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Resumo

CHAGAS, Bruno Cabral. Pesquisa e desenvolvimento de um novo
antiparasitario a base de nitazoxanida para administragao oral em caes. 2023.
88f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Programa de Pds-Graduagdo em Veterinaria,
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2023.

A nitazoxanida (NTZ) € um antiparasitario que possui uma importante e ampla agéo
frente a agentes microbianos, helmintos (como Toxocara sp. e Ancylostoma sp.) e
protozoarios (como Giardia sp.). No entanto, no Brasil até o momento ndo existem
formulagcbes que facam uso dessa molécula no tratamento destes parasitos em
animais. Tendo em vista, que os parasitos fazem parte da cadeia zoondtica,
despertam preocupagao dentro do ambito clinico e epidemiologico da veterinaria por
seu largo potencial infeccioso e também pelo crescente aumento da resisténcia as
medicacdes padrao usadas no tratamento destas infec¢des, afirma-se a importancia
da pesquisa de antiparasitarios seguros e com baixa capacidade de
desenvolvimento de resisténcia. O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade e
eficacia da nitazoxanida isolada e associada a, ivermectina, pirantel, febantel e
praziquantel in vitro, ex vivo e in vivo. Foram realizados testes de eficacia in vitro
sobre ovos de Ancylostoma sp., Toxocara sp e Giardia sp pela metodologia de
fitragem e recuperacdo de estruturas parasitarias e teste de toxicidade e
degradagédo do tapete celular em células renais MDCK e MDBK com leitura da
degradacao por espectofotometria. Foi realizado o teste de hemotoxicidade para
avaliacdo de hemdlise, sendo utilizado como controle positivo uma solugao
detergente e controle negativo uma solugao alcalina para avalicdo do potencial de
degradagdo de hemacias. Para realizagdo do experimento ex vivo, foi utilizado o
modelo de irritabilidade ocular em olhos de frango, sendo computado em diferentes
tempos, o nivel de irritabilidade dos globos oculares sobre a instilagdo de NTZ
associada e isolada sendo utilizado como controle negativo soro fisiolégico. Nos
testes in vivo em modelo murino, foi realizada a analise de eficacia do produto na
dosagem terapéutica por redugdo da contaminagdo parasitaria de ovos de
Ancylostoma sp., Toxocara sp e Giardia sp. Ja a andlise de toxicidade aguda e
cronica foi realizada pela administracdo do produto em dose terapéutica, sobredose
e subdose, sendo avaliados os sinais clinicos, avaliacdo comportamental e alteragao
dos paradmetros bioquimicos renais e hepaticos. A anadlise estatistica foi realizada
através de porcentagem, contagem de redugdo de ovos para determinagédo e
Kruskal-Wallis. Nos estudos de citotoxicidade in vitro foi demonstrado que quanto
mais alta a dose de NTZ maior era a destruicao celular renal em células MDCK. As
concentragbes acima de 30mg/kg apresentaram alta potencial de controle (98%)
porém, com alta (97%) toxicidade celular. Assim a concentracdo da NTZ foi
diminuida , a exemplo a de 10mg/kg utilizada no produto aqui proposto no qual
obtivemos uma alta eficacia, e uma diminuigdo da toxicidade in vitro para 25%. Os
dados expressos pelo uso da NTZ isolada no controle da Giardia sp, foram muito
expressivos, visto que alcangaram o patamar de 99%, seguidos de 98% para
Toxocara sp e 86% contra Ancylostoma sp. Ja os testes de toxicidade sugeriram que
o produto na concentragdes terapéutica, testada projeta grande seguranga visto que
0 mesmo nao apresentou toxicidade. Os testes de eficacia in vitro demonstraram
que o produto proposto (NTZ, pirantel, febantel, praziquantel e ivermectina) obteve
alto potencial de eficacia no controle de nematédeos, alcangando niveis que



variaram de 95%(Ancylostoma sp) a 98% (Toxocara sp). Frente a Giardia sp, chegou
na marca de 99% de eficacia, enquanto o controle positivo do estudo representado
pelo uso associado de pirantel, febantel, praziquantel (antiparasitario de uso
convencional para caes) obteve niveis de controle de nematddeo de 73% para
Ancylostoma sp, 85% para Toxocara sp e contra Giardia sp 75%. Conclui-se que a
acao da NTZ como agente simbidtico com outros antiparasitarios foi extremamente
notavel, a ponto de ser considerada como um excelente parasiticida até mesmo em
testes com a espécie alvo, principalmente em virtude de sua capacidade de
eliminacdo das diferentes estruturas de nematddeos e protozoarios. Nesse sentido a
NTZ pode vir a ser uma excelente alternativa de controle antiparasitario.

Palavras chave: Toxocara sp; Ancylostoma sp; Giardia sp; vermifugo; pets.



Abstract

CHAGAS, Bruno Cabral. Research and development of a new nitazoxanide-based
antiparasitic for oral administration in dogs and cats. 2023. 88f. Thesis (Doctorate in
Sciences) - Graduate Program in Veterinary Medicine, Faculty of Veterinary
Medicine, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2023.

Nitazoxanide (NTZ) is an antiparasitic that has an important and wide action against
microbial agents, helminths (such as Toxocara sp. and Ancylostoma sp.) and
protozoa (such as Giardia sp.). However, in Brazil so far there are no formulations
that make use of this molecule in the treatment of these parasites in animals. Bearing
in mind that the parasites are part of the zoonotic chain, arousing concern within the
clinical and epidemiological scope of veterinary medicine due to its wide infectious
potential and also due to the increasing resistance to standard medications used in
the treatment of these infections, the importance of research on safe antiparasitics
with low capacity for resistance development. The objective of this work was to
evaluate the toxicity and efficacy of nitazoxanide alone and associated with
ivermectin, pyrantel, febantel and praziquantel in vitro, ex vivo and in vivo. In vitro
efficacy tests were carried out on eggs of Ancylostoma sp., Toxocara sp and Giardia
sp by filtering methodology and recovery of parasitic structures and test of toxicity
and degradation of the cell tapetum in kidney MDCK and MDBK cells with
degradation reading by spectrophotometry. A hemotoxicity test was performed to
assess hemolysis, using a detergent solution as a positive control and an alkaline
solution as a negative control to assess the potential for degradation of red blood
cells. To carry out the ex vivo experiment, the model of ocular irritability in chicken
eyes was used, being computed at different times, the level of irritability of the
eyeballs on the instillation of NTZ associated and isolated, being used as a negative
control saline solution. In the in vivo tests in a murine model, the analysis of the
efficacy of the product in the therapeutic dosage was carried out by reducing the
parasitic contamination of eggs of Ancylostoma sp., Toxocara sp and Giardia sp. The
analysis of acute and chronic toxicity was performed by administering the product at
a therapeutic dose, overdose and underdose, evaluating clinical signs, behavioral
assessment and changes in renal and hepatic biochemical parameters. Statistical
analysis was performed using percentage, egg reduction count for determination and
Kruskal-Wallis. In vitro cytotoxicity studies demonstrated that the higher the dose of
NTZ, the greater the renal cell destruction in MDCK cells. Concentrations above
30mg/kg showed high control potential (98%) but with high (97%) cellular toxicity.
Thus, the concentration of NTZ was reduced, like the 10mg/kg used in the product
proposed here, in which we obtained high efficacy, and a decrease in in vitro toxicity
to 25%. The data expressed by the use of isolated NTZ in the control of Giardia sp,
were very expressive, since they reached the level of 99%, followed by 98% for
Toxocara sp and 86% against Ancylostoma sp. The toxicity tests suggested that the
product at therapeutic concentrations, tested, projects great safety since it did not
show toxicity. The in vitro efficacy tests demonstrated that the proposed product
(NTZ, pyrantel, febantel, praziquantel and ivermectin) obtained a high potential of
efficacy in the control of nematodes, reaching levels that varied from 95%
(Ancylostoma sp) to 98% (Toxocara sp) . Against Giardia sp, it reached the mark of
99% of effectiveness, while the positive control of the study represented by the



associated use of pyrantel, febantel, praziquantel (antiparasitic of conventional use
for dogs) obtained levels of nematode control of 73% for Ancylostoma sp , 85% for
Toxocara sp and against Giardia sp 75%. It was concluded that the action of NTZ as
a symbiotic agent with other antiparasitics was extremely remarkable, to the point of
being considered as an excellent parasiticide even in tests with the target species,
mainly due to its capacity to eliminate the different structures of nematodes and
protozoa. In this sense, NTZ can become an excellent alternative for antiparasitic
control.

Keywords: Toxocara sp; Ancylostoma sp; Giardia sp; vermifuge; pets.
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1. Introducgao

Os animais domeésticos, por ocuparem papel tdo importante dentro do ambito
familiar nos dias de hoje, acabam convivendo junto a seus tutores compartilhando de
habitos comportamentais e alimentares (BRAGANCA et al., 2020). Hoje em dia, mais
da metade das pessoas em todo o mundo tem pelo menos um animal de estimagao
vivendo com elas, sendo, mais comum os caes (JENKINS, 2020). No Brasil, existem
por volta de mais de 80 milhdes de pets distribuidos pelo pais (MOSQUETE, 2020).

Algumas infec¢gbes causadas por parasitos como nematdédeos (como
Toxocara sp. e Ancylostoma spp.) e protozoarios (como Giardia sp.) estao se
espalhando em varias areas do mundo. Dessa maneira, essas doengas afetam a
saude e bem estar dos animais, sdo uma das principais causas de morbidade
mundial, sendo este um problema de saude publica que necessita de um quadro de
gestao global (OMS 2012; OMS/UNICEF 2015).

Essas doengas prejudicam o desenvolvimento do animal, e existem diversos
sinais clinicos como diarreia, vémitos, perda de peso, obstrugao intestinal, anemia,
anorexia, dentre outros (TRAVERSA, 2012). Especificamente os quadros de
giardiase em animais de companhia tem crescido nos ultimos anos (EIRNASSON et.
al, 2016). Ainda, as infecgbes causadas por Giardia sp. s&o reconhecidas como um
dos principais contribuintes globais para doengas diarreicas em humanos e outros
mamiferos (ANKARKLEYV et al.2010).

Pelos aspectos acima, o tratamento de animais parasitados pode ser
desafiador por causa de regimes longos e resisténcia a medicamentos (Ryan e
ZAHEDI, 2019). Além disso, falhas terapéuticas no mesmo estdo relacionadas a
reinfeccdo, a baixa adesao que envolve alto custo, dificuldade na administracéo, e
um elevado numero de efeitos colaterais (ROMANO et al.,2023). Porém, nos ultimos
anos alguns produtos antiparasitarios que estdo presentes no mercado possuem um
efeito benéfico em virtude da capacidade da manutengdo de niveis sanguineos, o
que acabaria por eliminar a dificuldade expressa pela necessidade de repetidas
aplicagdes e risco de desenvolvimento de resisténcia (PRICHARD et al., 2019).
Dentre estes pode-se citar a nitazoxanida (NTZ) (MORON-SOTO et al., 2017).
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A NTZ, uma benzamida sintética, € um antiparasitario de amplo espectro que
gragas a sua farmacologia, bioquimica e tecnologia empregada na sua estruturacéo,
apresenta baixa capacidade de desenvolvimento de resisténcia em parasitos, sendo
ainda que sua composi¢gdo molecular, lhe confere uma importante e ampla agao
frente a agentes microbianos e a helmintos, giardiases, criptosporidiases e
amebiases em animais e em humanos com interrupcdo de importantes vias
metabdlicas necessarias para sua sobrevivéncia e proliferacdo (BRUNO et al.,
2010). A atividade protozoaricida da molécula é resultado do impedimento da
transferéncia de elétrons da via anaerdbica dependente de enzima piruvato
ferrodoxina/flavodoxina oxioredutase (PFOR) de protozoarios que priva os parasitos
de uma intensa forma de obtencao de energia exaurindo a capacidade de mantenca
dos mesmos (ARTECHE et al., 2013). Ja frente a helmintos, a NTZ inibe a
polimerizagdo da tubulina que por conseguinte, atravanca a capacidade de
replicacdo e motilidade do DNA de nematdédeos. Isso causa a imobilizacdo dos
parasitos por a¢des destrutivas das células do intestino e tegumentares dos mesmos
(REINOSO e WHITE., 2017).

Para que uma molécula a exemplo da NTZ seja liberada para uso veterinario,
sdo necessarios alguns testes pré-clinicos necessarios os quais sao de extrema
importancia, visto que compreendem estudos de eficacia e toxicidade in vitro, ex vivo
e posteriormente a estes, ocorre a avaliagdo in vivo (SPAGNUOLO et al., 2010).
Poder inserir no mercado de produtos antiparasitarios veterinarios um medicamento
como a NTZ com baixa capacidade de desenvolvimento de resisténcia, comprovada
seguranga e praticidade do seu uso € de grande importancia para o meio veterinario
e para a saude unica, no conceito de one health, aonde se trabalha o individuo, os
animais e o meio ambiente (SHOMAKER et al., 2013). Nesse sentido, como NTZ é
uma molécula que apresenta importantes efeitos farmacolégicos, amplamente usada
em humanos, este estudo tem como objetivo avaliar o potencial e adaptacédo da
NTZ isolada e em associagao com pirantel, febantel praziquantel e ivermectina como
antiparasitario, protozoaricida, nematodicida e cestodicida bem como sua toxicidade

afim de desenvolvimento de produto comercial.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Investigar o potencial e adaptacdo da molécula NTZ isolada e em associagéo
com pirantel, febantel praziquantel e ivermectina como antiparasitario,
protozoaricida, nematodicida e cestodicida bem como sua toxicidade afim de

desenvolvimento de produto comercial.

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar a eficacia in vitro da molécula NTZ isolada ou em associagdo com
ivermectina, febantel, pirantel e praziquantel sobre parasitos de caes e gatos.
Estudar a toxicidade in vitro da molécula NTZ isolada ou em associacdo com
ivermectina, febantel, pirantel e praziquantel.
Verificar a toxicidade ocular da NTZ isolada ou em associacdo com ivermectina,
febantel, pirantel e praziquantel em modelo ex vivo.

Estudar em modelo murino a eficacia de formulagdo composta por NTZ (10 mg/mL)
associada com Pirantel (5 mg/mL), febantel (15mg/mL), praziquantel (5mg/mL) e
ivermectina (0,2mg/mL) frente aos helmintos Ancylostoma sp e Toxocara sp e ao
protozoario Giardia sp.
Estudar a toxicidade aguda e crbnica de formulagdo composta por NTZ (10mg/mL)
associada com  Pirantel (5 mg/mL)+febantel  (15mg/mL)+praziquantel
(5mg/mL)+ivermectina (0,2mg/mL) em modelo murino.

Avaliar em cées a eficacia de formulagao composta por NTZ (10 mg/mL) associada
com Pirantel (5 mg/mL), febantel (15mg/mL), praziquantel (5mg/mL) e ivermectina
(0,2mg/mL) frente aos helmintos Ancylostoma sp e Toxocara sp e ao protozoario
Giardia sp.
Observar o efeito da administragdo do produto composto por NTZ (10mg/mL)
associada com  Pirantel (5 mg/mL)+febantel  (15mg/mL)+praziquantel
(5mg/mL)+ivermectina (0,2mg/mL) em cé&es, acerca de avaliacdo dos parametros

bioquimicos renais e hepaticos.



22

3. Revisao bibliografica
3.1. Animais domésticos x parasitoses

Animais domeésticos como cdes e gatos sdo animais de estimagao populares
em muitos paises do mundo e viveram em estreita proximidade com os seres
humanos por milhares de anos (TRAVERSSA et al., 2008), hoje em dia mais da
metade das pessoas em todo o mundo tem pelo menos um animal de estimagao
vivendo com elas, sendo ,mais comum os cdes (JENKINS, 2020). Além disso, mais
da metade dos domicilios brasileiros, ou seja, cerca de 53% possuem, pelo menos,
um céo ou um gato como membro da familia, totalizando mais de 80 milhdes de pets
distribuidos pelo pais (MOSQUETE, 2020).

De fato, o bem-estar do ser humano & melhorado através do contato e
relacionamento com espécies de animais de estimacdo que conferem saude
fisiolodgica e ajuda psicoldgica, trazendo beneficios terapéuticos para pessoas com
algumas doengas fisicas e mentais (LAUN, 2003). O efeito da posse de animais de
estimacao na saude humana € bem conhecido e ha mérito significativo em preservar
a saude e bem-estar desses animais.

Nesse sentido, algumas infecgbes causadas por parasitos como nematddeos
(como Toxocara sp. e Ancylostoma spp.) e protozoarios (como Giardia sp.) estao se
espalhando em varias areas do mundo. Dessa maneira essas doengas afetam a
saude e bem estar dos animais e podem ser fatais (TRAVERSSA et al., 2008).

Durante muito tempo, os esforgos dos parasitologistas veterinarios tém sido
direcionados para infecgbes parasitarias distribuidas globalmente de animais de
estimacdo que tém impacto sobre o animal ou humano. Animais de companhia
ganharam um papel relevante como reservatérios e disseminadores de zoonoses
(Figura 1) que pode constituir um desafio adicional para a saude publica em
ambientes pobres de paises em desenvolvimento (IRWIN e JEFFERIES 2004).

Muitas vezes ha uma escassez de informagdes para essas infecgdes,

principalmente devido algumas limitagdes no diagndstico (TRAVERSSA et al., 2008),
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e também relacionada ao tratamento destes animais de companhia parasitados
tendo em vista os regimes longos de tratamento e resisténcia a medicamentos
(RYAN e ZAHEDI, 2019). Geralmente as falhas terapéuticas no mesmo estao
relacionadas a reinfecgdo, a baixa adesao que envolve alto custo, dificuldade na

administragdo, e um elevado numero de efeitos colaterais (ROMANO et al.,2023).
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Figura 1. Principais parasitoses dos animais de companhia. (FONTE: autor)

Desta maneira o parasitismo gastrointestinal por helmintos como Toxocara
sp., Ancylostoma spp, dentre outros e protozoarios como Giardia sp. oferecem riscos
a saude animal e humana devido as alteragdes clinicas e transmissdo de agentes

potencialmente zoondticos (de SOUZA et al., 2023).

3.2. Parasitos: Ancylostoma sp., Toxocara spp. e Giardia sp.

3.2.1. Ancylostoma sp.

Ancylostoma sp. € um parasito nematédeo que causa uma das infecgdes
intestinais em caninos (Figura 2) mais prevalentes gerando doenga subclinica em
cées adultos e causando varias implicagdes zoondéticas (SCHMIDT, et al., 2016). Os
ancilostomideos Ancylostoma caninum, Ancylostoma braziliense e Ancylostoma
ceylanicum estdo entre as helmintos caninos mais prevalentes. A infeccdo é
potencialmente fatal em caes jovens e subclinica em caes adultos (SCHMIDT, et al.,
2016).
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Figura 2. Ancylostoma sp..Demonstragao das estruturas parasitarias e o ciclo
do parasito. (FONTE: autor)

Tem potencial zoondtico (TRAUB et al.,, 2013), como A. braziliense, A.
caninum, e A. ceylanicum sao agentes etioldégicos da larva migrans cutanea humana,
enterite eosinofilica, anemia e diarreia (BOWMAN, et al., 2010). No Brasil, o género
Ancylostoma é o nematoide mais frequentemente detectado em cades adultos e A.
caninum esta disseminada por todo o pais, apresentando sérias implicacdes para a
saude publica devido ao seu potencial zoonético (DANTAS-TORRES e OTRANTO et
al., 2014).

Fezes de caes, eliminadas nas cidades contaminam o ambiente com ovos e
larvas de parasitas, contribuindo assim para a transmissdo zoonética. Nas regides
do sul do Brasil, Sdo Paulo e Curitiba, solos altos Ancylostoma sp. contaminagao foi
registrada (46,8% e 40,3%, respectivamente) (TRAVERSA et al., 2014).

Ancylostoma sp. infecta o hospedeiro principalmente através da pele
penetracdo ou pela ingestdo da terceira fase da larva que atinge diretamente o
intestino delgado (ANDERSON, 2000). Em caes, a infeccdo por Ancylostoma spp.
geralmente resulta em diarréia, perda de sangue e anemia. Caes recém-nascidos e
filhotes sdo de maior suscetibilidade e podem enfrentar ancilostomiase intestinal e
infeccoes severas (MCKENNA et al., 1975). Ao contrario de Toxocara sp., que se
associa significativamente com a idade do hospedeiro, o Ancylostoma sp. acomete
caes em qualquer idade, apesar da maior suscetibilidade. Depois de uma fase de
suscetibilidade primordial, que acompanha o desenvolvimento de uma resposta
imunoldgica eficiente ao parasitismo, cédes adultos e idosos podem tornam-se
cronicamente infectados e assintomaticos (SCHMIDT et al., 2016).

Quando os caes adultos sao infectados, algumas larvas invadem diferentes

tecidos do corpo, como como o trato gastrointestinal e os musculos esqueléticos e
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entram uma fase de desenvolvimento interrompida, resiliente a maioria dos agentes
quimioterapicos. Em cadelas podem ser reativados durante o estro e nas 2 a 3
semanas terminais de gestacao. Eles podem entdo ser passados através do leite
para a ninhada, pois em pelo menos uma semana apds o parto (MILLER et al.,
1965). Larvas de quarto estagio e vermes adultos escavam profunda e macigamente
na mucosa do intestino delgado. Os parasitas estdo ativos alimentados de sangue
quando presos, pelos dentes em suas globulares capsulas bucais, na mucosa
intestinal e, portanto, os sintomas podem ser graves e potencialmente fatais,
especialmente em filhotes em que a doenga super aguda e aguda e a perda de
sangue é potencialmente fatal (BOWMAN, et al., 2010) . A infec¢ao intestinal pode
ocorrer em cadelas adultas e devido a doengas associadas a idade imunidade o
parasita geralmente causa infecgdo subclinica nestes casos, com eliminagdo de
ovos nas fezes, mas sem sinais clinicos (MOHAMED et al., 2009). Além disso, o
Ancylostoma sp. pode causar infecgbes combinadas com outros parasitas intestinais
(FERREIRA et al., 2013), bem como com doencas sistémicas (BOWMAN, 2014).

3.2.2. Toxocara sp.

Toxocara sp. (Figura 3) sdo parasitos do género Ascaris contendo espécies
de importancia para a saude humana e animal, como Toxocara canis, Toxocara cati
e Toxocara vitulorum (RUBINSKY-ELEFANT et al., 2010). T. canis e T. cati estdo
entre os endoparasitas mais prevalentes em sua hospedeiros definitivos (cées e
gatos), com distribuicdo mundial (MAGNAVAL et al., 2001). Levantamentos
epidemioldgicos indicam que a prevaléncia de T. canis em caes variou de 5,5% a
64,7% (DAl et al., 2009), e a prevaléncia de T. cati em gatos variou de 4,7% a 55,2%
(KHALAFALLA, 2011).
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Figura 3. Toxocara sp.: Demonstracdo das estruturas parasitarias e o ciclo do
parasito. FONTE: Autor.

A prevaléncia generalizada de Toxocara sp. em caes e gatos levou a
contaminagdo de playgrounds, parques municipais e domicilios com ovos de
Toxocara (MATTIA et al., 2012). Significativamente, os seres humanos podem ser
infectados por T. canis e T. cati através da ingestdo acidental de ovos embrionados.
Apesar de estagios larvais sdo incapazes de se desenvolver em vermes adultos
maduros em humanos, as larvas infecciosas de Toxocara podem migrar para uma
variedade de tecidos, causando danos a qualquer tecido em que entrem, resultando
em varias manifestagdes clinicas, como larva migrans visceral, larva migrans ocular,
meningoencefalite eosinofilica, toxocariase oculta e neurotoxocariase (RUBINSKY-
ELEFANT et al., 2010).

Dados epidemiologicos recentes demonstram a prevaléncia generalizada de
infeccdo humana com Toxocara, que € provavelmente a helmintiase mais prevalente
em paises industrializados, representando um tipico problema de saude humana
negligenciado e subestimado (LEE et al., 2010). Considerando que este parasito é
endémico em varios paises, sendo presente também tantos nos paises
desenvolvidos como nos em desenvolvimento, e essa infecgao pode ser transmitida
para humanos, a mesma deve ser considerada uma ameaca a saude humana. Desta

maneira € necessario maiores investigagdes sobre esses parasitas para determinar
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a real importancia da infeccdo e o potencial impacto na saude publica (JENKINS,
2020).
3.2.3. Giardia sp.

Giardia intestinalis (G. lamblia, G. duodenalis) € um protozoario patégeno
entérico que infecta humanos, animais domésticos e animais selvagens em todo o
mundo, e é reconhecido como um dos principais contribuintes globais para doengas
diarreicas em humanos e outros mamiferos (ANKARKLEYV et al. 2010). Existem pelo
menos 7 conjuntos distintos (A-G) com base em analises genéticas
(TANGTRONGSUP et al., 2010). Em regides em desenvolvimento, a Giardia sp.
(Figura 4) faz parte do grupo de microorganismos infecciosos que interferem na vida
de uma comunidade capacidade de atingir seu potencial maximo e prejudica o

desenvolvimento e a melhoria socioecondmica (SAVIOLI et al., 2006).

Figura 4. Giardia sp. Demonstragao das estruturas parasitarias e o ciclo do

parasito. FONTE: autor.

Giardia sp. € um organismo eucariético unicelular, com um ciclo de vida
direto. Seus mecanismos de adaptacdo e sobrevivéncia permitem uma infecgao
bem-sucedida por trofozoitos em uma amplo espectro de hospedeiros (humanos e
animais), enquanto os cistos permitir a sobrevivéncia e a distribuicdo deste parasita
no ambiente (ANKARKLEYV et al. 2010). Existem 2 estagios de Giardia sp. em seu
ciclo de vida, o trofozoito e cisto. O trofozoito em forma de lagrima é a forma ativa e

movel encontrada no trato intestinal. Tem aproximadamente 15 m de comprimento e
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8 m de largura. O cisto de forma elipsoidal € o estagio ambientalmente resistente
principalmente responsavel pela transmissdo; tem aproximadamente 12 metros
comprimento e 7 m de largura. Trofozoitos podem ser encontrados nas fezes de
caes ou gatos com diarréia, mas raramente sobrevivem por um periodo significativo
periodo fora do hospedeiro. Em contraste, os cistos sdo muito resistentes e podem
sobreviver varios meses fora do hospedeiro em condicbées umidas e frias, mas sao
suscetiveis a dessecacdo em condigdes secas e quentes (TANGTRONGSUP et al.,
2010).

As infecgbes por Giardia sp. podem resultar em sintomas em alguns
individuos, mas a giardiase pode ser assintomatica em outros (EINARSSON et al.,
2016). Infecgdes intestinais agudas e crénicas em humanos assim como em animais
domeésticos sao frequentemente causadas por este parasito (CERTAD et al., 2017).
Embora esta infeccéo possa ter impactos profundos no o sistema gastrointestinal, as
consequéncias extraintestinais e de longo prazo das infecgées por Giardia em
humanos também foram caracterizadas (HALLIEZ e BURET, 2013).

Os sinais clinicos na infeccdo por Giardia sp. variam de desconforto
abdominal subclinico a dor abdominal intensa e célicas. Quando o ocorre diarréia, é
mole a aguado, frequentemente tem muco na superficie, pode ter um odor forte e
esteatorréia pode estar presente (BARR, 2006) A maioria dos caes e gatos
infectados s&o afebris. O a diarreia € geralmente autolimitada em animais
imunocompetentes. A ma absorg¢ao crénica ocorre em alguns animais e, portanto,
perda de peso pode ser detectada. Ao exame fisico, o intestino delgado pode estar
ligeiramente engrossado e o0 animal pode parecer imprudente. A gravidade da
doenca pode estar relacionada com a interacao de fatores hospedeiros e de cepa. A
presenca de doencas imunossupressoras ou coinfecgoes também pode potencializar
o desenvolvimento de sinais clinicos da doenga (VASILOPULOS et al., 2006).

Nos paises em desenvolvimento, onde os recursos de saude sao limitados,
cerca de 200 milhdes de pessoas tém sintomas de giardiase, com metade milhdes
de novos casos por ano (RIVERO et al.,, 2020). A Giardia sp. foi incluida na
“Iniciativa para Doengas Negligenciadas” da OMS em 2004 (SAVIOLI et al., 2006)
por suas significativas implicagdes socioeconbmicas e de saude publica. Seu
potencial zoondtico € constantemente atualizado na saude humana e veterinaria
(EINARSSON et al., 2016).
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3.3. Tratamento convencional para as parasitoses.

As evidéncias atuais sugerem que a pesquisa em parasitologia veterinaria
estd em declinio, apesar de sua importancia (COLES et al., 2001). O interesse pela
parasitologia veterinaria deve-se, pelo menos em parte, ao sucesso das principais
empresas na producao de uma gama de medicamentos antiparasitarios eficazes e
seguros. A pesquisa € necessaria devido aos efeitos dos parasitas no bem-estar
animal e aos custos econdmicos dos parasitas. No entanto, ha pouca informagao
sobre os custos reais dos parasitas animais. Outra razdo importante para a pesquisa
€ o0 desenvolvimento de resisténcia a drogas em protozoarios, helmintos de
importéancia veterinaria (COLES et al., 2001).

A abordagem das parasitoses intestinais, de uma maneira geral, consiste
além do emprego de antiparasitarios (Figura 5), em medidas de educacgao preventiva
e de saneamento basico. Em vista da dificuldade de diagndstico especifico das

parasitoses, muitas vezes sao realizados tratamentos empiricos com mais de uma
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droga. O tratamento das protozooses intestinais (giardiase e amebiase) tem sido
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feito com os derivados nitroimidazoélicos: metronidazol, tinidazol ou secnidazol
(GARDNER; HILL, 2001)

Figura 5. Medicamentos antiparasitarios.

As principais drogas usadas no tratamento dos nematddeos intestinais (como
ancilostomideos, e Toxocara spp. sado: mebendazol e albendazol. (GEERTS;
GRYSEELS, 2000). Esses medicamentos s&o derivados benzimidazolicos de amplo
espectro com pouca absor¢cdo. Tem atividade ovicida, porém ndo é larvicida
(mebendazol), em contrapartida o albendazol possui acdo vermicida, larvicida e
ovicida. Geralmente os mesmos tem poucos efeitos colaterais, tais como: dor
abdominal, nauseas, vomitos, diarréia, constipacdo (NEVES, 2005).

No tratamento da estrongiloidiase, o anti-parasitario mais eficaz é a
ivermectina. Sendo muito utilizada na medicina veterinaria. Os efeitos colaterais sdo
leves: diarréia, anorexia e prurido (NEVES, 2005). Ja na teniase, as drogas mais
recomendadas sao o praziquantel, pirantel e febantel, apresentando efeitos
colaterais leves como mal estar, anorexia, vomito, dor abdominal (NEVES, 2005).

Os anti-parasitarios sdo a terceira classe de medicamentos mais utilizada
pelos tutores de pets, ficando atras apenas dos antiinflamatérios e dos antibiéticos
no mundo. Entretanto, no estudo realizado por Buchini et al. (2020), essa classe de
medicamentos foi a mais comercializada sem prescricdio médica pelos
estabelecimentos veterinarios no Brasil (AMORIN et al., 2020).

O tratamento de animais parasitados pode ser desafiador por causa de
regimes longos e resisténcia a medicamentos (RYAN e ZAHEDI, 2019). Além disso,
falhas terapéuticas no mesmo estio relacionadas a reinfeccéo, a baixa adesédo que
envolve alto custo, dificuldade na administracdo, e um elevado numero de efeitos
colaterais (ROMANO et al.,2023). Porém, nos ultimos anos alguns produtos
antiparasitarios que estdo presentes no mercado possuem um efeito benéfico em
virtude da capacidade da manutencdo de niveis sanguineos, o que acabaria por
eliminar a dificuldade expressa pela necessidade de repetidas aplicagdes e risco de
desenvolvimento de resisténcia (ADAMS et al., 2016). Dentre estes pode-se citar a
NTZ (MORON-SOTO et al., 2017).

3.5. Nitazoxanida (NTZ)
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A NTZ é uma droga relativamente nova que foi aprovada pelo Food and Drug
Administration (FDA) em 2014 para o tratamento da giardiase em humanos, possui
estrutura de um derivado nitrotiazdlico (uma nitrotiazolil-salicilamida), cuja estrutura
quimica & a 2-acetoliloxi-N-5-nitro-2-tiazolilbenzamida (Figura 6) (DI SANTO et al.,
2014). A NTZ primeiramente apresento efeito cestocida para o tratamento em
humanos (ROSSIGNOL; MAISONNEUVE, 1984), j4 em 1994, foi descoberta a sua
atividade contra protozoarios (ROSSIGNOL et al., 2001).
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Figura 6. Molécula da nitazoxanida (NTZ)

Nos ultimos anos houveram muitos estudos avaliando a atividade da NTZ
contra um largo espectro de protozoarios e helmintos que infectam o trato
gastrointestinal do homem. Sendo eficaz contra Trichomonas spp., Entamoeba
histolytica, Clostridium difficile, Clostridium perfringens, Helicobacter pylori e
Campylobacter jejuni (DI SANTO et al., 2014).

O mecanismo de acao da NTZ se dé através da inibicdo de uma enzima
protéica, a piruvato ferrodoxina oxidoredutase (PFOR), importante para o
metabolismo energético destes parasitos. A NTZ interage diretamente com a PFOR,
independentemente da ferredoxina reduzida, nao induzindo mutagées no DNA. Este
mecanismo de acao especifico € importante na eficacia terapéutica da mesma,
ainda, apos a absorgéo, liga-se as proteinas plasmaticas, tendo uma meia-vida de 1
hora apds a ingestdo, sendo sua eliminagao fecal, urinaria e biliar (PIMENTEL et
al.,2011).

Efeitos adversos descritos no homem foram de natureza leve, incluem
nausea, vomito, dor abdominal e alteragdo da coloracido urinaria e espermatica —
esta ultima sem qualquer impacto clinico. Ainda, foi demonstrado que a NTZ tem
uma eficacia para eliminar Giardia quando comparado ao metronidazol, mas tem

menos efeitos adversos (MORON-SOTO et al., 2017). Para o melhor de nosso
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conhecimento, ndo ha muitos estudos sobre o efeito de NTZ contra infeccbes

clinicas de Giardia em animais de companhia.
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ABSTRACT

Nitazoxanide (NTZ), widely used in humans, has a beneficial effect on the control of
different parasites in animals. The present study aims to investigate the antiparasitic
potential and toxicity of NTZ in vitro isolated and in association with pyrantel, febantel,
praziquantel and ivermectin. In evaluating the in vitro efficacy of NTZ alone and in
combination against Ancylostoma sp. and Giardia sp. the modified filtering and egg
retrieval test was used. The cellular toxicity of NTZ alone and in combination against
CRIB and MDCK cells was evaluated by analysis of cell tapetal destruction, in addition to
hemotoxicity by analysis of hemolysis in canine, feline and equine blood. The
effectiveness of NTZ on Giardia sp. isolated was 92%, in association it reached
approximately 97%. Isolated NTZ was effective against eggs of Ancylostoma sp. in
values of 48%, and associations increased its action potential by up to 81%. The best
results were obtained with associations with pyrantel, febantel, and praziquantel, with
variations in NTZ concentrations, with 30, 25, and 15%. At concentrations above
Img/mL, nitazoxanide inflicted cellular damage above 58%, at a concentration of 10mg, it
presented hemolysis in dogs and cats. NTZ has shown great potential for effectiveness
against helminths and protozoa, low cellular toxicity, so its use for the treatment of
parasites in domestic animals is promising, however further studies are needed to evaluate
the potential of NTZ in animal models.

Keywords: Dogs; antiparasitic efficacy; vermifuge; cytotoxicity; hemotoxicity; in vivo
test.



RESUMO

A nitazoxanida (NTZ), amplamente usada em humanos possui um efeito benéfico frente a
ao controle de diferentes parasitos em animais. O presente estudo tem como objetivo
investigar o potencial antiparasitario e a toxicicidade da NTZ in vitro isolada e em
associacdo com pirantel, febantel praziquantel e ivermectina. Na avalia¢dao de eficacia in
vitro da NTZ isolada e em associagdo frente a Ancylostoma sp. e Giardia sp. foi utilizado
o teste modificado de filtragem e recuperagdo de ovos. Foi avaliada a toxicidade celular da
NTZ isolada e em associagdo contra células CRIB e MDCK pela andlise de destrui¢ao do
tapete celular, além da hemotoxicidade pela analise de hemolise em sangue, canino, felino
e equino. A eficacia da NTZ sobre Giardia sp. isolada foi 92%, em associacao alcangou
aproximadamente 97%. Isolada a NTZ foi eficaz contra ovos de Ancylostoma sp. em
valores de 48%, sendo que associa¢des aumentaram seu potencial de acdo em até 81%. Os
melhores resultados foram obtidos com as associacoes com pirantel, febantel, e
praziquantel, com variagdes das concentragdes de NTZ, com 30, 25 e 15%. Nas
concentragdes acima de Img/mL a NTZ infringiu dano celular acima de 58%, na
concentragdo de 10mg, apresentou hemolise em cdes e felinos. A NTZ demonstrou um
grande potencial de eficicia contra helmintos e protozodrios, baixa toxicidade celular,
sendo assim o uso da mesma para o tratamento das parasitoses em animais domésticos se
mostra promissor, no entanto faz-se necessario mais estudos para avaliagdo do potencial
da NTZ em modelos animais.

Palavras -chave: Caes; eficicia antiparasitaria; vermifugo; citotoxicidade;

hemotoxicidade; teste in vivo.



1.  INTRODUCAO

As parasitoses em animais de companhia sdo uma preocupagao crescente na medicina
veterinaria pelo seu potencial patogénico e pela atual expansdao em toda o mundo (1). Desta
maneira o parasitismo gastrointestinal por helmintos como Toxocara sp., Ancylostoma sp,
dentre outros e protozodrios como Giardia sp. oferecem riscos a satde animal ¢ humana
devido as alteracdes clinicas e transmissao de agentes potencialmente zoono6ticos (2).

A ocorréncia de parasitas gastrointestinais ¢ variavel e depende de muitos fatores,
como idade, condic¢des de vida, estado de satide do animal, técnicas de diagndstico utilizadas
e regido estudada (3). Essas doengas prejudicam o desenvolvimento do animal, e os sinais
clinicos manifestam-se como diarreia, vomitos, perda de peso, obstrucdo intestinal parcial ou
total, anemia, anorexia, ascite, que variam de acordo com a espécie € nimero de parasitas (4).
Especificamente os quadros de giardiase em animais de companhia tem crescido nos ultimos
anos (5), sobre a epidemiologia relacionadas a infec¢des por Giardia sp. em animais de
companhia, uma meta-andlise mundial incluindo 127 publicacdes cientificas e 4.309.451
animais revelou uma prevaléncia de 15,2% (6). Além disso, os animais domésticos foram
associados a transmissdo direta para humanos, particularmente em casos endémicos,
tornando-se um problema de saude publica (6).

Pelos aspectos acima, o tratamento de animais parasitados pode ser desafiador por
causa de regimes longos e resisténcia a medicamentos (7). Além disso, falhas terapéuticas no
mesmo estdo relacionadas a reinfecgdo, a baixa adesdao que envolve alto custo, dificuldade
na administragdo, ¢ um elevado nimero de efeitos colaterais (8). Porém, nos ultimos anos
alguns produtos antiparasitarios que estdo presentes no mercado possuem um efeito benéfico
em virtude da capacidade da manutengao de niveis sanguineos, o que acabaria por eliminar a
dificuldade expressa pela necessidade de repetidas aplicagdes e risco de desenvolvimento de
resisténcia (9). Dentre estes pode-se citar a nitazoxanida (NTZ) (10).

A NTZ ¢é uma benzamida sintética amplamente utilizada no tratamento da giardiase
humana, inclusive em criancas. A atividade antiprotozoaria da NTZ envolve o
comprometimento do metabolismo energético em patégenos anaerdbicos pela inibicdo do
piruvato: ferredoxina/flavodoxina oxidoredutase (PFOR) (10). J& frente a helmintos, a NTZ
inibe a polimerizagdo da tubulina que por conseguinte, atravanca a capacidade de replicacdo e
motilidade do DNA de nematodeos. Isso causa a imobilizacdo dos parasitos por acdes

destrutivas das células do intestino e tegumentares dos mesmos (11).



A NTZ ¢ uma droga relativamente nova que foi aprovada pelo Food and Drug
Administration (FDA) em 2014 para o tratamento da giardiase em humanos. Sendo também
eficaz contra Trichomonas spp., Entamoeba histolytica, Clostridium difficile, Clostridium
perfringens, Helicobacter pylori e Campylobacter jejuni (12). Nesse sentido, ndo ha estudos
sobre o efeito da NTZ isolada e em associagdo com pirantel, febantel praziquantel e
ivermectina frente a capacidade de controle de parasitos gastrointestinais de cdes e gatos
como protozodrios, nematddeos e cestddeos. Desta forma, o presente estudo teve como
objetivo investigar o potencial e adaptacdo da molécula NTZ “in vitro” isolada e em
associagdo com pirantel, febantel praziquantel e ivermectina como antiparasitario,
protozoaricida, nematodicida, além avaliar a sua toxicidade “in vitro” como estudo inicial
para que no futuro a mesma possa ser uma possibilidade para o tratamento de parasitoses de

animais de companhia.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Avaliacao in vitro da eficacia antiparasitaria sobre Ancylostoma sp., Toxocara sp. e
cistos de Giardia sp.

Para avaliacdo da eficacia “in vitro” foi utilizado o teste modificado de filtragem e
recuperagdao de ovos segundo (13). Para a técnica, foram utilizadas amostras coprologicas
infestadas das quais obteve-se aliquotas filtradas e purificadas de 30 a 50 ooscistos de
Giardia sp, 100 ovos de Ancylostoma sp. e 300 ovos de Toxocara sp/uL, quantificadas
através da técnica de Mini Flotac®. O teste foi realizado com a molécula NTZ em diversas
concentragdes variando de 30 mg/Kg a 150 mg/ kg (Tabela 1) isolada ou em associagdes com
ivermectina (0,2, pirantel e febantel e praziquantel. Como controle positivo foi utilizado um
antihelmintico reconhecido por sua eficicia e de largo uso no mercado veterinario composto
por pirantel, febantel, praziquantel e ivermectina. Apos 24h e 48h foi realizada a contagem
ovos, oocistos e larvas de primeiro estagio (L1) para obtengao da estimativa de eclodibilidade
dos ovos bem como de eficicia dos produtos testados. Para obtencdo da porcentagem de
eficicia realizou-se o calculo a seguirr PERCENTUAL DE EFICACIA(%):
(L1/(ovos+L1))X100.

2.2. Avaliacao da toxicidade



Foram utilizadas células renais da linhagem MDRC e linhagem CRIB, (a qual ¢ uma
mutacdo da célula MDRC. A variacdo das linhagens do projeto inicial deu-se em razao da
especificidade das células. As células foram incubadas em placas de 96 pocos, em estufa a 37
°C e 5% CO2 por 24h. Ao fim deste periodo, os meios foram aspirados e adicionados as
concentragdes seriadas de NTZ de 100 mg/ml, 10mg/ml, 1mg/mL, 0,1 mg/ml. Apds, as placas
foram acondicionadas novamente em estufa a 37 °C e 5% CO2 por 24 h. Ao término das 24
horas, os tratamentos de cada pogo foram aspirados e 100 uL de solu¢do de brometo de [3-
(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] (MMT) foram adicionados individualmente por
poco com posterior incubacdo de 4 horas. Foi entdo realizada a andlise de absorbancia das
células em espectofotdmetro de placas. Foi procedida a leitura e a viabilidade celular
calculada pela férmula: média da absorbancia dos tratados/ média dos controles x100. A
analise dos resultados foi realizada pela porcentagem obtida, tendo como média de

comparac¢do dos resultados obtidos com o controle em contrapartida aos tratamentos.

2.3. Avaliacido da hemotoxicidade

Foi realizado o teste de hemolise como um dos pardmetros pré-clinicos. Para
realizacdo do teste de hemolise, foram coletadas amostras individuais de sangue venoso
das espécies alvo, cdes e gatos e também de cavalo utilizando tubos com anticoagulante
E.D.T.A respeitando o volume maximo de 4 mL do tubo. Para obten¢do de uma maior
quantidade de amostras, o sangue foi avaliado quanto as suas condigdes e auséncia de
agregacdo plaquetaria, sendo entdo realizado uma homogeinizacdo das amostras. O
sangue foi centrifugado a 2500 rpm por 10 minutos para o preparo do concentrado de
hemaécias. Posteriormente a retirada do plasma, o concentrado de hemaécias foi diluido em
uma solucdo a 4 % (4% de concentrado de hemacias e 96 % de solucdo tampao fosfato
salino com pH de 7,2). (1 mL do infranadante em 99 mL de tampao fosfato com pH 7,2).
Desta solucao foram utilizados 450 pL em tubos de 5 mL e mais 50 pL dos produtos a
base de NTZ, pirantel, febantel, praziquantel e ivermectina, (concentracdo de 1 mg/mL),
Triton X-100 (controle negativo) e uma solugdo detergente como controle positivo. Foram
utilizadas trés concentrac¢des dos produtos testes, 35% (0,35/1), 100% (1/1) e 200% (2/1),
sendo todos os testes realizados em triplicata.

Os tubos foram incubados a 37°C por 30 minutos e centrifugados a 3000 rpm por 10
minutos. A leitura do sobrenadante foi realizada em leitor de microplacas (Thermo plate/

TP-READER) a 650 nm, no qual foi avaliado a dispersdao de hemacias no sobrenadante



por absorbancia sendo considerado absorbancia 0 um valor sem presenga de hemolise e

qualquer valor acima de 0 presenca de hemolise. O célculo de avaliacio de hemolise

levou em conta os valores maximos de hemolise apresentados, ou seja, os dados do
b b

controle positivo em detrimento aos valores apresentados com o uso dos compostos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Testes in vitro de eficacia da NTZ isolada e em associaciao

Os resultados de eficacia de compostos antiparasitarios sob a eclodibilidade dos
ovos a partir da contagem de todas as estruturas (ovos, oocistos e larvas de primeiro
estagio — L1) do parasito Ancylostoma sp. in vitro, demonstraram uma alta eficicia de
controle antiparasitario dos compostos utilizados. Pode-se notar a eficadcia do composto e
adaptacdo do mesmo quanto a variacdo de concentragdes testadas no controle do parasita
Ancylostoma sp (Tabela 1), visto que a partir dos testes realizados com concentragdes
maiores e utilizacdo de associacdes, conseguiu-se potencializar o uso da mesma tanto

isolada com utilizada em associacao ( Tabela 2).

Tabela 1: Eficacia antiparasitaria da NTZ isolada e associada com ivermectina, febantel,
pirantel e praziquantel na redugdo da viabilidade dos ovos do parasito Ancylostoma in vitro.

Antiparasitarios (mg/kg) Reducio de ovos (%)
Controle negativo 12
NTZ (100) 89
NTZ+ivermectina (100; 0,2) 92
NTZ+febantel (100; 25) 90
NTZ+febantel (72; 25) 90
NTZ+pirantel (100, 5) 86
NTZ+pirantel+febantel (100; 5; 15) 95
NTZ+pirantel+febantel (75; 5; 15) 90
NTZ+pirantel+febantel+praziquantel (75; 5; 15; 5) 95
NTZ+pirantel+febantel+praziquantel (37,5; 5; 15; 5) 94
NTZ+pirantel+febantel+praziquantel (25; 5; 15; 5) 89

Os dados encontrados (Tabela 1), revelaram que a NTZ isolada foi eficaz contra ovos
de Ancylostoma sp. em valores de até 95%. Por possuir amplo espectro e gracas a tecnologia
empregada na sua estruturacdo, possui baixa capacidade de desenvolvimento de resisténcia

em parasitos um fator que corrobora com sua utilizacdo em animais (14, 15), sendo que contra



helmintos, a NTZ inibe a polimerizacdo da tubulina que por conseguinte, interrompe a
replicagcdo e motilidade do DNA de nematddeos, causando a imobilizagdo dos parasitos (16).
Algumas associagdes, como o caso da ivermectina na concentragdo de 0,2 mg/mL,
potencializaram em até 3% o seu nivel de acdo, sendo que as associacdes da NTZ,
aumentaram seu potencial de a¢do consideravelmente, variando em até 6% a sua capacidade
de reducdo de ovos de Ancylostoma sp sendo que acerca do parasito Toxocara sp, pode-se
notar a agdo do composto em até 100% de eficacia. Em virtude de sua capacidade de
mantenca de niveis no organismo, traz um enorme beneficio pela diminui¢do da
obrigatoriedade de repeticdo de aplicagdo do produto tal como ¢ realizado com outros
compostos (17). Este fator ¢ de extrema importancia quando se realiza tratamento para
giardiase a qual tem alta prevaléncia em caes e gatos domésticos. A extensa a¢ao apresentada
pela NTZ no uso frente a Ancylostoma, também foi notada em replicagdo do seu teste como
protozoaricida, visto que na tabela 2 estd demonstrada a eficacia de a¢do do produto sobre

cistos de Giardia sp, seja isolada ou associada a outros antiparasitarios.

Tabela 2- Demonstragdo dos dados de eficacia da nitazoxanida (NTZ) isolada e em

associacao com pirantel, febantel, praziquantel e pirantel.

Indice de reducao
de ovos e cistos

Antiparasitarios (%)

(mg/mL) Ancylostoma  Toxocara Giardia
sp sp Sp
NTZ (10) 77 83 92
pirantel+febantel+praziquantel+ivermectina
(10 ;5;15;5; 0,2) 89 2 81
NTZ+pirantel+febantel+praziquantel+ivermectina (10 ;5;15;5; 100 100 100
0’2)

Os resultados expostos de eficacia da NTZ sobre Giardia sp., demonstram o grande
potencial de resposta ao parasito, visto que a média de eficacia do produto isolado foi 92% ja
em associacdo a média de eficdcia alcangou aproximadamente 97% (Tabela 2), ou seja,
corroborando com autores que encontraram determinaram eficacia in vitro da NTZ (18, 19).

Antiparasitarios a base de NTZ para uso veterinario ndo estdo disponiveis no mercado
brasileiro, embora ja sejam utilizados para humanos (18). Estes dados demonstram a
importancia da utilizacdo da NTZ em associagdo com outros antiparasitarios € seu potencial

simbiodtico com drogas ja existentes no mercado. Poder realizar testes de eficdcia e toxicidade



para incorporar este ao leque de produtos disponiveis para o mercado pet brasileiro ¢ de

extrema importancia por todos os beneficios que a mesma permeia.

3.2. Avaliacdo da toxicidade da molécula NTZ in vitro: citotoxicidade sobre
linhagem celular Mardin-Darby de rim canino (MDRC) e CRIB.

Os dados apresentados (Tabela 3) indicam que a molécula NTZ, testada nas
concentragdes de 100mg/mL, 10mg/mL e 0,1 mg/mL apresentaram maiores graus de
toxicidade renal quando em comparagdo aos controles celulares. O antiparasitario apresentou
diminui¢do da capacidade de destrui¢do do tapete celular quando da diminuicdo da dose em
comparacao a concentragdo inicial de 100 mg/mL.

E importante pontuar que a NTZ, pos ingestdo ¢ metabolizada e hidrolisada em alguns
metabolitos ativos como a tizoxanida e a tizoxanida glucoronida, as quais via urina sdo
excretadas pelo rim e que em doses altas comprometem o funcionamento do mesmo em
virtude de permanecerem ainda 99% ligadas ao plasma (20). Levando em conta esse dado, ¢
de notavel expressao que o composto que entrard em contato com as células renais sao os
metabolitos da NTZ e ndo ela diretamente o que pode ter alterado a capacidade de mantenca
de sua seguridade frente a esse teste. Em protocolos utilizando uma dosagem de 7,5 mg/kg de
NTZ durante 3 dias consecutivos em caes, ndo foram demonstradas alteragdes a nivel sérico
nos parametros de uréia e creatinina (21), sendo que o resultado demonstrado neste trabalho, ¢
relativo as dosagens exacerbadas do produto (Tabela 3).

Por mais que a molécula NTZ tenha eficacia e seguridade comprovada no controle de
protozodrios e parasitos, em concentracoes maiores, sua utilizacdo demonstrou alta toxicidade
celular tanto sobre células renais da linhagem CRIB (Figura 1) quanto sobre células renais

linhagem MDCK diferindo muito do controle (Figura 2).



Tabela 3. Viabilidade de células Mardin-Darby de rim canino (MDCK) e de células (CRIB)
submetidas ao tratamento com diferentes diluicdes de NTZ (NTZ)

Antiparasitarios (mg/mL)

Redugdo da Viabilidade Celular (%)

Células CRIB
Controle de células -
NTZ (100) 97
NTZ (10) 94
NTZ (1) 59
NTZ (0,1) 59
NTZ (0,01) 25
NTZ (0,001) 13
NTZ (0,0001) 7
NTZ (0,00001)3 7
NTZ (0,000001) 0

Figura 1. Placa corada com MTT em teste de toxicidade da molécula NTZ nas véarias

concentragdes demonstrando alta viabilidade celular nos pogos de colora¢do roxa e morte

celular nos pogos de coloragdo amarelada. Nas células renais linhagem CRIB (esquerda) e

sobre células renais linhagem MDCK (Direita).



Figura 2. Célula MDCK submetida a concentracdo de 100 mg/mL de NTZ (Esquerda)
com intensa degradagdo tecidual do tapete celular e ontrole celular (Direita) demonstrando

tapete celular integro.

3.2.  Avaliagdo da hemotoxicidade da molécula NTZ isolada ¢ associada.

Os valores expressos atraveés da absorbancia, sdo expressos pela quantidade de luz que
consegue atravessar a amostra. Sendo assim, na tabela 6, podemos notar que nas
concentragdes de 200%, nenhuma amostra sanguinea testada de caes e gatos além do controle
negativo conseguiu apresentar valores menores que 1, 1 de absorbancia, demonstrando
potencial quantidade de hemolise enquanto em equinos, demonstrou-se valores menores de
0,2 de absorbancia. Na concentragdo de 100% o produto composto por NTZ, pirantel,
praziquantel, febantel e ivermectina, em cées teve um grande valor de absorbancia encontrado
sendo ainda maior em gatos. J4 em equinos a realidade encontrada ¢ outra, pois os valores de
absorbancia ndo alcangam 0,5% demonstrando que a espécie equina foi a menos afetada com

a a¢do hemolitica do produto.



Tabela 4. Valores médios de absorbancia de concentrado de hemacias de cies, felinos

e equinos submetidos a teste de hemolise com NTZ (NTZ), pirantel, praziquantel, febantel e

ivermectina 10; 5; 15; 5; 0,2 mg/mL respectivamente), controle negativo e controle positivo,

todos nas concentrag¢des de 200%, 100% e 35%.

Produtos/ Caninos Felinos Equinos
Espécies testadas Concentragoes
200% | 100% | 35% | 200% | 100% | 35% | 200% | 100% | 35%
NTZ,pirantel,praziquantel | 1,447 1,65 0,2 1,9 1,78 1,03 0,136 0,345 0,1
febantel+ivermectina
NTZ,pirantel, praziquantel, 1,204 0,8 02 1,79 1,69 1,55 0,119 0,121 0,8
Febantel
NTZ 1,5 0,9 0,22 1,74 09 087 0,152 0,209 0,02
NTZ+piran+prazig+febantel 1,1 1,17 0,62 166 1,45 1 0,124 0,109 0,06
Controle negativo 0,05 0,044 0,02 0,066 0,059 0,04 0,02 0,001 0,00
5 1
Controle positivo 1,61 1,69 1,81 2,06 1,98 1,7 1,13 0,9 0,13
5

Sobre os valores de porcentagens de hemolise o composto contendo NTZ, na

concentragdo de 35% o composto contendo NTZ, pirantel, praziquantel, febantel e

ivermectina, alcangou um valor de 61% de hemolise em felinos, ja em caes somente 11% e

nos equinos 74%, conforme demonstrado na Figura 3. Pode-se observar na Figura 4 que os

valores de hemolise entre espécies foi bem variado, visto que a NTZ isolada teve valor similar

ent
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Figura 3. Efeito hemolitico sob hemadcias de caes, felinos e equinos dos compostos a
base de nitazoxanida (Nita. ou Nit), pirantel (pir. ou piran.), praziquantel (praziq. ou praz.),
febantel (feb.) e ivermectina (iverm.) (10; 5; 15, 5; 02 mg/mL respectivamente), controle

negativo (ctrl -) na concentragdo de 35%.

Aumentando o percentual das concentragdes houve uma inversdo de valores, pois o
potencial de hemolise em equinos nao foi maior que 38% enquanto em caes alcangou 98% e
gatos alcancou até 90%. Na dosagem terapéutica, as espécies felina e canina alcancaram
valores de hemolise maiores ou iguais a 90% em algumas concentracdes e com uso da NTZ
isolada. Vale salientar que quando o composto contendo NTZ, pirantel, praziquantel e
febantel ¢ comparado a um composto comercial contendo Pirantel, praziquantel, febantel e
ivermectina, ndo observamos grande diferenca de potencial de hemodlise, sendo a maior

observada na espécie equina com uma diferenga de 26% (Figura 4).




Figura 4. Efeito hemolitico sob hemadcias de caes, felinos e equinos dos compostos a
base de nitazoxanida (Nita. ou Nit), pirantel (pir. ou piran.), praziquantel (praziq. ou praz.),
febantel (feb.) e ivermectina (iverm.) (10; 5; 15, 5; 02 mg/mL respectivamente), controle
negativo na concentragao de 100%.

A concentracdo, mas alta testada, sendo a dose terapéutica testada em dobro. Nesse
grafico, pode ser notada que na espécie equina e canina houve valores de hemolise menor que
80%, sendo que na espécie felina, os valores ultrapassaram os 90% de hemolise. Esse fato,
acaba sendo um limitante frente ao uso da molécula isolada ou associada tanto em caes
quanto em gatos, porém, na espécie felina em virtude de uma diminuida capacidade
metabolica quando em comparagdo com caes, acentua-se o risco de potenciais intoxicagdes €

anemias (Figura 5).
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Figura 5. Efeito hemolitico sob hemadcias de caes, felinos e equinos dos compostos a
base de nitazoxanida (Nita. ou Nit), pirantel (pir. ou piran.), praziquantel (praziq. ou praz.),
febantel (feb.) e ivermectina (iverm.) (10; 5; 15, 5; 02 mg/mL respectivamente), controle

negativo na concentracao de 200%.

A NTZ por ser uma molécula de baixa solubilidade e alta permeabilidade, ¢
metabolizada a nivel hepatico e degradada a nivel sérico em alguns conjugados como
glucoronideos e sulfonicos, porém sua maior eficacia ¢ tida pelo seu metabolito ativo a
tizoxanida, que se mantém ligada em 99% a proteinas plasmaticas, sendo ela a responsavel
pela eficacia antiparasitaria (22). Visto isso, tal qual a nivel renal, a NTZ ndo degradada,
apresentou graus exacerbados de toxicidade a nivel sanguineo os quais sdo explicados pela
falta de dissociacdo de sua molécula em compostos com peso molecular menor € menos

reativos.

4. CONCLUSOES

Nos testes in vitro realizados, a NTZ demonstrou um grande potencial de eficacia
contra helmintos e protozoarios. Sua inclinagdo como agente simbidtico com outros
antiparasitarios ¢ extremamente notavel, a ponto de ser considerado como um excelente
parasiticida principal. Desta forma, como a NTZ apresentou elevada eficicia de resposta aos
parasitos avaliados nos testes in vitro tanto isolada como em associagdo, e alguma toxicidade
celular, sendo assim o uso da mesma se mostra promissor.

Em suma, a molécula de NTZ vem apresentando bons resultados de eficicia que
devem ser explorados e abrangidos, bem como um estudo mais aprofundado referente a
toxicidade da mesma. Sendo assim, faz-se necessdrio mais estudos para avaliacdo do
potencial da NTZ em modelos animais, para que a mesma possa vir a ser uma alternativa no

tratamento de parasitoses em animais de companbhia.
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Abstract

Nitazoxanide (NTZ) is an antiparasitic with high potential for use and which has been
demonstrating excellent isolated or associated efficacy against parasites and protozoa of dogs
in in vitro tests. The objective of the study was to evaluate the efficacy and acute and chronic
toxicity of NTZ alone and in association with commercial antiparasitic agents in a murine
model. sp, and after confirmation of contamination they were treated with nitazoxanide,
pyrantel, febantel, praziquantel and ivermectin. Toxicity was tested by treating the animals
with the product at a therapeutic dose, under dose and over dose. The data expressed by the
use of isolated NTZ in the control of Giardia sp, were very expressive, since they reached the
level of 99%, followed by 98% for Toxocara sp and 86% against Ancylostoma sp. The
toxicity tests, on the other hand, showed that only two animals in the over-dose group had
altered liver enzyme values, suggesting that the product at the tested concentrations projects
safety since it did not show toxicity. Due to exposure to NTZ associated with the antiparasitic
drugs ivermectin, febantel, praziquantel and pyrantel, it is an effective compound in the
control of Giardia sp., Ancylostoma sp and Toxocara sp. to become an alternative for the
treatment of parasites, and may become one of the existing commercial antiparasitic products
in the veterinary market.

Keywords: Antiparasitic, murine, nitazoxanide, parasites.



Resumo

A nitazoxanida (NTZ) ¢ um antiparasitdrio com alto potencial de uso e que vem
demonstrando 6tima eficacia isolada ou associada contra parasitos e protozoarios de cies em
testes in vitro. O objetivo do estudo foi avaliar a eficdcia e a toxicidade aguda e cronica da
NTZ isolada e em associagdo com antiparasitarios de uso comercial em modelo murino. Para
avaliacdo da efic4cia, os animais foram tratados com indculos parasitarios de Ancylostoma
sp., Toxocara sp e Giardia sp, e pos confirmacdo da contaminagdo os mesmos foram tratados
com NTZ, pirantel, febantel praziquantel e ivermectina. A toxicidade foi testada a partir do
tratamento dos animais com o produto em dose terapéutica, subdose e sobredose. Os dados
expressos pelo uso da NTZ isolada no controle da Giardia sp, foram muito expressivos, visto
que alcancaram o patamar de 99%, seguidos de 98% para Toxocara sp e 86% contra
Ancylostoma sp. Ja os testes de toxicidade demonstraram que apenas 3% dos animais do
grupo sobredose apresentaram valores de enzimas hepaticas alterados sugerindo que produto
nas concentracdes testadas demonstra seguranga Vvisto que o mesmo ndo apresentou
toxicidade na dose terapéutica. Em virtude do exposto a NTZ associada aos antiparasitarios
ivermectina, febantel, praziquantel e pirantel, ¢ um composto eficaz no controle de Giardia
sp., Ancylostoma spp e Toxocara spp., bem como projeta uma seguranga na sua utilizagdo ndo
apresentando toxicidade na dose terapé€utica, sendo passivel assim de tonar-se uma alternativa
para o tratamento de parasitoses, podendo vir a se tornar um dos produtos comercias
antiparasitarios existentes no mercado veterinario.

Palavras-chaves: Antiparasitario, murino, nitazoxanida, parasitoses.



1. Introduciao

A nitazoxanida (NTZ) ¢ um antiparasitario sintético com uma composi¢ao
molecular, que lhe confere uma importante e ampla a¢ao frente a agentes microbianos
e a helmintos e devido a tecnologia empregada na sua estruturagdo, possui baixa
capacidade de desenvolvimento de resisténcia pelos parasitos (Fox and Saravolatz
2005). Possui sua agdo baseada no ataque do sistema energético dos parasitos,
incidindo na capacidade de bloqueio da enzima piruvato ferrodoxina oxidoredutase
(PFOR) sendo ainda importante a capacidade de ndo causar mutacdes no DNA do
hospedeiro (Shakya, Bhat et al. 2018).

Possui uso expressivo nos Estados Unidos da América e no Brasil para
tratamento de giardiases, criptosporidiases e amebiases em humanos (Guerreiro, Sodré
et al. 2018), porém, sem aprovagdo pelos 6rgaos competentes no Brasil para uso
animal (Pimentel, de Almeida et al. 2011, Romano and Lallo 2023). As parasitoses
causadas por protozoarios e helmintos como Giardia sp, Toxocara sp. € Ancylostoma
sp possuem grande apelo junto ao contexto da satide publica visto que muitas sdo
zoonoses de larga ascensdo, alto potencial infeccioso, capacidade de mantenga no
ambiente e alta prevaléncia registrada em todo o territorio nacional(Chagas, Motta et
al. 2019, Ferraz, Evaristo et al. 2019, Mello, Nizoli et al. 2020).

O emprego da molécula de NTZ no tratamento antiparasitario de animais ¢ de
suma importancia para a saude publica, uma vez que os mesmos possuem um papel
muito importante dentro do ambito familiar (Krug, Schmitt et al. 2021). Poder inserir
no mercado de produtos antiparasitarios veterinarios um medicamento com baixa
capacidade de desenvolvimento de resisténcia, sobre o qual seja comprovada a
seguranca e praticidade do seu uso com um alto grau tecnoldgico nos seus testes e
validagoes (Estrela, Vargas et al. 2023) ¢ de suma importancia no ambito da saude
Unica, compostos pelo individuo, os animais € 0 meio ambiente.

Os testes de comprovagdo de eficacia antiparasitdria e de analise de toxicidade
in vivo, surgem como a etapa de comprovacao da seguridade do produto, visto que ¢
uma etapa que precede testes in vitro € ex vivo que embasam as analises a serem
realizadas em modelo murino (Antiorio, Massironi et al. 2019).

Além disso, cabe a consideragdo de que mesmo que existam no mercado

brasileiro antiparasitarios similares e com eficacia inicialmente comprovada, os



mesmos se restringem a principios ativos ja conhecidos, com espectros de agdo
especificos/limitados e com necessidade de doses repetidas. Portanto, considerando o
ineditismo do antiparasitario veterindrio contendo NTZ, este estudo visa apresentar os
efeitos da eficacia antiparasitaria e toxicidade da NTZ isolada e em associagdo com

outros antiparasitarios em modelo murino.

2. Metodologia
2.1. Analise de eficacia frente aos parasitos Toxocara sp, Ancylostoma sp. e
Giardia sp.

2.1.1. Animais estudados

Para avaliacdo de eficacia antiparasitaria sobre o parasito Toxocara sp., foram
utilizados 32 camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss (25 a 35g de peso).
Para avaliacdo da eficacia frente a Giardia sp 32 camundongos (Mus musculus) da
linhagem Swiss (25 a 35g de peso) e para avaliar a eficacia frente a Ancylostoma sp
foram utilizados 32 hamsters Golden syrian (100 a 150g de peso) (Nimero CEEUA
140/2021) o dia “0” do protocolo experimental todos os animais foram pesados e
submetidos a coleta sanguinea e¢ 24h apds, foram infectados pelos indculos
parasitarios através de gavagem intragastrica.  Para avaliacdo da eficacia
antiparasitaria, foram estabelecidos 4 grupos experimentais por parasito estudado,
Toxocara sp, Giardia sp e Ancylostoma sp (Tabela 1). Os animais foram novamente
pesados para o céalculo e administragdo dos tratamentos propostos 15 ap6s a infec¢ao
com Toxocara sp e Giardia sp e 21 dias para os infectados com Ancylostoma sp. No
final do experimento os animais foram sedados com isoflurano para coleta de
amostras sanguineas intracardiacas e na sequéncia realizada a eutandsia e
posteriormente ao 6obito foi realizada necropsia com intuito de coleta amostras

teciduais, para estudo histopatologico e pesquisa de presenga de parasitas.



Tabela 1. Demonstragao dos tratamentos utilizados para avaliagdo da eficacia em modelo

murino contra Toxocara sp, Giardia sp e Ancylostoma sp.

Parasitas Avaliagao da eficacia in vivo em modelo murino
Animais N
Tratamentos
G1- composto contendo NTZ (10mg/kg) + Pirantel (5 Camundongos
mg/kg)+febantel(15mg/kg)+ 8
praziquantel (5mg/kg)+ivermectina (0,2mg/kg)
G2- NTZ (10mg/kg) Camundongos
Toxocara sp 8
G3-Pirantel (5mg/kg) + febantel (15mg/kg) + Camundongos
praziquantel (5mg/kg) + ivermectina (0,2mg/kg) — 8
Controle positivo
G4- Oleo de canola- Controle negativo Camundongos
8
G1- composto contendo NTZ (10mg/kg) + Pirantel (5 Camundongos
mg/kg)+febantel(15mg/kg)+praziquantel 8
(5mg/kg)+ivermectina (0,2mg/kg)
G2- NTZ (10mg/kg) Camundongos
Giardia sp 8
G3-Pirantel (5mg/kg) + febantel (15mg/kg) + Camundongos
praziquantel (5mg/kg) + ivermectina (0,2mg/kg) — 8
Controle positivo
G4- Oleo de canola- Controle negativo Camundongos
8
G1- composto contendo NTZ (10mg/kg) + Pirantel (5 Hamsters
mg/kg)+febantel(15mg/kg)+praziquantel 8
(5mg/kg)+ivermectina (0,2mg/kg)
Ancylostoma G2- NTZ (10mg/kg) Hamssters
>P G3-Pirantel (5mg/kg) + febantel (15mg/kg) + Hamsters 8
praziquantel (5mg/kg) + ivermectina (0,2mg/kg) —
Controle positivo
G4- Oleo de canola- Controle negativo Hamsters 8

2.1.2. Preparacio do indoculo parasitario



Um pool de amostras coprologicas oriundas de cades, previamente analisados pela
técnica de mini-flotac quanto a contaminacao parasitaria por Ancylostoma sp, Toxocara sp
e Giardia sp, foram preparados individualmente. Foi entdo realizada a contagem dos
parasitos através da Técnica de mini-flotac, posteriormente a amostra foi submetida a
filtragem, concentracdo e purificacdo tendo por fim indculos parasitarios contendo, 300
ovos de Toxocara sp, uma aliquota de 30 a 50 cistos de Giardia sp e uma aliquota

contendo 100 ovosde Ancylostoma spp.

2.1.3 Preparaciao do composto experimental.

Foram preparados 4 compostos antiparasitarios, correspondendo aos grupos de
tratamento (Tabela 1), sendo NTZ associada a outros antiparasitario (G1), NTZ
isolada (GG2), antiparasitarios convencionais (G3) como controle positivo e 6leo de
canola (G4) como controle negativo.

Os compostos foram preparados em capela de fluxo continuo, temperatura
ambiente, primeiramente os principios ativos foram pesados em balanca de precisao,
utilizando as concentragdes, previamente estudadas pelo nosso grupo de pesquisa, de
NTZ isolada e em associagdo com outros antiparasitarios (NTZ10mg/kg, febantel
Smg/kg, pirantel 15 mg/kg, praziquantel 5 mg/kg e ivermectina 0,2mg/kg). As
concentragdes utilizadas no composto para administracdo no grupo controle positivo
foram determinadas por febantel Smg/kg, pirantel 15 mg/kg, praziquantel 5 mg/kg e
ivermectina 0,2mg/kg e do controle negativo foi o diluente dos demais compostos
(6leo de canola), no mesmo volume por dose. Apds a pesagem individual dos
principios ativos foi realizada a mesclagem e homogeinizacao. e diluidos em 6leo de
canola através de uma espatula plastica e um bastdo de vidro. Todos os animais

receberam uma tnica dose de 100 ul/10g de peso dos respectivos tratamentos.

2.1.4. Analises coprologicas

As analises coproldgicas foram realizadas pelas técnicas (mini-flotac e faust) para
avaliar a eliminacgdo de estruturas parasitarias (ovos, cistos, trofozoitos e larvas). A
técnica de mini-flotac faz uso de solucdo hipersaturada para flutuacao das estruturas
parasitarias e identificacdo e contagem através de um disco de leitura. J4 a técnica de
Faust, utiliza solu¢do hipersaturada, porém necessita de centrifugacao e filtragem para
leitura dos cistos de Giardia sp. Para comprovar a infestagdo, as andlises iniciaram 7

dias ap0s a inoculagdo e foram realizadas a cada 3 dias, até o dia 15 para andlise de



Toxocara spp e Giardia sp (camundongos) e dia 21 para Ancylostoma sp (hamsters),
respeitando o periodo pré patente de cada espécie de parasito, Apos o inicio do
tratamento as analises coprologicas ocorreram diariamente até o final do experimento:
Toxocara sp e Giardia 15 dias e Ancylostoma sp 21 dias.

2.1.5. Analises sanguineas

Das amostras sanguineas foi obtido soro para analises bioquimicas de aspartato
amino transferase (AST) e alanina amino transferase (ALT), creatinina e ureia. Os
testes foram realizados com kits da Labtest Diagnostica S.A ® e analisados através de

espectofotometro de leitura dptica da marca Mindray BA-88A.

2.1.6. Analise estatistica

Os dados de eficacia foram expressos em porcentagem através da féormula de

reducdo de contaminacao parasitaria expressa abaixo:

%Eficacia=( média E.P.G controle-Média E.P.G tratamento)X100
Média E.P.G controle

Foi realizada analise de kruskal Wallis para determinar a significancia dos valores

de toxicidade, sendo que p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

2.2. Analises de Toxicidade

2.2.1. Preparaciao do composto

Para os testes de toxicidade aguda e cronica foram utilizados dois compostos a
base de NTZ, sendo um com ela isolada e outro associado a outros antiparasitarios, em
trés concentracoes diferentes, baseadas na dose terapéutica, estabelecida de acordo com
teste de eficacia realizado anteriormente, dose toxica foi de 10 vezes a concentracao
terapéutica e subdose com uma diluicdo de 10 vezes a dose terapéutica segundo a tabela
2.

Os produtos 1 e 2 foram preparados com diluigdo em oOleo de canola, em
temperatura média (23 a 26°) dentro de ambiente controlado de possiveis contaminagdes

externas. As concentragdes de subdose e dose toxica seguiram as recomendagdes



conforme os protocolos da Organizagdo para cooperacido e desenvolvimento econdmico
(OECD) 407 de 16 de outubro de 2008 e 423 de 08 de fevereiro de 2002. Todos os
animais receberam uma dose do tratamento, conforme o grupo correspondente, sendo
aplicados por gavagem intragastrica, na dose de 100 microlitros/10g de peso vivo, em

uma unica dose.

2.2.2. Animais experimentais

Para os testes de toxicidade foram utilizados Rattus norvegicus do sexo masculino
com média de 300g, segundo indicagao dos guidelines da OECD 407 e 423. O protocolo
de toxicidade aguda utilizou 18 animais e o protocolo de toxicidade cronica 60 animais
por grupo, sendo utilizados 50% de cada sexo. Os animais experimentais foram
aclimatados durante sete dias com o manejo experimental, ciclo de claro e manejo antes
do inicio do experimento. O estudo foi aprovado pelo comité de ética pelo registro n°

140/2021.

Tabela 2. Concentragdo dos antiparasitarios presentes nas formulagdes dos produtos 1 e

2.

Produto1 Subdose (mg/mL) Dose terapéutica Sobredose
(mg/mL) (mg/mL)

NTZ 1 10 100
Pirantel 0,5 5 50
Praziquantel 0,5 5 50
Febantel 1,5 15 150
Ivermectina 0,02 0,2 2
Produto 2
NTZ 1 10 100

2.2.3. Avaliacao da toxicidade

Para a toxicidade aguda experimento foi realizado em 3 dias, sendo que no dia 0
os animais foram tratados com os compostos experimentais em dose unica, sendo os

grupos Gl-dose terapéutica; G2-sobredose; G3-subose para cada uma das formulagdes



testadas do produto 1 e do produto 2. Os animais foram avaliados diariamente durante
esse periodo em relagdo aos seus sinais clinicos € comportamentais. No dia “0” e no final
do experimento (3 dias) os animais foram sedados com anestesia inalatoria (isoflurano)
ao efeito e submetidos a coleta de amostras sanguineas pela veia caudal. para avaliagdo
do metabolismo hepatico e renal dos animais, segundo predisposto pelo protocolo n° 423
da OECD (2002), estudo de toxicidade cronica teve duracdo de 28 dias, foram utilizados
os mesmos produtos e concentragdes da intoxicagdo aguda. No dia 0, ocorreu o
tratamento dos animais com os compostos experimentais em dose Unica e avaliados seus
sinais clinicos e comportamentais durante o periodo experimental. As andlises foram
iguais as realizadas na intoxicagao aguda.

No final de cada um dos experimentos os animais foram sedados com anestesia
inalatdria (isoflurano) ao efeito e submetidos a coleta de amostras sanguineas pela veia
caudal. As amostras foram utilizadas para avaliacao do metabolismo hepatico e renal dos
animais. Posteriormente, foram eutanasiados por sobredosagem anestésica com
isoflurano para posterior necropsia com coleta dos rins ¢ do figado para avaliagdo
histopatoldgica e do cérebro para avaliacdo de estresse oxidativo por meio dos niveis de
TBARS, e atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) e sangue através da via

intracardiaca para andlise de parametros bioquimicos de AST, ALT, creatinina e uréia.

Estudo histopatologico
2.2.4. Analise estatistica

Os resultados foram analisados pelas bases das médias entre os grupos através da
utilizag¢do do software Graphpad Prism 5.0®, por espécie e optou-se pela analise estatistica de
ANOVA de uma via seguida pelo teste de Newman Keuls, sendo que os valores de p <0,05

foram considerados estatisticamente significativos.

3. Resultados e discussao

3.1. Eficacia antiparasitaria

Os resultados demonstraram, que houve uma reducdo significativa na contagem de e.
p. g (estuturas por grama de fezes) nos dias de tratamento realizados (Tabela 3). Nota-se que
no tratamento para Giardia sp, a contagem de cistos foi reduzida em 99% quando do uso da

formulacao completa de NTZ+pirantel+febantel+praziquantel+ivermectina. Fazendo uso da



NTZ isolada, a redugdo foi de 95%, sendo que em comparacdo com o tratamento comercial
composto por pirantel+febantel+praziquantel+ivermectina alcangcou 75% de reducdo de
estruturas. Moron-Soto et al 2017, realizando protocolo de controle de Giardia em diferentes
dias, conseguiu eliminacdo de cistos no dia 11 pos tratamento comparados ao grupo controle
julgou estatisticamente significativo a diminuicdo causada. Sabe-se que o tratamento da
giardiase, em virtude do leque de produtos disponiveis no mercado e a grande questdo
envolvendo a resisténcia sdo limitadas. (Romano and Lallo 2023), fazendo uso de uma dose
extremamente alta de NTZ (50mg/kg), conseguiu uma eficacia inferior a demonstrada nesse
trabalho, 84% de eliminacdo do protozoario com teste em caes, porém, alavancou problemas
relacionados com vOmito e hiporexia que julgou “controldveis”.

Frente ao parasito Toxocara sp., foi visto que o produto também apresentou enormes
potenciais de acdo, sendo que subjugou a composicao comercial em mais de 10% de eficécia,
alcangando niveis de 98%. Esse resultando alavanca o potencial de uso dessa formulagdo da
NTZ com as categorias frequentemente mais afetadas por Toxocara sp, que sdo os filhotes.
Segundo estudos recentes, a NTZ ¢ considerada ja uma aliada no tratamento da toxocariose
humana bem como uma ferramenta a ser implementada no controle geral do Toxocara sp

(Mengarda, Silva et al. 2023).

Tabela 3. Demonstragdo do percentual de eficacia in vivo em modelo murino da nitazoxanida
(NTZ) em associacdo com pirantel, febantel, praziquantel e pirantel (G1) e isolada (G2)

comparada com os grupos controles positivo (G3) e negativo (G4)

Indice de reducao
de ovos e cistos

Antiparasitarios (%)
(mg/mL) Ancylostoma Toxocara  Giardia

sp Sp Sp

G1: NTZ (10mg/kg) + Pirantel (5mg/kg)+ febantel

(15mg/kg)+praziquantel (Smg/kg)+ivermectina (0,2mg/kg) 95 98 99

G2: NTZ (10mg/kg) 86 94 95

G3: Pirantel (5mg/kg) + febantel (15mg/kg) + praziquantel 73 35 75

(5mg/kg) + ivermectina (0,2mg/kg)

G4: 6leo de canola 1 5 -

Ja a acdo contra o parasito Ancylostoma sp., foi a que se demonstrou com menos
eficacia quando utilizada a NTZ isolada com niveis de 86% (Tabela 3). Esse nematodeo ¢

extremamente frequente em contaminagdes parasitarias (Chagas, Motta et al. 2019), sendo ja



relatadas populagdes extremamente resistentes e com potencial de recontaminagdo muito alta
(Mello, Nizoli et al. 2020). (Tritten, Silbereisen et al. 2012), observou uma débil acdo da NTZ
isolada e em associagdo contra populacdoes de nematddeos, entre elas Ancylostoma
ceylanicum, justificando como possivel causa a alteracdo de pH e diferengas das metodologias
in vitro e in vivo. Porém, quando analisamos os dados da NTZ conjugada com pirantel,
febantel, praziquantel e ivermectina notou-se que houve um acréscimo de 9%, resultando em

95% de eficacia, assim alcancando um bom nivel de controle desse parasito.

3.2. Toxicidade

Os valores expressos a partir dos testes de toxicidade demonstraram uma alta
seguridade da NTZ e suas associagdes, visto que nos testes de toxicidade aguda ndo houve
nenhum dano hepatico, renal ou indicativo de estresse oxidativo. Os dados expressos pela
toxicidade cronica demonstraram uma diferenca entre 2 individuos do grupo sobredose sendo
encontrados dados aonde o valor de p>0,05, porém, de um modo geral os dados apresentados

no quesito toxicidade foram animadores quanto a seguranca do produto.
4. Conclusoes

A NTZ, isolada ou associada a ivermectina, febantel, pirantel e praziquantel ¢ uma
ferramenta de alto grau tecnoldgico e que ¢ capaz de modular infecg¢des parasitarias de modo
a debelar condi¢des de contaminagdes altas em populacdes resistentes a agdo dos farmacos
bem como, se manter segura dentro da metabolizagdo realizada pelo organismo animal. Desta
maneira, ¢ importante salientar que os estudos acerca do uso da NTZ isolada e associada deve
ser continuado de modo a expressar a melhor forma de utilizagdo e emprego da mesa no

mercado veterinario.
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Resumo

Os parasitos como Ancylostoma spp., Toxocara sp. e Giardia sp. causam doengas
gastrointestinais em humanos, cdes e demandam manejos de tratamentos com utilizacdo de
antiparasitarios que ja apresentam problemas como resisténcia. A Nitazoxanida (NTZ)
mostrou boa atividade clinica como antiparasitario em testes in vitro e in vivo em modelo
murino, mas ainda nao tinha sido avaliada para o tratamento em caes. Este trabalho objetivou
avaliar a eficidcia e seguridade do uso da nitazoxanida associada a pirantel, febantel,
praziquantel e ivermectina em cdes. O estudo foi desenvolvido em 60 cdes, naturalmente
infectados com Giardia sp., Ancylostoma sp e/ou Toxocara sp. Os caes foram divididos em
cinco grupos experimentais xxxxxx tratados comxxx: Formulagdol (Nitazoxanida, pirantel,
febantel, praziquantel e ivermectina) e Formulagdo 2 (pirantel, febantel, praziquantel e
ivermectina) e tratados com uma dose oral tnica de cada tratamento. As estruturas parasitarias
(ovos e cistos) das fezes de cada cdo foram quantificados nos dias -3, 0, 5, 7, 9, 11, 14, 18, 25
e 21. Os parametros bioquimicos foram avaliados em todos os caes, antes do primeiro
tratamento e ap6s a conclusdo do experimento. A formulagdo 1 teve um potencial de eficacia
maior do que a formulacdo comercial, em valores de 96%, 80% e 91% para Ancylostoma sp,
Toxocara sp e Giardia sp contra 73%, 66% e 99% respectivamente, bem como um periodo
residual com maior eficdcia. Este estudo demonstra que a administragdo da NTZ apresentou
uma alta eficacia do produto, frente ao controle em infec¢des causadas por Ancylostoma sp,
Toxocara sp. e Giardia sp., podendo vir a ser uma alternativa terapéutica no controle de
infeccdes parasitarias em caes.

Palavras-chave: Parasitas zoondticos; pirantel, febantel, praziquantel, ivermectina.



1. Introduciao

Os animais domésticos, por ocuparem papel tdo importante dentro do ambito familiar
nos dias de hoje, acabam convivendo junto a seus tutores compartilhando de hébitos
comportamentais ¢ alimentares (1). Hoje em dia, mais da metade das pessoas em todo o
mundo tem pelo menos um animal de estimagdo vivendo com elas, sendo, mais comum 0s
caes (2). No Brasil, existem por volta de mais de 80 milhdes de pets distribuidos pelo pais (3).

As parasitoses em pequenos animais representam um grande problema sanitério,
cursando com uma série de sinais clinicos como emagrecimento progressivo, anemia, diarreia,
inapeténcia, hematoquezia (4). Por mais conhecidos que sejam os ciclos dos parasitos de
maior frequéncia no pais como Ancylostoma sp., Toxocara sp., Trichuris sp. (5, 6), e Giardia
sp. (7) o controle dos mesmos ainda ¢ extremamente deficitario em virtude de diversos fatores
como: contaminagdo por animais errantes, (8) falha no manejo do descarte de fezes
contaminadas, falta de protocolos de profilaxia, escolha equivocada do principio ativo a ser
utilizado para o controle dos parasitos bem como aplicagdo errada de produtos antiparasitarios
e desenvolvimento de resisténcia (9, 10).

Existem uma série de compostos e principios ativos disponiveis no mercado
veterindrio com o objetivo de controle e erradicacdo dos parasitos, porém, ja hé relatos de
resisténcias aos mesmos(11). Protozoaricidas que sdo importantes ferramentas no controle da
Giardia spp., como metronidazol, fenzol e até sulfas, sdo compostos que também devido ao
intenso e desregrado uso, apresentam elevados graus de resisténcia no controle da Giardia spp
(12, 13).

Uma alternativa, além de melhorar o manejo e o uso dos produtos disponiveis, ¢ a
descoberta de novos compostos que sejam efetivos e de facil aplicacio para
consequentemente melhorarem a satde e a qualidade de vida do animal bem como facilitar o
cuidado e manejo de aplicacdo por parte do tutor (3). Nesse sentido, o uso da nitazoxanida
(NTZ) em animais de companhia pode ser uma boa alternativa aos convencionais utilizados,
por varias caracteristicas do mesmo.

A NTZ ¢ um antiparasitario sintético com uma composi¢ao molecular, que lhe confere
importincia e ampla acdo frente a agentes microbianos e a helmintos. A biodisponibilidade da
NTZ no organismo permite uma meia vida mais longa e consequentemente um periodo de
duracdo prolongada (14, 15). Por possuir amplo espectro e gracas a tecnologia empregada na
sua estruturagdo, possui baixa capacidade de desenvolvimento de resisténcia em parasitos, €

sua biodisponibilidade quando em suspensao ¢ de 70% em relagcdo aos comprimidos, um fator



que corrobora com sua utilizagdo em animais (16, 17). Em virtude de sua capacidade de
mantenga de niveis no organismo, traz um enorme beneficio pela diminuicdo da
obrigatoriedade de repeticdo de aplicacdo do produto tal como ¢ realizado com outros
compostos (18). Este fator ¢ de extrema importancia principalmente quando se realiza
tratamento para giardiase a qual tem alta prevaléncia em caes e gatos domésticos e possui um
grande potencial zoonoético e antropozoonotico. Antiparasitarios a base de NTZ ainda ndo
estao disponiveis para uso veterindrio no mercado brasileiro, embora ja sejam utilizados para
humanos (19, 20).

Estudos prévios de avaliacdo in vitro desenvolvidos pelo nosso grupo, revelaram que a
NTZ isolada e em associacdo com outros antiparasitidrios foram eficazes contra ovos de
Ancylostoma sp. e Toxocara sp e com melhores resultados em relacdo a Giardia sp. Além
disso, a eficacia da formulacdo proposta nesse estudo foi efetiva na acdo antiparasitaria no
estudo em modelo murino para Ancylostoma sp. e Toxocara sp e Giardia sp., com auséncia
de toxicidade. Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi investigar o potencial antiparasitario
e parasiticida da molécula NTZ em formulagdo associada com outros antiparasitarios
(febantel, piratel, praziquantel e ivermectina) em cdes frente aos parasitos Ancylostoma spp,

Toxocara sp., e Giardia sp.



2.Metodologia
2.1. Animais

Foram utilizados 60 caes com idade de 6 meses a 10 anos, com peso variando de 5 a
30 kg, machos e fémeas. Primeiramente os animais passaram por uma avaliagdo clinica para
excluir animais doentes que estivessem apresentando em anorexia, febris, com sinais clinicos
de doencas metabolicas, oncologicas e/ou sist€émicas ou fémeas prenhas (CEUA 109/2023). A
contaminagdo parasitaria foi um critério de inclusdo e exclusdo do estudo, sendo considerados
caes aptos para o estudo aqueles que apresentaram contaminac¢do igual ou maior que 100

ovos( Ancylostoma sp ou Toxocara sp) ou 30 cistos (Giardia sp) por grama de fezes.
2.2. Coleta de amostras e analises

Para aqueles animais incluidos no estudo foi realizada a coleta de amostras biologicas:
fezes e sangue. As fezes dos animais foram obtidas preferencialmente por evacuacao
espontanea, € nos casos onde a mesma nao foi possivel, foi realizada a coleta diretamente da
ampola retal por estimulo digital com luva de procedimento realizado no teto da cavidade
retal (21). A contaminacgdo parasitria foi analisada pela técnica de mini flotac, que baseia-se no uso de
solucdo hipersaturada que confere a caracteristica de flutuabilidade a estruturas como ovos
(Ancylostoma sp, e Toxocara sp) e cistos (Giardia sp) para posterior identificagdo e contagem
de estruturas flutuantes através da leitura emplaca de mini-flotac.

As amostras sanguineas foram obtidas por pungdo realizada na veia cefalica, sendo as
amostras acondicionadas imediatamente em tubos com e sem EDTA (4cido etilenodiamino
tetra-acético) para a realizacdo do hemograma e das analises bioquimicas respectivamente. O
hemograma foi realizado no mesmo dia da coleta de forma manual por contagem de
leucocitos em camara de Neubauer, diferenciacdo por esfregaco sanguineo e contagem de
hemacias por centrifugagdo e leitura do microhematdcrito. As amostras para as analises
bioquimicas foram processadas para obtengdo dos soros que foram submetidos a analises do
metabolismo hepatico (aspartato amino transferase - AST, alanina amino transferase -ALT) e
renal (creatinina e ureia), analisados através de leitor de microplacas nas absorbancias de 320

€ 540 nm

2.3. Formulacio do produto
Foi avaliada a eficacia antiparasitaria de um produto oral (Formulacio 1) contendo NTZ

em associacdo com outros antiparasitarios (febantel, pirantel e praziquantel e ivermectina),



nas doses de 10mg/kg de NTZ, 5 mg/kg de febantel e praziquantel respectivamente, pirantel
na dose de 15mg/kg e 0,2mg/kg de ivermectina. Esta formulacdo foi obtida a partir de testes
iniciais in vitro e ex vivo nos quais foram determinados os compostos € as concentragdes €
posteriormente testada a eficdcia e a toxicidade em modelo murino. A formulagdo 2 foi um
produto comercial com base em 5 mg/kg de febantel e praziquantel respectivamente, pirantel

na dose de 15mg/kg e 0,2mg/kg.
2.4. Protocolo experimental

Os caes foram divididos por sorteio em 6 grupos de 10 animais, na propor¢ao de 50%
machos e 50% fémeas, sendo o grupo 1 e 4 animais parasitados com Ancylostoma sp, grupo 2
e 5 com Toxocara sp, grupo 3 ¢ 6 com Giardia sp. Sendo os grupos 1, 2 ¢ 3 os grupos
experimentais € os grupos 4, 5 ¢ 6 os grupos controles positivos. O controle negativo foi
considerado as analises fecais e sanguineas realizadas no dia “0” do proprio grupo. Os grupos
1, 2 e 3 foram tratados com a Formulagdo 1 e os grupos 4, 5 ¢ 6 Formulacao 2. No dia 1 cada
cdo dos grupos experimentais e controle recebeu uma dosagem Unica dos respectivos
tratamentos de acordo com seu peso, os grupos 1, 2 e 3 receberam a Formulagdo 1 , os grupos
4,5 e 6 a formulagdo 2 conforme recomendagdo de bula. A dosagem da Formulagdo 1 para os
grupos experimentais foi a mesma ja testada em estudos anteriores in vitro e in vivo que foi
eficaz e ndo apresentou sinais de intoxicagdo. Os animais ficaram durante todo o periodo
experimental no seu proprio domicilio. Aos 3 e 7 dias foi novamente coletado fezes de cada
animal, de todos os grupos e aos 15 dias coletadas amostras fecais dos grupos 2, 3, 5 e 6 em
funcdo do ciclo do Toxocara sp e da Giardia sp e aos 21 dias dos grupos 1 e 4 em fungao do
ciclo do Ancylostoma sp. As amostras de fezes foram utilizadas para a realizacdo da analise
coprologica para avaliar o efeito antiparasitdrio dos tratamentos, com a identificacdo dos
parasitas/protozodrio e a contagem dos ovos e cistos. Foi avaliado o poder residual das
formulacdes 1 e 2 com mais duas coletas de fezes dos animais de todos os grupos com
intervalos de 7, 14 e 21 dias, utilizando a mesma técnica para o exame coprologico para

detectar e quantificar a presenca de ovos/cistos.



2.5. Analise estatistica

Ao final do experimento os resultados obtidos da ac¢do antiparasitdria foram analisados

em relacdo a comparac¢do com o dia “O“e o final do periodo experimental de cada individuo

do respectivo grupo de acordo com a formula a seguir

%Eficacia=( média E.P.G controle-Média E.P.G tratamento)X100

Média E.P.G controle

3. Resultados e discussao

No ensaio desenvolvido em caes observou-se uma alta eficacia da Formulagao 1

alcangando médias de controle em Ancylostoma sp de 89%, Toxocara sp. 80% e Giardia 91%

em contrapartida a formulagdo 2 a qual apresentou eficacia de Ancylostoma sp de 73%,

Toxocara sp. 66% e Giardia 39% (representado pela contaminacdo antes do tratamento,

contaminagcdo poOs tratamento e eficdcia antiparasitiria), sem presenca de alteracdo no

metabolismo hepético e renal, bem como auséncia de sinais clinicos e comportamentais

(Tabela 1).

Tabela 1: Valores de eficacia antiparasitaria das formulagdes 1 e 2 sobre Ancylostoma sp.,

Toxocara sp. € Giardia sp com base nas contaminagdes iniciais € finais de ovos e cistos.

Parasito Formulagao 1 Formulagao 2
Ancylostoma sp Contaminagio micial 200 200
Contammacao final 4 54
Eficacia 96% 73%
Toxocara sp Contaminag¢éo micial 120 120
Contaminagdo final 24 40,8
Eficacia 80% 66%
Giardia sp Contaminag¢io micial 43 43
Contammacao final 3,87 26,23
Eficacia 91% 39%

As opcdes para o tratamento das infecgdes parasitirias em caes sao limitadas, e os

poucos medicamentos disponiveis sdo muitas vezes acompanhados de reacdes adversas (22).



Albendazol associado ao febantel tem sido associadas a vOmitos, diarreia sanguinolenta,
aborto e teratogenicidade (23). Assim, as opgoes disponiveis atualmente para o tratamento das
infeccOes parasitarias sao limitadas. Este estudo indica que a NTZ mostrou-se altamente
eficaz no controle das infec¢des parasitarias causadas por helmintos e protozoarios.

Os dados do presente estudo demonstram a importancia da utilizagdo da NTZ em
associacao com outros antiparasitarios pelo seu potencial simbidtico com drogas ja existentes
no mercado, para as infestacdes de Ancylostoma spp, Toxocara spp e principalmente Giardia
spp considerando a resisténcia frente a outros antiparasitarios (24) , a recidiva das infecgdes e
ao potencial zoonotico das mesmas (25). Dessa forma, este estudo contribui muito no
entendimento das zoonoses e tratamento das mesmas, tendo em vista que a molécula de NTZ
pode ser adicionada no leque de produtos disponiveis e inferir mais importancia ao uso do
farmaco no mercado veterinario.

O poder residual testado em diferentes tempos, também configurou a formulagdo 1
como uma excelente alternativa aos produtos comerciais, visto que, no periodo de 21 dias que
foi o periodo maximo testado, a formulagdo 1 teve uma infima queda no seu valor de eficacia
frente a Ancylostoma sp., em valores de 4% de eficacia e contra Giardia sp., uma queda de
apenas 6% quando da comparacdo do produto comercial o qual apresentou queda de 25% e

11% respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2: Valores de eficdcia antiparasitaria residual das formulagdes 1 e 2 sobre

Ancylostoma sp., Toxocara sp. € Giardia sp nos dias 7, 14 e 21 pds tratamento.

Formulagao 1 Formulacao 2
Parasito Dia7 Dial4 Dia2l |[Da7 Dial4 Dia 21
Ancylostoma sp 94 94 90 65 44 40
Toxocara sp 80 74 70 60 57 56
Giardia sp 91 90 85 32 30 28

Cabe salientar que de fato a NTZ ¢ um farmaco relativamente novo que foi aprovado
pela FDA em 2014 para o tratamento da giardiase em humanos, sendo eficaz também contra
Trichomonas spp., Entamoeba histolytica, Clostridium difficile, Clostridium perfringens,
Helicobacter pylori ¢ Campylobacter jejuni (26). Desta maneira foi demonstrado que NTZ
tem uma eficécia para eliminar as infecgdes parasitarias causadas por Ancylostoma sp de 89%,

Toxocara sp. 80% e Giardia sp. 91% em caes, apresentando também baixa toxicidade.



Os dados referentes a hemograma, andlises bioquimicas de AST, ALT, Creatinina e
uréia mantiveram-se dentro do fisioldgico para as idades e portes.

Portanto, considerando o ineditismo de um produto veterinario contendo um farmaco
como a NTZ até entdo utilizado comercialmente apenas em humanos, que pode ser usado em
dose tnica, com potenciais beneficios para a satde publica, cardter inovador e impacto
mercadologico ¢ de demasiada importancia os resultados apresentados nesse estudo. Ainda
pelo crescimento das infecgdes parasitdrias em animais de companhia € o risco para os
respectivos tutores, por ser zoondtica € o aumento da resisténcia frente a medica¢do
convencional e consequentemente o aumento dos casos de recidivas. Além disso, cabe a
consideragdo de que mesmo que existam no mercado brasileiro antiparasitarios similares e
com eficacia inicialmente comprovada, eles se restringem a principios ativos ja conhecidos,
com espectros de agdo especificos/limitados e com necessidade de doses repetidas, desta

maneira a NTZ parece ser uma alternativa terapéutica no tratamento das parasitoses.

4.Conclusao

Este estudo demonstra que a administragdo da NTZ apresentou uma alta eficacia do
produto, frente ao controle em infeccdes causadas por Ancylostoma sp, Toxocara sp. €
Giardia sp., apresentando eficacia maior que o produto comercial. Além disso, a NTZ nao
apresentou alteragdo no metabolismo hepatico e renal, bem como auséncia de sinais clinicos e
comportamentais, ndo apresentando toxicidade neste trabalho. Nesse sentido, os resultados
apresentados no presente estudo demonstram que a NTZ pode vir a ser uma alternativa

terap€utica no controle de infecgdes parasitarias em caes.
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5. Consideragoes finais

A NTZ é um composto altamente promissor com um histérico de utilizagao que
permeia muito além dos testes preliminares realizados, contra helmintos e
protozoarios. O desdobramento da molécula dentro do organismo animal ainda € um
desafio que instiga a mimetizagcdo da realizacdo de experimentos in vitro visto a
dificuldade da replicacdo quanto a estabilidade dos metabdlitos ativos como a
tizoxanida. Sua inclinagdo como agente simbidtico com outros antiparasitarios foi
extremamente notavel, a ponto de ser considerada como um excelente parasiticida
até mesmo em testes com a espécie alvo, principalmente em virtude de sua
capacidade de eliminacgéo das diferentes estruturas de nematédeos e protozoarios. E
importante ressaltar que o ajuste da dose a ser utilizada é um dos maiores gargalos
na utilizagcdo e ajuste da molécula em virtude da presenca de alguns graus de
toxicidade quando da utilizagdo de doses mais altas. Endossando o exposto, a NTZ,
perece de mais pesquisas e mais ajustes afim de ajustar seus testes in vivo e in vitro
de maneira que possa despontar como uma excelente alternativa de controle

antiparasitario.
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