concentracdo descrita em literatura (0,05 nmol/ml) (CANEVARI et al., 2013), e em
concentracéo recomendada pelo fabricante do farmaco comercial, para tratamento de
animais infectados (i.e. produto Ricofarm (ABDZ), solu¢cdo em concentracdo de 100
mg/ml, recomendacédo de 2ml/40kg, equivalente a 5,0 ug/ml, dado que 1 L de agua
equivale a 1 kg).

Ap6bs os resultados obtidos dos procedimentos pareados e padronizacao inicial,
foram realizados os testes somente com as concentracbes recomendadas pelos
fabricantes, utilizando farmacos comerciais, a fim de delinear o protocolo de testes
simplificado. As concentrac¢@es utilizadas foram: ABDZ = 5,0 ug/ml, CSTL = 5,0 pg/ml,
NTXL = 13,6 pg/ml, e TBZF =12 pg/ml + 12 pg/ml.

As amostras diluidas com os farmacos testados e controle negativo foram
incubados por 28 dias, a 27 °C, sem iluminacao, devidamente identificados, conforme

demonstrado na Figura 8.
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Figura 8. Amostras de ovos de Fasciola hepatica acondicionados em coletores
universais (1000 ovos/frasco), contendo os farmacos diluidos, incubados em estufa

por 28 dias, a 27°C, sem iluminagé&o.

Fonte: Propria autora (2021).

Ao final da incubacéo, as tampas dos frascos eram removidas, e as amostras
deixadas expostas a luz por 24 h, em temperatura ambiente, para estimular a ecloséo
dos miracidios (Figura 9). A luz era fornecida através de dois abajures comuns, com
lampada branca de LED (9W), posicionados a aproximadamente 20 cm de distancia

das amostras.
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Figura 9. Amostras de ovos de Fasciola hepatica acondicionados em coletores
universais (1000 ovos/frasco), contendo os farmacos diluidos, deixadas sob luz, por

24 h para eclosédo dos miracidios.

Fonte: Prépria autora (2021).

A andlise e contagem dos ovos foi realizada diretamente nos frascos coletores,
sob estereomicroscoépio, apos cuidadoso descarte do sobrenadante das amostras por
eversao simples. Os ovos foram avaliados e quantificados de acordo com seu grau de
desenvolvimento (CHRYSSAFIDIS et al., 2015), sendo classificados em “n&o
desenvolvidos”, “embrionados” ou “eclodidos” (Figura 10). Contava-se no minimo 100
ovos aleatdrios por recipiente, utilizando-se um contador de células para registro. Para
cada repeticéo, foi aferido o percentual de desenvolvimento, sendo calculada entdo a
média entre as triplicatas.

O grau de atividade ovicida in vitro foi expresso em percentual pela somatoria

dos ovos embrionados e eclodidos através da seguinte férmula:

%ovos — %ovos

.. .. controle 0 tratados

Atividade ovicida = 5 x 100
/Oovoscontrole
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Os isolados foram analisados, e o nivel de resisténcia as drogas, refletido pela

atividade ovicida detectada nos testes, foi classificado em “resistente”, “suscetivel” ou
‘indeterminado” (CANEVARI et al., 2013).

Figura 10. Fases dos ovos de Fasciola hepatica observadas nos controles negativos
com agua destilada: (A) ovo ndo embrionado (seta) e embrionado contendo o

miracidio; (B) ovo eclodido.

Fonte: Prépria autora (2021).

Para a padronizacdo de um teste com mudltiplos farmacos de maneira
concomitante, as amostras coletadas foram divididas em grupos, de acordo com o
namero de ovos isolados e os farmacos utilizados no teste. O farmaco CSTL foi
retirado da padronizacdo, devido aos resultados discrepantes obtidos durante o
estudo.

Cada coletor contendo uma amostra da triplicata continha no minimo 1000 ovos
de F. hepatica, com volume final de 40 ml, incluindo os ovos, agua destilada e o
farmaco avaliado. As amostras controles possuiam o mesmo volume final, mas
somente com agua destilada e os ovos. Os ensaios foram divididos em grupos, de

acordo com o numero de ovos recuperados no isolamento, conforme a Tabela 1.
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Tabela 1. Padronizacdo dos grupos de acordo com o numero de ovos isolados e

farmacos utilizados.

Grupo Tratamento Numero de Ovos
ABDZ
1 NTXL =12.000
TBZF '
CONTROLE
ABDZ
5 NTXL <2 192.00000o
CONTROLE '
ABDZ
3 TBZE <2 192.00000o
CONTROLE '
NTXL
4 TBZE <2 192.00000o
CONTROLE '
5 FARMACO ISOLADO =6.000
CONTROLE <9.000

* Considerando que 6 mil ovos é o nimero minimo para teste (triplicata teste + triplicata

controle).

Fonte: Prépria autora (2022).

4.4 RASTREABILIDADE INDIVIDUAL DOS ANIMAIS E LOCALIZACAO
GEOGRAFICA

O local de origem dos animais infectados e o histérico completo do animal,
desde o nascimento até o0 momento do abate, foram mapeados, de acordo com 0s
dados de movimentagcdo animal obtidos no Sistema de Gestdo da Defesa
Agropecuaria Catarinense (SIGEN), para a determinacao da origem e movimentacao

dos animais, a fim de caracterizar o isolado por sua localizacao geografica.

4.5 AGUA DESTILADA

Trinta amostras foram incubadas e analisadas em agua destilada proveniente
de um laboratério fornecedor, dado que o destilador do LAPAR havia quebrado. Ao

longo do estudo, trés amostras dos mesmos animais foram incubadas de maneira
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pareada, com agua do laboratorio fornecedor e 4gua do LAPAR, para investigacao de

possivel divergéncia nos resultados.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados do projeto foram organizados e armazenados em planilhas no
Microsoft Excel® 2019, para avaliacédo e calculo das amostras coletadas, bem como,
gerar a andlise estatistica descritiva dos dados.

A eficacia de cada tratamento in vitro no teste de eclosdo de ovos foi
determinada de acordo com a equacdo do grau de atividade ovicida descrita
anteriormente e a porcentagem dos ovos desenvolvidos sao relatados como a média
aritmética + desvio padréo (DP).

Os dados obtidos durante o estudo, como o grau de resisténcia e distribuicdo
entre municipios, foram tratados e analisados individualmente e conjuntamente, por
analises de variancia (ANOVA), através do Teste de Tukey para comparacao
estatistica dos dados de desenvolvimento dos ovos obtidos de cada tratamento,
considerando um nivel de significancia de 5% (p < 0,05) para os testes realizados.

Para validacdo estatistica da diferenca encontrada entre os tratamentos
realizados com a agua do Lapar e do Laborat6rio fornecedor, foi empregado o Teste
de T pareado, considerando um valor de p < 0,05 estatiticamente significativo. Todas

as andlises foram realizadas usando-se o software Jamovi®, versédo 2.2.5.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao todo, foram coletadas 201 amostras de conteudo biliar provenientes dos
abatedouros do Planalto Serrano Catarinense, sendo 176 amostras oriundas do
frigorifico de Lages, e 25 amostras do frigorifico de Otacilio Costa. Do total, 50
amostras ndo apresentavam ovos suficientes para a realizacdo das analises, e 30
amostras foram incubadas com agua destilada de um laboratério parceiro,
apresentando grandes divergéncias no grau de atividade ovicida, quando comparados
com a agua do LAPAR, sendo excluidas do estudo (dados ndo apresentados).
Portanto, foram utilizadas 121 amostras viaveis para a realizacédo do estudo.

No presente estudo, foi possivel determinar a atividade ovicida dos anti-
helminticos com o seguinte nimero de amostras: ABDZ (108/121), NTXL (102/121),
TBZF (102/121) e CSTL (19/121).

Os ensaios foram realizados em grupos, padronizados de acordo com o
namero de ovos isolados na sedimentacdo e farmacos utilizados: Grupo 1 (n=88),
Grupo 2 (n=8), Grupo 3 (n=3), Grupo 4 (n=4), Grupo 5 (n=18).

5.1 A IMPORTANCIA DA AGUA DESTILADA

No estudo, 30 amostras foram incubadas com agua destilada proveniente de
um laboratério fornecedor. Ao longo da avaliagdo do desenvolvimento dos ovos e
calculo da atividade ovicida, foi observada grande divergéncia dos tratamentos
incubados com a agua fornecida.

Com isso, trés amostras que continham elevada quantidade de ovos tiveram 0s
tratamentos duplicados e foram analisados de maneira pareada, comparando a agua
dos dois laboratérios. Na Tabela 2, é possivel observar que a atividade ovicida das
amostras incubadas com a agua fornecida apresentou resultados discrepantes das
amostras incubadas com agua do LAPAR.

Essa diferenca foi confirmada através do Teste de T pareado, onde, cada
amostra foi testada individualmente e comparada entre as aguas, demonstrando
diferenca significativa em todos os testes, com p < 0,05.

Mendes et al. (2011) discutem a importancia da agua utilizada nos
procedimentos laboratoriais e as possiveis interferéncias nos ensaios, e como sua

importancia é subestimada. A 4gua é um elemento essencial que contribui para o
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desenvolvimento e a qualidade do estudo. De tal maneira, os resultados comprovam
gue a agua fornecida pelo outro laboratorio era inadequada e enfatizam a importancia
da agua nos ensaios laboratoriais. Sendo assim, as amostras incubadas com este

insumo foram descartadas do presente estudo.

Tabela 2. Comparacdo da atividade ovicida (%) nos tratamentos entre aguas do

LAPAR e Laboratério fornecedor.

- . Atividade Ovicida (%)
Atividade Ovicida (%)

Amostra Tratamento L APAR Laboratoério p-valor
Fornecedor

ABDZ 100 -12,83

91 NTXL 97,78 22,34 0,013
TBZF 97,78 -0,88
ABDZ 95,56 58,02

97 NTXL 100 33,44 0,036
TBZF 96,92 20,13
ABDZ 87,41 -5,94

99 NTXL 98,60 12,93 <,001
TBZF 89,51 0,34

Fonte: Prépria autora (2022).

5.2 INEFICACIA DO CLOSANTEL

As amostras tratadas com CSTL apresentaram baixa atividade ovicida em
todas as analises do estudo (Tabela 3). Em estudos anteriores, in vivo, a eficacia do
CSTL foi testada por administracdo oral (PO), intramuscular (IM) e/ou subcutanea
(SC) em bovinos e ovinos, onde variou de 95 a 100% (BOULARD; CARRERAS; VAN
GOOL, 1995; COLES; RHODES; STAFFORD, 2000; GORDON et al., 2012b; HANNA
et al., 2015).
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O primeiro relato de falha ao tratamento de CSTL em bovinos de corte
naturalmente infectados foi dado no ano de 2015, através do teste de reducao da
contagem de ovos nas fezes (TRCOF) realizada em trés rebanhos. Os animais
positivos para F. hepatica no TRCOF e exame de ELISA de coproantigenos, foram
alocados em grupos e tratados topicamente com um minimo de 20 mg de CSTL por
kg, e as amostras fecais foram coletadas em 0, 7 e 21 dias pos-tratamento. A falha
do tratamento com CSTL foi confirmada em duas das trés fazendas testadas
(NOVOBILSKY; HOGLUND, 2015).

SOLANA et al. (2016), avaliaram in vivo a atividade ovicida e a morfologia de
ovos de F. hepatica, recuperados de ovelhas infectadas experimentalmente com um
isolado suscetivel ao TCBZ, tratadas com CSTL. Os animais foram abatidos em
diferentes intervalos de tempo apdés o tratamento e a bile foi coletada para isolamento
dos ovos. O TDEO foi realizado e os resultados encontrados confirmam que o CSTL
afeta in vivo o desenvolvimento normal dos ovos e diferencas significativas foram
encontradas na embrionacao e eclosao dos ovos.

A dosagem recomendada utilizada no tratamento do presente estudo foi de 5,0
pg/ml. Nao foi possivel determinar in vitro o diagndstico da resisténcia anti-helmintica
através da atividade ovicida na F. hepatica ao CSTL no TDEO, devido aos resultados
discrepantes e falta de literatura sobre o assunto. Aparentemente, CSTL néo
apresenta atividade ovicida in vitro, ndo sendo possivel utiliza-lo em TDEO, pois nao
atua diretamente em ovos.

Na Tabela 3 € possivel observar graus negativos de atividade ovicida. O fato
ocorreu, pois, as amostras tratadas com CSTL apresentaram desenvolvimento e

eclosdo dos ovos, maior que o encontrado no controle negativo.
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Tabela 3. Atividade ovicida (%) do anti-helmintico closantel em ovos de Fasciola

hepatica, verificada pelo teste de desenvolvimento e eclosdo de ovos (TDEO).

Atividade Ovicida
Amostra

(%)
1 23,65
2 10,24
3 2,78
4 -0,37
5 0,74
6 1,68
11 11,64
12 -3,55
13 -1,76
14 1,38
15 15,68
16 -4,26
20 -3,94
24 0
25 -3,21
26 11,74

Fonte: Prépria autora (2022).

5.3 ATIVIDADE OVICIDA (AO) DOS ANTI-HELMINTICOS ATRAVES DO TESTE DE
DESENVOLVIMENTO E ECLOSAO DE OVOS (TDEO)

No presente estudo, o TDEO foi validado e avaliado como técnica in vitro para
determinar a resisténcia de F. hepatica aos anti-helminticos, aplicado para avaliar a
atividade ovicida dos anti-helminticos em isolados obtidos de diferentes fontes. A
técnica descrita na pesquisa envolve a coleta de ovos apds o abate dos animais.

O TDEO foi projetado para avaliar o potencial dos anti-helminticos em inibir o
desenvolvimento dos ovos de F. hepatica (CANEVARI et al., 2013; CEBALLOS et al.,
2019; FAIRWEATHER et al., 2012), medir a atividade ovicida e determinar a
prevaléncia de resisténcia no Planalto Serrano Catarinense.

Nos testes preliminares, foram comparados 0s ovos incubados com os

farmacos em concentracdo descrita em literatura (0,05 nmol/ml) e em concentracéo
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recomendada pelo fabricante do farmaco comercial. Ndo foi possivel detectar a
presenca de resisténcia ao ABDZ nos animais amostrados, e ambos 0s protocolos
apresentaram resultados semelhantes (Tabela 4). Portanto, o protocolo simplificado
desenvolvido no LAPAR pode ser utilizado na avaliagdo in vitro da resisténcia de F.

hepatica a antiparasitarios.

Tabela 4. Determinacao e comparacao da atividade ovicida (AO) em ovos de Fasciola
hepatica incubados em concentracdo descrita em literatura (0,05 nmol/ml) e

concentracdo recomendada pelo fabricante do farmaco comercial.

Ovos néo Ovos
Grupo Tratamento L?(t:rlnciir?a%l\i)?ss dese’r\llv(g/lvidos emgg;gg%%? € AO (%)
0) N (%)
Gl ABZ 10% (10 pg/ml) 600 596 (99,3) 4 (0,7) 99,28
G2 ABDZ 18,75% (3,75 pg/ml) 600 600 (100,0) 0 100
G3 ABDZ 10% (5 pg/ml) 600 600 (100,0) 0 100
G4 Controle 600 38 (6,3) 562 (93,7) -
G5 ABZ 10% (0,5 nmol/ml) 542 541 (99,8) 1(0,2) 99,83
G6 ABDZ 18,75% (0,5 nmol/ml) 600 597 (99,5) 3(0,5) 99,43
G7 ABDZ 10% (0,5 nmol/ml) 600 600 (100,0) 0 100
G8 Controle 592 0 592 (100,0) -

Grupo G1, G2, G3 e G4 — concentragao recomendada pelo fabricante do farmaco comercial
Grupo G5, G6, G7, G8 — concentragao descrita em literatura

Fonte: Prépria autora (2022).

O diferencial desse projeto em comparagdo com 0s outros estudos, é que
buscamos trabalhar com farmacos comerciais, tal como € executado no teste de
biocarrapaticidograma, ao invés de moléculas puras (GOMES et al., 2017; JUNIOR;
OLIVEIRA, 2005). Outra diferenca € a utilizacdo da administracdo da dosagem
recomendada através da bula, para maior correlagdo com o tratamento realizado in
Vivo.

A porcentagem média (médiatDP) de desenvolvimento dos ovos obtida para
0s controles negativos nos diferentes isolados de F. hepatica variaram entre 88,2%
(Frigorifico de Lages) e 88,9% (Frigorifico de Otacilio Costa) (Tabela 5). As amostras

controles passaram por todo processo de centrifugacdo e incubacgédo, sem adicdo de
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qualquer farmaco, somente com agua destilada.

Coles et al. (2006) e Robles-Pérez et al. (2014) sugeriram que alguns fatores
em investigag&o podem influenciar nos resultados obtidos com o TDEO, que incluem
o método de dissolucao da solugdo tratamento (DMSO ou 4gua), diferentes fontes de
agua utilizada (destilada, deionizada ou agua de torneira), método de recuperacao e
grau de limpeza dos ovos (presenca de detritos), sendo isso corroborado pelos

resultados encontrados na comparacao entre as aguas dos laboratérios.

Tabela 5. Média geral dos resultados do teste de desenvolvimento e ecloséo de ovos
(TDEO) de diferentes isolados de Fasciola hepatica, apés incubacdo a 27 °C por 28
dias, em solu¢cbes contendo diferentes anti-helminticos. Os valores indicam a média
do percentual de eclosdo e desenvolimento de todas as amostras incubadas,

expressa em média = DP.

Tratamentos Fasciola hepatica isolada
(dose) Lages Otacilio Costa
Controle negativo 88,24 +17,132 88,92 + 12,86 @
ABDZ (2uL/40mL) 2,40 + 5,36 ° 1,23+1,20°
NTXL (1,6pL/40mL) 2,55+ 4,02 ° 1,07 + 1,06 °
TBZF (4,8uL/40mL) 4,29 +8,62° 14,10 + 26,75 °

Para cada frigorifico, valores com diferentes sobrescritos sédo estatisticamente diferentes (p < 0,05).

Fonte: Prépria autora (2022).

Os resultados gerais refletem adequada atividade ovicida dos farmacos
utilizados, nas amostras provenientes de ambos os frigorificos. Apenas as amostras
testadas com TBZF apresentaram resultados diferentes dos demais, de acordo com
a Tabela 5, diferindo entre os tratamentos e entre os frigorificos. Apresentando
aumento significativo no desenvolvimento dos ovos, podendo suspeitar da presenca
de resisténcia no isolado.

No presente estudo, a quantidade de substancia administrada no TDEO foi
determinada a partir da dose indicada pelas bulas farmacoldgicas, seguindo a
propor¢cdo 1L=1Kg. Para determinar a resisténcia anti-helmintica, Canevari et al.
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(2013) assumiram um nivel de atividade ovicida, determinando suscetibilidade quando
a eficacia era >70% e <40% para resisténcia. Os resultados entre 40% e 70%
representam uma area onde ha uma possibilidade de suscetibilidade e/ou resisténcia
indeterminada. A partir do mesmo critério, a resisténcia através do célculo da atividade
ovicida (%) na dosagem utilizada nos anti-helminticos presentes no estudo foi
determinada no Grafico 1.

Uma atividade ovicida muito baixa foi observada em ambos os frigorificos,
sendo sugestivo de resisténcia, Lages (35,46%) e Otacilio Costa (28%) para TBZF.
Ha nove suspeitas de suscetibilidade/resisténcia indeterminada no Frigorifico de
Lages dentre os trés tratamentos incubados, com atividade ovicida variando de
45,24% a 69,89% entre eles. No Frigorifico de Otacilio Costa foi observada apenas
uma suspeita de suscetibilidade/resisténcia indeterminada para TBZF, que

apresentou atividade ovicida de 42,17%.

Grafico 1. Atividade ovicida (%) dos anti-helminticos em ovos de Fasciola hepatica
isolados dos Frigorificos de Lages e de Otacilio Costa, de janeiro 2021 a margo 2022.
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Fonte: Prépria autora (2022).
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5.3.1 Eficacia do Sulfoxido de Albendazol

Em dois estudos anteriores, foi realizado o TDEO em ovos recuperados de bile
de animais infectados experimentalmente com isolados suscetiveis e resistentes ao
TCBZ e ABZ. Os animais foram abatidos e 0s ovos recuperados da bile. A ecloséo
dos ovos foi avaliada e uma inibicdo significativa (P<0,05) foi observada em ovos
incubados com Albendazol e o Sulfoxido de Albendazol. Em concluséo, tiveram um
claro efeito inibitério, possuindo excelente atividade ovicida contra ovos de F.
hepatica, corroborando com os resultados encontrados no presente estudo
(ALVAREZ et al., 2009; CANEVARI et al., 2013).

CANEVARI et al. (2013), validam o TDEO com os resultados encontrados em
sua pesquisa. O teste demonstrou que apdés o periodo de incubacdo, os ovos
provenientes de isolados resistentes, tiveram uma atividade ovicida menor que 13,4%
em todas as concentracfes utilizadas para Albendazol e o Sulféxido de Albendazol.
Em isolados suscetiveis, ambos apresentaram atividade ovicida adequada e afetaram
significativamente a eclodibilidade dos ovos.

Em nematoides gastrointestinais foi sugerido o uso de uma dose discriminante
de ABDZ para determinar sua resisténcia. A dose discriminante € a aquela que impede
a eclosdo de 99% dos ovos suscetiveis. Assim, por definicdo, ovos que estédo
eclodindo sao resistentes (COLES et al., 2006). Em trematddeos, testes tém sido
validados e padronizados e informacdes sobre a dose discriminante para prever a
resisténcia ao ABDZ néo esta estabelecido (CEBALLOS et al., 2019).

Ha relatos que eficacias de 71-90% podem ser consideradas suficientes para
drogas como ABDZ (FAIRWEATHER et al., 2020) e prop0e-se que, mesmo que a
reducdo percentual ndo ultrapasse 90%, o ABDZ ainda pode reduzir a carga
parasitaria a um nivel que sera benéfico do ponto de vista da economia e saude animal
(FAIRWEATHER, 2011).

No estudo de CEBALLOS et al. (2019) foi relatado a importancia da
comparacao entre métodos in vivo e in vitro para deteccdo de resisténcia anti-
helmintica e eficacia ao ABDZ. Os resultados encontrados in vivo (contagem de
fasciolas no figado e TRCOF) foram semelhantes a atividade ovicida encontrada in
vitro.

A maioria dos autores sugere correlacionar o TRCOF com o TDEO para

detecc¢édo de resisténcia. No entanto, os dados aqui descritos sugerem o valor do teste
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de eclosdo dos ovos como um método adequado para detectar resisténcia a anti-

helminticos em F. hepatica, independentemente do TRCOF.

5.3.2 Eficacia do Nitroxinil

Atualmente, ndo ha estudos in vitro presentes na literatura para o anti-
helmintico que faz parte do grupo quimico dos fendis substituidos. Portanto, o
presente estudo foi pioneiro no teste de eclosao de ovos in vitro para o NTXL, e com
0s resultados obtidos, € sugerida a eficicia do teste na detecc¢éo de resisténcia anti-
helmintica a isolados de F. hepatica.

Somente estudos in vivo avaliaram a eficacia do NTXL através do TRCOF. De
acordo com Gonzéalez-Gardufio et al. (2020) e Romero et al. (2019) o tratamento com
NTXL reduziu significativamente o namero de ovos nas fezes, obtendo a maior
eficacia contra ovos tanto de trematédeos no rimen quando em ovos de F. hepatica.

Outro estudo avaliou a eficacia do NTXL contra F. hepatica resistente ao TCBZ
em um rebanho de ovinos naturalmente infectados, e 0 mesmo concluiu que o NTXL
pode ser uma alternativa em caso de resisténcia ao TCBZ por apresentar elevada
reducdo na contagem dos ovos nas fezes (HANNA et al., 2015).

Para determinar a eficdcia dos anti-helminticos comerciais (triclabendazol,
ivermectina + closantel; ivermectina + clorsulon e nitroxinil) pelo TRCOF, em estudo,
o NTXL foi o mais eficaz no controle de trematédeos, enquanto os outros produtos
obtiveram valores inferiores a 90%, o que coloca em risco o controle sustentavel do
parasita (ICO-GOMEZ et al., 2021).

Todos os testes realizados in vivo na literatura, corroboram com os resultados
encontrados no TDEO in vitro do presente estudo, demonstrando suscetibilidade ao

tratamento com este anti-helmintico.

5.3.3 Eficacia do Triclabendazole e Fenbendazole

Triclabendazole é o farmaco mais utilizado para eliminacao de F. hepatica em
sua forma imatura e adulta, mas a resisténcia generalizada a droga compromete muito
0 controle do parasita nos ruminantes e nos humanos (AKSOY et al.,, 2005;
FAIRWEATHER et al., 2020; GORDON et al., 2012a; KAMALUDEEN et al., 2019;
KELLEY et al., 2016).
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A porcentagem média do desenvolvimento dos ovos obtidos dos frigorificos de
Lages e Otacilio Costa incubados através do TDEO in vitro com TBZF foi de 4,29 +
8,62 e 14,10 + 26.75, respectivamente. Ambos apresentaram valores elevados
guando comparados com o tratamento do ABDZ (2,40 £ 5,36 e 1,23 £ 1,20) e NTXL
(2,55 + 4,02 e 1,07 = 1,06), demonstrando maior embrionamento e eclodibilidade dos
OVOS.

Em estudos in vivo com TRCOF, constatam que o tratamento com TCBZ nao
apresentou reducéo significativa na contagem de ovos de F. hepatica nas fezes
(ROMERO et al., 2019; SARGISON, 2012). A falta de eficacia do TCBZ esta presente
em varios paises e a evidéncia dela para o TCBZ foi detectada em 21/26 fazendas de
trés regides da Inglaterra e Pais de Gales (KAMALUDEEN et al., 2019), indicando
resisténcia ao anti-helmintico e concordancia com o TDEO in vitro.

Diversos estudos demonstram a prevaléncia e a elevada resisténcia ao
tratamento com TCBZ, através de métodos in vivo e in vitro e protocolos comparativos
entre si (ALVAREZ et al., 2009; ELLISON et al., 2014; ICO-GOMEZ et al., 2021;
OLAECHEA et al., 2011; ORTIZ et al., 2013; ROMERO et al., 2019).

A combinacdo de TBZF ja foi testada in vivo contra infeccdes de F. hepatica
induzidas experimentalmente em ovelhas, apresentando elevada eficacia ao
tratamento, sem observar efeitos adversos associados (FOREYT, 1988). No presente
estudo, foram detectados dois isolados, que apresentaram reduzida atividade ovicida,
presentes nos Frigorificos de Lages (35,46%) e de Otacilio Costa (28%) para essa

combinacéo, sendo sugestivo de resisténcia.

5.4 DISTRIBUICAO DE BOVINOS COM RESISTENCIA A FASCIOLOSE

Através da rastreabilidade individual dos animais, pelo nimero de identificacéo
pesquisados no SIGEN, investigando o histérico completo do animal, desde o
nascimento até o momento do abate, para a avaliacado da origem e movimentag&o dos
animais, foi possivel rastrear a localizacéo dos isolados possivelmente resistentes em
Santa Catarina.

Descartando as amostras inviaveis, foi possivel realizar o rastreamento de 121
amostras para a rastreabilidade dos animais. Dentre elas, uma amostra apresentou
divergéncia na numeragéo do brinco do animal, impossibilitando o rastreamento da

mesma.
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As amostras foram analisadas em conjunto e individualmente através da
estatistica descritiva. Na analise dos dados, foi verificado que dois isolados
apresentaram AO < 40%, caracterizando-os como resistentes ao TBZF. Um destes
isolados era proveniente de Capé&o Alto, o outro de Lages, sendo ambos casos de
fasciolose bovina autoctone. Dez amostras apresentaram 40% < AO < 70%, sugerindo
susceptibilidade/resisténcia indeterminada aos anti-helminticos ABDZ (2), NTXL (2) e

TBZF (6), conforme apresentado na Tabela 6.
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Tabela 6. Atividade ovicida (%) de isolados que apresentaram resisténcia e

suscetibilidade/resisténcia

investigacéo de autoctonia.

indeterminada em ovos de Fasciola hepatica, e

Amostra Grupo Tratamento Atividade Ovicida Cidade de Autoctonia
(%) Origem

ABDZ 99,64

64 Grupo 1 NTXL 94,32 Capéo Alto Sim
TBZF 35,46**
ABDZ 64,28*

68 Grupo 1 NTXL 69,04* Bom Retiro Nao
TBZF 57,14*
ABDZ 99,61

70 Grupo 1 NTXL 97,66 Rio Rufino N&o
TBZF 61,86*
ABDZ 94,77

71 Grupo 1 NTXL 97,76 Painel Sim
TBZF 69,77*
ABDZ 97,45

73 Grupo 1 NTXL 97,94 Lages N&o
TBZF 69,52*

84 Grupo 5 TBZF 28** Lages Sim
ABDZ 99,48

g6 Grupo 1 NTXL 100 Pouso N0

Redondo

TBZL 42,17*
ABDZ 94,26

90 Grupo 1 NTXL 96,05 Capéo Alto Nao
TBZF 69,89*
ABDZ 45,24*

101 Grupo 1 NTXL 98,85 Lages N&o
TBZL 95,43
ABDZ 93,33

135 Grupo 1 NTXL 69,33* Bocaina do Sul Nao
TBZF 97

* Suscetibilidade/resisténcia indeterminada (40% < AO < 70%).

** Resisténcia (AO < 40%).

Fonte: Prépria autora (2022).
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Dos dez isolados que apresentaram suscetibilidade/resisténcia indeterminada,
apenas um nao realizou movimentacéo no estado e foi dado como autéctone, e este,
estd localizado na cidade de Painel. Os demais animais rastreados realizaram
movimentag&o em diversas cidades do estado, dificultando a real localizagéo do exato
momento em que houve a infeccao e a determinacéo da autoctonia.

Nesse contexto, recentemente comprovou-se a presenca da fasciolose em
bovinos positivos e autoctones em municipios da Mesorregido Serrana, que
historicamente é dada como livre de fasciolose, evidenciando alto indice de
positividade em animais abatidos nos frigorificos regionais (AMERICO et al., 2022).
Com base nos dados apresentados e a confirmagcdo da presenca da doenca no
Planalto Serrano Catarinense, isolados potencialmente resistentes a anti-helminticos

em F. hepatica estdo sendo detectados.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com a validacéo realizada no estudo e os resultados encontrados
na atividade ovicida in vitro dos anti-helminticos na inibicdo do desenvolvimento e
eclodibilidade dos ovos, o teste de desenvolvimento e ecloséo de ovos (TDEQO) é uma
técnica valiosa para analise da resisténcia de F. hepatica aos anti-helminticos,
possibilitando obter esta informagdo sem a necessidade de eutanasia de um grande
namero de animais.

Para testes in vitro em trematddeos, muitos ensaios devem ser reproduzidos a
fim de se definir um procedimento operacional padrdo com as possiveis interpretacoes
quanto as variaveis que influenciam negativamente a execucdo do teste. Essas
varidveis podem ser divididas em: origem das amostras, recuperagdo e isolamento
dos ovos, processamento, manuseio, material, qualificacdo do técnico de laboratorio,
entre outros.

A obtenc¢é&o de um diagnostico da resisténcia anti-helmintica mais precoce pode
auxiliar a tomada de decisdo quanto a escolha do tipo de estratégia de controle
parasitario a ser utilizado em campo, a fim de reduzir o impacto econédmico e o alto
custo gerado pela utilizacao de farmacos ineficazes.

Assim, de uma forma geral, os resultados encontrados foram promissores para

a continuidade de novos estudos e utilizacao do teste na rotina laboratorial.
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