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1. INTRODUCAO

O Brasil possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo, em que
parasitoses apresentam importancia veterinaria devido ao impacto econémico que
acarretam. A fasciolose é vista como uma das principais infeccbes que
acomometem bovinos e ovinos, sendo segundo a OMS, uma doenca tropical
negligenciada, emergente e problema de saldde publica em alguns paises, mesmo
humanos sendo hospedeiros acidentais (OLIVEIRA & RESENDE, 2017). Sua
grande importancia decorre de a mesma afetar a reprodugdo, crescimento,
producdo de leite, além da qualidade da carne de ruminantes (MARTINEZ-
VALLADARES et al., 2010).

A Fasciola hepatica, pertencente a classe trematoda, é o parasita causador
da fasciolose (SILVA, 2008). Os animais sdo infectados ao consumir agua e
vegetacdo de fonte de agua contaminada com formas infectantes a qual afeta o
figado, em decorréncia de se alojarem nos ductos biliares (LEVY, 2015). Estima-
se que a perda econémica devido a esta infec¢do gire em torno de 3 bilhdes de
délares ao ano no mundo (CWIKLINSKI et al., 2016).

A resisténcia aos atuais anti-helminticos € um problema crescente e,
somado aos poucos farmacos que estdo disponiveis no mercado, ressalta a
importancia da descoberta de novos compostos (ALVES & MARTINS, 2013).
Tendo isto em mente, as chalconas sdo moléculas que podem ser obtidas
sinteticamente em laboratério como também de produtos naturais (GO, WU, &
LIU, 2005; RITTER et al., 2015), sao cetonas com dois anéis aromaticos ligados
por um sistema carbonil de trés carbonos a, B-insaturado (SINGH, ANAND &
KUMAR, 2014; VERMA, SRIVASTAVA E PANDEY, 2018). Ha relatos de diversas
atividades biologicas descritas na literatura, incluindo antiparasitaria
(DOMINGUEZ et al., 2001). O objetivo da presente pesquisa foi avaliar a atividade
ovicida, em diferentes concentragcbes da chalcona 3-fenil-1-(tiofen-2-il)prop-2-en-
1-ona por meio de teste de ecloséo de ovos.

2. METODOLOGIA

Procedimento de sintese:

A chalcona foi sintetizada no laboratério de Lipidémica e Bio-organica da
UFPel, por meio da reacdo de Claisen-Schmidt, que envolve a condensacdo de
uma cetona aromatica com um aldeido aromatico na presenca de um catalisador.
A identificacdo quimica dos compostos foi realizada por meio de ponto de fuséo,
espectroscopia de infra-vermelho, ressonancia magnética nuclear (*H e *3C) e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).
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Obtencéo de ovos de Fasciola hepética:

Coletou-se F. hepatica por meio de dissecacdo dos ductos biliares de
figados que foram fornecidos por frigorifico de Pelotas - RS. Apés a retirada dos
parasitos, eles foram acondicionados em solucdo fisioldgica por 24 horas.
Decorrido o tempo, os ovos foram coletados com tamise de quatro malhas, onde
eles ficaram retidos na ultima, sendo em seguida transferidos para um béquer e
armazenados sob refrigeracao.

Ensaio de eclosdo de ovos:

O ensaio foi realizado em triplicata em placas de fundo chato de 6 pocos
(KASVI, modelo K12-006), baseada na metodologia descrita por Robles-Pérez et
al. (2014) e Arafa et al. (2015). Para o controle positivo adicionou-se 1000 pL de
ovos, 4.970 uL de agua e 30 pL de tiabendazol (0,025mg/ mL). Ja o controle
positivo ndo se adicionou o tiabendazol, sendo o volume entdo ajustado com
agua. O composto foi solubilizado em dimetilsulféxido (DMSO), sendo realizadas
trés diluicbes baseando-se no perfil de solubilidade do composto, para atingir as
concentracdes finais (na placa) de 180 uM, 90 uM e 45 uM.

As placas foram envolvidas em papel aluminio e postas em estufa (28°C e
80% de umidade) por 15 dias. Passado este tempo, as placas foram expostas a
luz por cerca de 30 minutos e por fim feita a contagem dos ovos (n&o
embrionados, embrionados e eclodidos) com auxilio de microscopio invertido.

Foram utilizados 5.947 ovos de F. hepatica, distribuidos entre os controles
positivo, negativo e grupo teste. Os percentuais de eclosédo e atividade ovicida
foram calculados segundo o descrito por Zehetmeyr et al. (2018).

Viabilidade cellular (MTT Assay):

O ensaio de viabilidade cellular foi realizado de acordo com o documento
ISO 10993-5:2009 (ISO, 2009), em fibroblasto de camundongo — linhagem celular
imortalizada 3T3, no Laboratério de Cultivo Celular e de Biologia Molecular da
UFPel.

Analise estatistica:

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

Os ovos de Fasciola hepatica apresentaram resisténcia ao farmaco padréo
(tiabenbendazol) na concentragao final de 0,125 pug/mL, em que se observou valor
médio de 48,7% (DP + 4.9) para o percentual de inibicdo de eclosdo. A chalcona
usada no estudo foi avaliada quanto ao percentual de ecloséo e atividade ovicida
(grafico 01). O composto sintético apresentou atividade em todas as
concentracdes testadas, com diferenca estatisticamente significativa em relacao
ao controle negativo (agua), demonstrando, dessa forma, atividade contra os ovos
de Fasciola hepdtica.

Em relacdo ao percentual de eclosdo de ovos, analisando o composto
demostrou atividade equivalente a apresentada pelo controle positivo
(tiabendazol) na concentracdo de 45 uyM, para as demais concentragdes
observou-se atividade superior, se mostrando assim mais eficaz em inibir a
eclosdo dos ovos em comparagdo ao medicamento padrdo em sua dose
terapéutica. Para a atividade ovicida, o composto na concentracdo de 180 e 90
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MM também apresentou maior atividade que o controle positivo, seguindo com
valor equivalente ao controle positivo, para a concentracéo de 45 pM.
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Grafico 01: Percentual ovicida e de eclosdo de ovos de chalcona sintética na
concentracdo de 180 uM, 90 uM and 45 uM. A presenca de um asteriscos
representa atividade equivalente estatisticamente significativa comparada com o
controle positivo, enquanto que a presenca de dois asteriscos representa
atividade superior a apresentada pelo controle positivo (p <0.05).

Quando avaliamos a metade da concentracdo inibitéria maxima (ICsp), 0
referido composto apresentou valor de 96.95 uM, com resultados promissores
uma vez que para as trés concentracdes testadas o composto ndo apresentou
citotoxicidade. Na literatura j& foi avaliada e comprovada a atividade antifungica
do referido composto, contra Candida albicans resistente ao fluconazol (Ritter et
al., 2015). Ferraro et al. (2016), avaliaram a atividade inibitéria de chalconas
contra catepsinas em metacercarias de Fasciolas, relatando que as chalconas
sdo bons inibidores da catepsina encontrada nos estagios juvenil (FhCL3) e
maduro (FhCL1). Em in silico as chalconas mostraram-se ainda mais
promissores, apresentando alta biodisponibilidade oral e absorcdo intestinal
(MIRANDA-SAPLA et al., 2019).

4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos por meio do teste por meio de eclosédo e ensaio de
viabilidade celular indicam atividade promissora para o presente composto, outros
estudos devem ser realizados para avaliar a real aplicacdo anti-helmintica do
composto, de forma que o mesmo venha a ser uma opg&o no mercado.
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