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RESUMO
A fasciolose é uma enfermidade zoondtica causada pelo trematédeo Fasciola
hepatica, que parasita o figado e as vias biliares de diversos animais, principalmente
ruminantes, acarretando prejuizos econémicos a producdo pecuéaria. O tratamento
dessa enfermidade enfrenta desafios devido a relatos crescente de resisténcia aos
farmacos disponiveis. Nesse contexto, ha necessidade de novos agentes
terapéuticos, dentre eles a Fluopsina C (FpC), um metabdlito secundario produzido
por Pseudomonas aeruginosas cepa LV, conhecido por sua acao antibacteriana,
antifangica e antitumoral. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial fasciolicida da
FpC por meio da determinacdo de sua atividade ovicida (AO) utilizando o teste de
desenvolvimento e eclosdo de ovos (TDEO). Amostras de bile de bovinos
naturalmente parasitados por F. hepatica foram obtidas em abatedouros, sob
inspecédo do servico de inspecéao federal (SIF), no municipio de Pouso Redondo, no
estado de Santa Catarina, Brasil, para o isolamento dos ovos. Os ovos foram
recuperados 0s ovos por um processo de lavagem e quantificados ao final do
processo. No TDEO, testaram-se diferentes concentragcdes de FpC para determinar a
concentracdo minima ovicida (CMO): 0,25, 0,5, 1, 2, 4 e 8 pg/mL, além do controle
negativo, contendo agua destilada. As amostras, preparadas em triplicatas, foram
distribuidas em aliquotas de 100 uL contendo aproximadamente 400 ovos, em frascos
coletores universais, aos quais se adicionaram 20 mL das solucdes teste. Em seguida,
os fracos foram incubados a 27°C por 28 dias. Foram utilizados 20 isolados de F.
hepatica de diferentes animais para determinacdo da CMO. Observou-se que a FpC
exerceu efeito ovicida relevante em todas as amostras testadas e foi dose-
dependente, com reducdo progressiva de ovos desenvolvidos, a medida que a
concentracdo de FpC aumentava. A partir da concentragdo 2 ug/mL, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos (2, 4 e 8 uyg/mL). Com base nesses resultados,
a concentracdo de 2 pg/mL foi estabelecida como CMO da FpC. Esses achados
indicam que a FpC apresenta AO relevante contra F. hepatica e pode representar um

candidato promissor para o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas.

Palavras-chave: Zoonose parasitaria; Saude Unica; Resisténcia parasitaria; Ensaio

in vitro.



ABSTRACT

Fasciolosis is a zoonotic disease caused by the trematode Fasciola hepatica, which
parasitizes the liver and bile ducts of various animals, mainly ruminants, causing
economic losses to livestock production. The treatment of this disease faces
challenges due to increasing reports of resistance to the available drugs. In this
context, there is a need for new therapeutic agents, among them Fluopsin C (FpC), a
secondary metabolite produced by Pseudomonas aeruginosa strain LV, known for its
antibacterial, antifungal, and antitumor activity. The aim of this study was to evaluate
the fasciolicidal potential of FpC by determining its ovicidal activity (OA) using the egg
development and hatching test (EDHT). Bile samples from cattle naturally parasitized
by F. hepatica were obtained at slaughterhouses, under inspection by the Federal
Inspection Service (SIF), in the municipality of Pouso Redondo, in the state of Santa
Catarina, Brazil, for egg isolation. The eggs were recovered by a washing process and
quantified at the end of the process. In the EDHT, different concentrations of FpC were
tested to determine the minimum ovicidal concentration (MOC): 0.25, 0.50, 1, 2, 4 and
8 ug/mL, in addition to the negative control containing distilled water. The samples,
prepared in triplicate, were distributed into 100 uL aliquots containing approximately
400 eggs, in universal collection vials, to which 20 mL of the test solutions were added.
Then, the vials were incubated at 27°C for 28 days. Twenty F. hepatica isolates from
different animals were used to determine the MOC. It was observed that FpC exerted
a relevant ovicidal effect in all tested samples and was dose-dependent, with a
progressive reduction in developed eggs as the FpC concentration increased. From
the concentration of 2 uyg/mL onward, there was no significant difference among the
groups (2, 4, and 8 ug/mL). Based on these results, the concentration of 2 pg/mL was
established as the MOC of FpC. These findings indicate that FpC shows relevant OA
against F. hepatica and may represent a promising candidate for the development of

new therapeutic alternatives.

Keywords: Parasitic zoonosis; One Health; Parasitic resistance; In vitro assay.
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1 INTRODUCAO

A fasciolose é uma enfermidade causada pelo trematédeo Fasciola hepatica,
que apresenta ciclo de vida indireto e requer caramujos de agua doce da familia
Lymnaeidae como hospedeiros intermediarios. Os parasitos adultos localizam-se no
interior das vias biliares de animais de sangue quente, com maior frequéncia em
ruminantes (Mas-Coma; Bargues, 1997).

Trata-se de uma importante doenca parasitaria zoonotica transmitida por agua
e alimentos, considerada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como uma das
doencas tropicais altamente negligenciada (WHO; 2020). E uma enfermidade de
distribuicdo cosmopolita, predominante em zonas temperadas com temperaturas
amenas, bem como areas mais frias de alta altitude nos trépicos e subtrépicos (Mas-
Coma; Bargues, 1997).

Estima-se um impacto econdémico anual superior a US$ 3,2 bilhdes na
producdo mundial, decorrente da condenacéo de figados em abatedouros (Mehmood
et al., 2017). No Brasil as perdas econémicas estao estimadas em U$ 210 milhdes por
ano, com maior impacto nos estados de Rio Grande do Sul, Espirito Santo e Santa
Catarina, devido a reducéo no ganho de carcaca e a condenacéo hepatica (Molento
et al., 2018).

A fasciolose é considerada endémica na regido do Sul do Brasil, local que
apresenta condicdes ambientes favoraveis a presenca dos hospedeiros
intermediarios (Alba et al., 2020; Almeida et al., 2024; Medeiros et al., 2014). O estado
de Santa Catarina, localizado nessa regido, possui um rebanho estimado em
4.540.794 ruminantes, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2023).

O controle da enfermidade é realizado predominantemente pela aplicacdo de
anti-helminticos nos animais parasitados, principalmente os benzimidazois. No
entanto o uso excessivo e/ou inadequado, aliado a movimentagédo de animais sem
adequada fiscalizacdo, e a falta de estratégias terapéuticas baseadas em
diagnésticos, tém favorecido o surgimento de casos de resisténcia (Cabada et al.,
2016; Fairweather et al., 2020; Kelley et al., 2016; Ramadan et al., 2019).

A busca por novas moléculas fasciolicidas torna-se necessaria diante deste
cenario. A Fluopsina C (FpC) é um composto organocuprico, sendo um metabdlito

secundario produzido por diferentes bactérias, como Pseudomonas spp. e
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Streptomyces spp., quando expostas a excesso de cobre (Afonso et al., 2022; Egawa
et al., 1970; Gionco et al., 2017).

Estudos prévios, tanto in vitro quanto in vivo, demonstraram que a FpC
apresenta atividade antimicrobiana (Afonso et al., 2024; Navarro et al., 2019; Navarro
et al., 2020), antineoplasica (Lima et al., 2022; Ma et al., 2013) e antifitopatogénica
(Pistori et al., 2018). Navarro et al. (2019) também avaliaram a acéo da FpC em larvas
de Tenebrio molitor, demonstrando alta mortalidade.

Em um ensaio preliminar, foi detectada atividade ovicida de FpC em ovos de F.
Hepatica nas concentragcdes de 5,00 upg/ml and 20,00 upg/ml (Chryssafidis,
comunicacdo pessoal). Essa evidéncia sustenta o potencial da FpC como uma
alternativa promissora no controle da fasciolose.

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a atividade ovicida (AO) in vitro
da FpC, verificando sua capacidade de inibir o desenvolvimento e a eclodibilidade dos
ovos de F. hepatica isolados de bovinos naturalmente parasitados, por meio do teste

de desenvolvimento e eclosdo de ovos (TDEO).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AGENTE ETIOLOGICO E CICLO BIOLOGICO

F. hepatica e F. gigantica pertencem ao Reino Animalia, Filo Platyhelminthes,
Classe Trematoda, Ordem Echinostomida e Familia Fasciolidae, sendo as duas
principais espécies responsaveis pela fasciolose, uma enfermidade parasitaria que
acomete animais e humanos. F. hepatica estd presente em todo o mundo,
predominando em zonas temperadas e em areas mais frias de alta altitude nos
tropicos e regides subtropicais, enquanto F. gigantica € encontrado exclusivamente
em regibes tropicais, principalmente em Asia e Africa (Mas-Coma; Bargues, 1997). No
entanto, héa relatos de hibridizacéo entre as espécies, resultante do cruzamento entre
F. hepatica e F. gigantica, gerando descendentes geneticamente mistos. Esse
fenbmeno ocorre principalmente em areas onde ambas infectam 0s mesmos
hospedeiros definitivos e compartilham hospedeiros intermediarios, abrangendo
regides da Asia, Africa e Oriente Médio (Ashrafi et al., 2004; Calvani; Slapeta, 2021;
Walker et al., 2008).

As fasciolas jovens excistadas tém 1-2 mm de comprimento, assemelhando-
se a uma lanceta. Ja a forma adulta tem o corpo achatado, com formato de folha,
coloracdo acastanhada, amarelada ou marrom-acinzentada quando conservada, com
cerca de 2,50 —3,50 cm de comprimento por 1,50 cm de largura. O tegumento é
coberto por espinhos auxiliando na fixagdo nos ductos biliares. A extremidade anterior
€ mais pontiaguda com duas ventosas, a oral e a ventral (Figura 1). A ventosa oral
desempenha papel fundamental na alimentacdo e excrecdo, enquanto a ventosa
ventral é caracterizada principalmente como um 6rgéo de fixacdo. Ambas contribuem
para os movimentos migratérios do parasito (Mas-Coma; Bargues, 1997; Robinson et
al., 2022; Sangster et al., 2022; Taylor et al., 2022).

18
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Figura 1. Fasciola hepatica adulta com o corpo achatado com formato de folha,

coloracdo marrom acinzentada com duas ventosas, a oral e a ventral.

Fonte: Prépria autora (2025).

Seu sistema nervoso € composto por um par de ganglios que emergem a partir
da faringe, abaixo da ventosa oral. Ja o sistema digestério consiste na abertura oral
gue se comunica com a faringe, es6fago e um par de ceco ramificado, com terminacao
cega. Sao hermafroditas, com os testiculos e o ovario multirramificados, com cirro bem
desenvolvido. Seus ovos tém parede fina com contetdo granular ndo embrionado,
operculado com coloracdo amarelo-acastanhado e grandes (130-150 x 65-90 um)
(Figura 2) (Mas-Coma; Bargues, 1997; Taylor et al., 2022). Estudos indicam que a
morfologia e a morfometria dos ovos dos trematddeos refletem fatores
epidemioldgicos relevantes, como o tipo de hospedeiro, a origem geogréfica e a
coexisténcia de espécies (F. hepatica e F. gigantica) (Loginova et al., 2024; Valero et
al., 2009).

O ciclo de vida de F. hepatica tem duracdo de 14 a 23 semanas e 0S
trematédeos da subclasse Digenea apresentam um ciclo de vida complexo
envolvendo hospedeiros intermediarios (Figura 3). Assim, para ocorrer o ciclo desse
parasito é necessario a presenca dos moluscos do Filo Mollusca, da Classe
Gastropoda e Familia Lymnaeidae. Algumas espécies de moluscos ja foram

identificadas no Brasil como Pseudosuccinea columella, Galba viatrix, Galba cubensis,

19



21

Galba truncatula e Lymnaea rupestris (Furtado et al., 2015; Medeiros et al., 2014;
Ngcamphalala et al., 2022).

Figura 2. Ovo de Fasciola hepatica ndo embrionado, operculado com coloragao
amarelo-acastanhado no aumento de 40x (objetiva de 4x).

100pm
[Saadait
4X

Fonte: Prépria autora (2025).

Os hospedeiros definitivos da fasciolose séo diversas espécies de mamiferos
domésticos e selvagens, destacando principalmente os ruminantes domésticos, como
ovinos, bovinos e caprinos, e cervos e lebres como animais silvestres (Beesley et al.,
2017). No interior do hospedeiro definitivo, a F. hepatica adulta se aloja nos ductos
biliares onde se alimenta de tecido e sangue dando inicio a sua producédo de ovos.
Esses ovos se acumulam na vesicula biliar e por meio da excrecéo da bile chegam ao
intestino, onde sao eliminados no ambiente juntamente com o bolo fecal. No ambiente,
especialmente em agua doce e em condi¢cdes climaticas adequadas os ovos se
desenvolvem. Em temperatura entre 15 e 25°C o ovo leva cerca de 9 a 21 dias para
completar o seu desenvolvimento larval, formando o miracidio. Em condi¢bes
inadequadas os ovos ndao se desenvolvem, mas podem permanecer viaveis por
meses (Beesley et al.,, 2017; Mas-Coma,; Bargues, 1997; Mas-Coma et al., 2019
Robison; Dalton, 2009).

Sob estimulo luminoso e temperatura adequada, o miracidio eclode e nada em
busca dos hospedeiros intermediarios, os caramujos. O miracidio tem apenas 24
horas para penetrar no gastrépode, onde passa por mais trés fases larvais:
esporocisto, rédias e cercarias. O miracidio que penetra no gastropode transforma-se
em um esporocisto, uma estrutura alongada e pouco diferenciada, cuja principal

funcdo é atual como unidade germinativa. A partir desse esporocisto, cerca de 200
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rédias sdo formadas e migram para diferentes tecidos do molusco, especialmente a
glandula digestiva. Alimentam-se ativamente dos tecidos do hospedeiro, e em alguns
casos, de outras larvas concorrentes. As rédias passam entdo a produzir cercarias,
por meio de multiplicacado assexuada, sendo que cada rédia origina aproximadamente
20 cercarias. (Andrews et al., 2022; Beesley et al., 2017; Dreyfuss et al., 2022; Howell;
Williams, 2020).

As cercérias quando em condi¢des de luz e temperatura adequada abandonam
0S caramujos e nadam até a vegetacao préxima a margem da colecao de 4gua, onde
perdem a cauda caudas e liberam substancias cistogénicas a partir de granulos
dorsais, encistando-se na forma de metacercarias, que constituem a fase infectante
do parasito (Andrews et al., 2022; Beesley et al., 2017; Mas-Coma; Bargues, 1997). A
espécie de caramujo influencia diretamente a producdo de metacercarias, a P.
columella, um importante vetor da fasciolose na América do Sul, demonstrou gerar um
namero maior de metacercarias de F. hepatica quando comparado a G. truncatula
(Vignoles et al., 2015; Dar et al., 2014).

Os hospedeiros definitivos se infectam pela ingestdo das metacercarias
presentes na vegetacdo. Apds o contato com o suco gastrico, penetram na parede
intestinal, atingindo a cavidade abdominal e migrando pelo peritbnio em dire¢cdo ao
figado. No figado, essas formas jovens de F. hepatica invadem o parénquima hepéatica
e migram durante 5 a 6 semanas, até finalmente penetrarem nos ductos biliares e
completarem seu desenvolvimento até a fase adulta e sexualmente madura na
vesicula biliar, momento que iniciam sua producdo de ovos (Andrews et al., 2022;
Beesley et al., 2017; Dreyfuss et al., 2022; Mas-Coma; Bargues, 1997; Mas-Coma et
al., 2019).
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Figura 3. Representacdo esquematica do ciclo biolégico de Fasciola spp.
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2.2 EPIDEMIOLOGIA NO BRASIL E SANTA CATARINA

A fasciolose no Brasil apresenta alta frequéncia na regido Sul, regido que
possui condicbes ambientais favoraveis a presenca dos hospedeiros intermediarios,
principalmente P. columella, tais como clima temperado com temperaturas amenas
(entre 10-30°C), altitudes com variacdo de 0 a 1900 m, alta umidade e pluviosidade
média de entre 1.500 e 2.000 mm, além da presenca de areas alagadas (Alba et al.,
2020; Almeida et al., 2024; Malone et al., 1984; Medeiros et al., 2014). Entre 2002 e
2020, essa regido registrou o maior niumero de figados de bovinos contaminados,
totalizando 2.032.430 casos, dos quais 1.703.392 ocorreram no Rio Grande do Sul e
221.187 em Santa Catarina (Almeida et al., 2024).

No entanto, Almeida et al. (2024) demonstraram uma expansao da fasciolose
abrangendo todas as regides do Brasil. Em 2002, apenas 194 municipios
apresentavam casos, em 2020 esse numero aumentou para 747 municipios. Esse
aumento pode ter ocorrido devido a mudangas no uso da terra, como desmatamento
para criacdo de pastagens, além da intensa movimentac¢do de bovinos sem inspecao
sanitaria, o que favorece a introducéo do parasito em areas nao endémicas (Franca
et al., 2021; Skidmore et al., 2021).
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Fatores adicionais, como a adaptabilidade do parasito a novos ambientes e
hospedeiros, a presenca de corpos d agua em areas de pastagens e fatores sociais,
também contribuiram para a disperséo (Alba et al., 2020). Ha registros de P. columella
nas regides Sul, Sudeste, Oeste, Norte e Nordeste do Brasil (Ngcamphalala et al.,
2022; Medeiros et al., 2014). Em Santa Catarina, Arruda et al. (2021) relataram o
primeiro registro de P. columella nos municipios de Lages, Painel e Sdo Joaquim,
localizados no Planalto Serrano Catarinense, regido Sul do pais. Esses caramujos sao
encontrados em locais alagadicos, como &reas pantanosas, margens de rios e lagos,
lagoas ou represas naturais/artificiais, e apresentam uma alta adaptabilidade, sendo
abundantes em épocas chuvosas (Ngcamphalala et al., 2022).

A fasciolose gera perdas econémicas estimadas em U$ 210 milhdes por ano,
com prevaléncias significativas na regido Sul do pais, especialmente nos estados de
Rio Grande do Sul, Espirito Santo e Santa Catarina (Molento et al., 2018). Em animais
de producéo, principalmente ruminantes, ocorre perdas econdmicas pela queda na
producéo de leite e carne, além de problemas reprodutivos (Charlier et al., 2007; May
et al, 2019). Estudos demostram que bovinos infectados apresentam pior
conformacao de carcaca, menor escore de gordura e reducdo média de 49,8kg no
peso da carcaca de bovinos positivos, em comparacado aos animais tratados (Molento
et al., 2020; Costa et al., 2019).

O estado de Santa Catarina apresenta maior concentracdo de casos nas
regides Sul e Sudeste do estado (Silva et al., 2020). Albuquerque et al., (20223,
2022b) demonstraram, no municipio de Orleans, localizado no sul do estado, uma
soroprevaléncia de 27,78% (137/460 animais) e uma prevaléncia de bovinos
infectados por fasciolose em abatedouros em 10,81% (2.699 positivos em 24.961
animais abatidos).

Ja a Mesorregido Serrana de Santa Catarina, situada no sudeste do estado,
era considerada livre da fasciolose (Agudo-Padron et al., 2013). Contudo, Silva et al,
(2020), com base em informacdes do Sistema Federal de Inspecéo (SIF) provenientes
de abatedouro regionais, classificaram Santa Catarina como um estado endémico
para a enfermidade. Neste estudo, ndo foi avaliado a movimentagdo dos bovinos
positivos, tampouco se estabeleceu se os casos identificados eram autdctones na

regiao.
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Em contraste, Américo et al., (2022) verificaram uma prevaléncia de 9,2%
(178/1.927) na Mesorregido Serrana, confirmando que todos os casos eram de origem
local por meio da investigagdo da movimentagao dos animais. Essa prevaléncia foi
determinada a partir de testes in vivo, o que contribuiu para um melhor controle
epidemioldgico e para a conscientizacdo dos produtores, além de favorecer a
rentabilidade por meio do diagndstico e tratamento precoces dos animais infectados.

Diversos fatores influenciam a ocorréncia dessa parasitose, Como 0 Sexo e a
idade. Bovinos com mais de 3 anos apresentam maior risco de infeccdo, e a fémeas
tendem a ser mais acometida do que os machos, possivelmente devido a sua maior
longevidade e de fatores fisioldgicos, como alteragcdes imunologicas e hormonais
associados aos periodos de gestacdo e lactacao. Além disso, sistemas de producdo
com ciclo completo e manejo extensivo, caracterizados pelo acesso irrestrito a agua
e as pastagens, favorecem o contato com o0s hospedeiros intermediarios. A
movimentacdo de animais entre propriedades também contribui para o0 aumento da
ocorréncia da doenca. (Albuquerque et al., 2022a; Albuquerque et al., 2022b; Diaz-
Quevedo et al., 2021; Silva et al., 2020). Na América do Sul e Africa é encontrada
essa parasitose em altas altitudes, acima de 3,820 m do nivel do mar dependendo

das temperaturas locais (Bargues et al., 2021; Bennema et al., 2017).

2.3 ASPECTOS CLINICOS

A patogenia e os sinais clinicos da fasciolose dependem da carga parasitaria,
da resposta imune do hospedeiro e, principalmente, da fase de desenvolvimento do
parasito. O periodo de incubacéo pode variar de dias a meses, e é classificado em
duas fases: aguda e cronica (Siles-Lucas et al., 2021; Mas-Coma et al., 1997).

A fase aguda ocorre apOs a ingestdo das metacercarias com duracao
aproximada de dois a quatro meses. E caracterizada pela migracéo das formas jovens
de F. hepatica, que penetram a parede intestinal, alcangcam o peritbnio e migram pelo
parénquima hepatico até atingirem os ductos biliares (Mas-Coma et al., 2019).
Durante essa fase, o individuo parasitado pode apresentar diferentes sinais clinicos,
como febre, dor abdominal intensa, falta de apetite e diarreia (Mas- Coma et al., 2019;
Harrington et al., 2017).

Em ovinos, a fasciolose pode se manifestar nas formas aguda e fase subaguda.

A fase aguda ocorre apos grande ingestdo de metacercéarias (acima de duas mil),
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resultando na migracédo intensa das formas jovens pelo parénquima e extensa
destruicdo tecidual por um periodo de duas a seis semanas (Amarante et al., 2014,
Fiss et al., 2013; Taylor et al., 2022).

A fase subaguda, por sua vez, ocorre ap0s a ingestdo prolongada de
aproximadamente quinhentas a mil metacercarias e apresenta duracao de seis a dez
semanas. Nessa fase, enquanto algumas fasciola jovens alcancam os ductos biliares
para completar o ciclo, outras ainda permanecem migrando pelo parénquima hepatico,
ocasionado les6es semelhantes as observadas na forma aguda. Clinicamente, os
ovinos podem apresentar perda de peso, palidez das mucosas, apatia, tremores
musculares e edema submandibular e ascite, sinais decorrentes de anemia e
hipoalbuminemia severas, podendo evoluir para a mortalidade (Amarante, 2014, Fiss
et al., 2013; Taylor et al., 2022).

A fase cronica da fasciolose manifesta-se apds meses ou anos de infeccao e
estd associada a modulacao da resposta imune do hospedeiro pelo parasito (Dalton
et al., 2013; Taylor et al., 2022). Nessa fase, os exemplares adultos de F. hepatica
localizam-se nos ductos biliares, promovendo inflamacao e hiperplasia dos ductos, o
gue resulta em colangite e colecistite. Trata- se da forma mais comum da doenca
podendo ser assintomatica ou apresentar sinais clinicos como anemia, ictericia, perda
de peso e queda na produtividade (Siles-Lucas et al., 2021).

Dessa forma, tanto a migracdo das formas jovens quanto a presenca dos
helmintos adultos nos ductos biliares ocasionam lesées mecéanicas decorrentes da
destruicdo tecidual, caracterizadas por hiperplasia e calcificacdo dos ductos, amém
de diferentes graus de fibrose, resultantes do processo de reparacéo tecidual. Essas
alteracdes culminam na condenacédo do figado no momento do abate dos animais
(Martins; Sperandio, 2024).

2.4 FASCIOLOSE EM HUMANOS

A fasciolose é uma importante zoonose transmitida por alimentos e considerada
altamente negligenciada (WHO; 2020). Os humanos séo considerados hospedeiros
acidentais, e a populagéo em risco € composta, em geral, por pessoas que vivem em
areas endémicas para fasciolose humana, sendo alguns fatores predisponentes como
as condicdes climaticas adequadas, a presenca de caramujos no ambiente, o

compartiihamento de fontes de agua com animais e habitos alimentares como o
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consumo de vegetais e verduras, como o agrido, contaminados com as metacercarias
(Mas-Coma; Bargues, 1997; Robinson; Dalton, 2009).

Assim como nos animais, em humanos a doenca decorre das lesdes
resultantes da migracao das fasciolas jovens e pela presencga persistente do helminto
adulto no sistema biliar. O trematdédeo adulto pode sobreviver até 10 anos nos ductos
biliares, resultando em colangite cronica e fibrose (Hughes et al., 2020). Em alguns
casos, 0 acumulo do parasito pode gerar colestase, acompanhada de processos
inflamatorios e risco de sepse biliar (Hughes et al., 2020; Lefryekh et al., 2017; Mas-
Comas et al., 2019).

Durante a fase migratéria, podem ocorrer localiza¢des aberrantes em diversos
orgaos, como o tecido subcutaneo, coragdo, cérebro, pulmdes, pancreas, baco, olhos
e musculos. Em casos raros, 0 hospedeiro pode apresentar sintomas neurol6gicos
como cefaleia, hemorragia subdural e hemorragia intracerebral (Hughes et al., 2020).

No Brasil, a notificacdo ndo é obrigatdria e a fasciolose é considerado uma
doenca subdiagnosticada. Entre 1950 e 2016, apenas 48 casos de fasciolose em
humanos foram diagnosticados, dos quais 21 (43.7%) ocorreram na regidao Sul do
pais. (Pritsch; Molento, 2018). Em 2019, foi relatado o primeiro caso de fasciolose em
humanos em Santa Catarina, no municipio de Balneario Picarras, uma area com alta
prevaléncia da doenca em animais (Pritsch et al., 2019).

E uma doenca pouco conhecida pelos profissionais da salde e, por ndo gerar
sinais patognomonicos, sendo frequentemente assintomatica ou oligossintomética, o
diagnéstico torna-se dificil (Mas-Coma et al., 2005; Pritsch; Molento, 2018). A
prevencao e controle dessa zoonose baseiam-se no manejo de gastropodes em areas
de cultivo de plantas aquéticas em zonas endémicas, na higienizacdo rigorosa de
vegetais frescos, consumo de agua potavel e na atuacdo da vigilancia ambiental (Mas-
Coma et al., 2005; Pritsch et al., 2019).

2.5 DIAGNOSTICO

O diagnéstico da fasciolose pode ser realizado por diferentes técnicas,
incluindo métodos diretos e indiretos. O quadro clinico pode auxiliar, especialmente
em areas endémicas; no entanto, o diagnéstico baseado somente na apresentacéo
clinica é propenso a erros devido a falta de sinais patognomonicos. Portanto, o

diagnodstico ideal envolve a associacdo do historico do individuo das condicoes

26



28

ambientais (presenca do caramujo e acesso a pastagens alagadas) com exames
laboratoriais para confirmacéo (Mas Coma et al., 2014, Siles-Lucas et al., 2021).

Os métodos diretos consistem na pesquisa e visualizacdo de ovos nas fezes
por microscopia, podendo ser realizados pela técnica de sedimentacgdo ou pela técnica
dos quatro tamises (Hoffman et al., 1934; Girdo; Ueno, 1985). Godinho et al., 2024
demonstraram que a técnica dos quatros tamises apresenta maior sensibilidade e
atribuiram a menor eficiéncia da sedimentacéo ao fato de que apenas uma pequena
fracdo do sedimento é analisada.

Essa limitacdo também pode estar relacionada a eliminacao irregular dos ovos
nas fezes e da deteccao restringir-se a fase crénica, quando o animal j4 se encontra
parasitado por formas adultas produtoras de ovos (Siles-Lucas et al., 2021; Valero et
al., 2009). Nesse contexto, estratégias para aprimorar a sensibilidade, inclui o uso do
dobro do volume de fezes recomendado e a aplicacdo de azul de metileno 1% o que
facilita a leitura ao evidenciar os ovos com coloracdo amarelada em contraste com o
sedimento azul (Calvani et al., 2018; Japa et al., 2020)

As técnicas coproparasitologicas nao permitem estabelecer correlacdo entre a
carga parasitaria e a contagem de ovos nas fezes (Kahl et al., 2023). E importante
ressaltar que, apos o tratamento e morte das fasciolas adultas, os ovos podem ser
encontrados nas fezes por algumas semanas, pois permanecem armazenados na
vesicula biliar, fornecendo um falso-positivo (Fairweather et al., 2011; Sargison et al.,
2012).

A morfometria constitui um critério classico no diagndstico direto, razédo pela
qual é fundamental atualizar as descricdes morfologicas dos ovos e relatar a presenca
de novas estruturas. Nesse sentido, Loginova et al., (2024), ao estudarem renas de
zooldgicos e populagbes selvagens, identificaram em ovos de F. hepatica um
apéndice abopercular medindo entre 10 e 18 um, facilmente perdida durante o
processamento. Além da presenca de uma protuberancia e de um espessamento da
casca no polo abopercular, que pode atingir até trés vezes a espessura considerada
normal.

Por sua vez, Valero et al.,, (2009) demonstraram que o hospedeiro exerce
influéncia sobre o tamanho dos ovos, sendo aqueles provenientes de infeccdes
humanos em geral, maiores do que os observados em bovinos, ovinos e suinos. Os

autores também relataram a ocorréncia de rugosidades no polo abopercular,
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entretanto ndo € patognomonica. Dessa forma, o diagndstico coproparasitolégico ndo
deve basear-se na analise de poucos ovos ou em caracteristicas isoladas, como o
tamanho, sendo imprescindivel considerar o contexto epidemioldgico.

E importante destacar que os avancos dos métodos moleculares permitiram a
identificacdo de espécies, hibridos e formas partenogenéticas, além do
monitoramento da resisténcia (Ali et al., 2025; Charlie et al., 2013).

O diagndstico post mortem € possivel por meio dos achados durante a inspecéo
em abatedouros, momento em que todos os 6rgdos e tecidos sdo examinados
imediatamente apds o abate. Na inspecéo do figado, realizam-se cortes nos ductos
biliares, permitindo observar parasitos adultos, o que leva ao descarte e condenacao
do 6rgdo. Também é feita a avaliacdo macroscopica do figado e, mesmo na auséncia
do parasito, 6rgaos que apresentam lesbes compativeis com fasciolose, como fibrose
e calcificacdo dos ductos biliar, sdo condenados (Brasil, 2020).

Como diagnéstico indireto, podem ser utilizados testes sorolégicos com o
objetivo de detectar anticorpos circulantes (Espino; Finlay, 1994). Esses testes
detectam a Imunoglobulina G (IgG) anti-F. Hepatica, permitindo o diagnéstico na fase
pré-patente, podendo ser empregado soro ou o leite do animal (Charlie et al., 2007;
Graham-Brown et al., 2019). Como os niveis de IgG podem persistir por 2 a 4 semanas
e até 8 meses apos o tratamento, essa técnica ndo diferencia infec¢éo ativa de inativa
(Graham-Brown et al., 2019; Salimi-Bejestani et al., 2008).

Os testes sorologicos sdo fundamentais para triagem e utilizados
principalmente em estudos epidemiolégicos, como 0 ensaio de imunoabsorcao
enzimatica (ELISA) (Charlier et al., 2008; 2014). O ELISA indireto permite a detecgao
de anticorpos contra F. hepatica e existem kits comerciais disponiveis para uso em
diagnéstico veterinario, conforme revisdes bibliogréaficas recentes (Rufino-Moya et al.,
2024)

E importante destacar, o desenvolvimento de técnicas diretas baseada em
ELISA para a identificacdo de coproantigenos. Embora utilizem metodologia
imunoldgica, esses testes sdo considerados métodos diretos, um que vez que
detectam produtos excretérios e secretérios liberados pelos helmintos adultos no
hospedeiro. Esses antigenos sdo capazes de desencadear respostas imunoldgicas,

permitindo a detecgéo de anticorpos nas fezes (Lalor et al., 2021). Nos ultimos anos,
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diversos estudos tém avaliado a aplicacdo de técnicas de ELISA para identificacdo

desses coproantigenos (Kelley et al., 2021).

2.6 TRATAMENTO E CONTROLE

O tratamento consiste no uso de drogas anti-helminticas com atividade
terapéutica. Atualmente, existem compostos disponiveis comercialmente
pertencentes ao grupo dos benzimidazois, como albendazol (ABDZ) e o triclabendazol
(TCBZ); dos fenois halogenados, como nitroxinil (NTXL); das salicilanilidas, como o
closantel (CLS), a oxilozanida e a rafoxanida; e das sulfonamidas, o clorsulon (Castro-
Hermida et al., 2021)

Todas essas drogas séo eficazes contra as formas adultas ou formas jovens
da F. hepatica, somente o TCBZ é efetivo tanto contra as formas adultas quanto contra
formas imaturas, com acéo a partir de 2 dias ap0s a infeccao (Boray et al., 1983). O
TCBZ é o farmaco mais amplamente utilizado no tratamento de fasciolose animal
(Caravedo; Cabada, 2020), além de ser a droga recomendada para o tratamento de
fasciolose humana (WHO, 2007). Cabe destacar, ainda, que a associacao de NTXL
com clorsulon apresenta atividade adicional contra as formas imaturas (Kelley et al.,
2016).

O controle da fasciolose por meio do uso exclusivo de TCBZ favoreceu o
surgimento de casos de resisténcia, tanto em animais (Fairweather et al., 2020; Kelley
et al., 2016) quanto em humanos (Cabada et al., 2016; Ramadan et al., 2019).
Informacdes adicionais sobre os relatos de resisténcia serdo apresentados a seguir.

Diante desse cenario, surge a necessidade de adocdo de outros métodos de
controle. O controle da fasciolose em paises endémicos deve focar na mitigacdo dos
fatores de risco associados a enfermidade (Caravedo; Cabada, 2020).

O manejo adequado do pastoreio pode contribuir para a reducao da exposicao
dos animais ao helminto, por meio do isolamento de areas de risco associada a
presenca de caramujos e a potencial contaminac¢ao, como riachos e locais alagados.
O fornecimento de agua tratada em bebedouros, também constitui uma medida
importante para prevenir infeccbes e reinfecgcbes (Mas-Coma, 2005; Knubben-
Schweizer et al., 2010). A drenagem de corpos d agua é indicada, embora de dificil
implementagcdo em areas endémicas (Caravedo; Cabada, 2020). No Brasil, a
drenagem de areas umidas é considerada ilegal por resultar na degradacdo ou
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destruicdo do ecossistema ou de suas fun¢des hidricas e ecoldgicas. Intervencdes em
areas de preservacdo permanente ao redor de cursos d’agua e nascentes séo
vedadas, e sendo admitidas apenas mediante autorizacdo e licenciamento dos 6rgéos
ambientais de acordo com o Cadigo Florestal Brasileiro (Brasil, 2012).

Estratégias de controle de caramujos por meio de agentes quimicos, 0s
moluscicidas, geram graves impactos ambientais adversos (Howell; Williams, 2020).
Como alternativa, pode-se utilizar a introdugcdo de predadores, como aves
anseriformes e peixes, que atuam como controles biolégicos ingerindo os gastropodes
(Rai et al., 1996).

E importante ressaltar que a auséncia de fiscalizac&o e vigilancia por parte dos
orgdos componentes no transporte de animais entre regides endémicas e livres,
contribui para a disseminacdo da zoonose (Freitas et al., 2014). Deve-se enfatizar,
também que animais recém-adquiridos, destinados a introducdo nas propriedades,
devem ser submetidos a exames sorologicos ou coproparasitologicos para deteccéo
da fasciolose, além de permanecerem em quarentena e/ou receberem tratamento
adequado, a fim de, reduzir o risco de transmisséo da doenca (Howell; Wlliams, 2020;
Kelley et al., 2021). Portanto, a combinac&do dessas técnicas de controle com 0 uso
de estratégico de anti-helminticos durante a primavera, que apresenta condi¢cdes
ambientais adequadas para o desenvolvimento dos hospedeiros intermediarios,
prevenindo o ciclo; geralmente tém se mostrado eficazes no controle da enfermidade
(Sargison, 2012).

2.7 RESISTENCIA ANTI-HELMINTICA

Nas ultimas duas décadas, surgiram relatos crescentes de resisténcias aos
anti-helminticos, gerando um cenéario atual de preocupacao. Acredita-se que alguns
fatores tenham favorecido o surgimento dessa resisténcia, Como 0 uUso excessivo e
prolongado de TCBZ, devido a sua agdo contra todas as fases do parasito; a alta
pressdo de infeccdo ambiental decorrente de manejo inadequado e estratégias de
tratamentos ndo baseadas em diagnoésticos (Fairweather et al., 2020; Kelley et al.,
2016).

O primeiro relato de resisténcia do TCBZ, um farmaco que foi introduzido nos
anos 1980, ocorreu na Australia em 1995. Desde entéo, foram registrados casos em

diversos paises da Europa, Africa e América do Sul, tanto em ovinos quanto em
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bovinos (Alvarez-Sanchez et al., 2006; Brockwell et al., 2014; Elliott et al., 2015;
Fairweather et al., 2020; Gordon et al., 2012; Kelley et al., 2016, 2020; Larroza et al.,
2023; Mitchell et al., 1998; Moll et al., 2000; Olaechea et al., 2011; Ortiz et al., 2013,
Overend; Bowen, 1995; Romero et al., 2019). Casos de falha terapéutica do TCBZ em
humanos séo raros, mas preocupantes pois indicam que a resisténcia nao se limita a
pecuaria (Cabada et al., 2016; Gil et al., 2014; Winkelhagen et al., 2012; Ramadan et
al., 2019). Um estudo recente evidenciou que casos de fasciolose humana resistente
ao TCBZ possuem origem zoonética, estando associados a circulacdo de parasitos
resistentes em reservatorios animais tratados repetidamente (Kumar et al., 2025).

Relatos de resisténcia do ABDZ foram registrados na Argentina, Espanha e
Suécia (Alvarez-Sanchez et al., 2006; Martinez-Valladares et al., 2014; Novobilsky et
al., 2012, 2016; Robles-Pérez et al., 2014; Sanabria et al., 2013). Registros de
resisténcia de CLS séo raros, mas foram descritos em ovinos na regido da Suécia
(Novobilsky; Hoglund, 2015).

No Brasil, foi registrado no municipio de Almirante Tamandaré, estado do
Parana, em 2008, baixa eficacia do TCBZ em ovinos e caprinos, mesmo sem histérico
prévio de uso do medicamente na fazenda (Oliveira et al., 2008). Chryssafidis et al.
(2023), na regido do Planalto Serrano, em Santa Catarina, demonstraram isolados
resistentes ao Triclabendazol com Fenbendazol, nas cidades de Capéao Alto e Lages,
além de resisténcia indeterminada ao ABDZ e ao NTXL.

O mecanismo de acdo dos fenois halogenados, como o NTXL, e das
salicilanilidas, como o CLS, a oxilozanida e a rafoxanida, consiste no desacoplamento
da fosforilacdo oxidativa na membrana mitocondrial. J& as sulfonamidas, como o
clorsulon, inibem enzimas envolvidas na glicolise (Fairweather; Boray, 1999; Mckellar;
Kinabo, 1991). Os benzimidazois, como o0 ABDZ e o TCBZ, atuam como inibidores da
tubulina do trematddeo, inibindo a formacdo de microtubulos, os quais se tornam
incapazes de transportar granulos secretores ou secretar enzimas no citoplasma
celular, resultando em lise celular (Lacey, 1990).

Fairweather et al. (2020) descrevem que a resisténcia € multifatorial e citam
trés possiveis mecanismos de resisténcia ao TCBZ: altera¢des na ligacdo a tubulina,
alteracbes na absorcdo do farmaco e modificagdo do metabolismo do farmaco. E

importante diferenciar a falta de eficacia anti-helmintica da resisténcia. A falta de
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eficacia ocorre devido a subdosagem, falha na administracdo ou armazenamento
inadequado (Sargison, 2012).

Diante desse cenario, o diagndstico da resisténcia anti-helmintica ou da
reducdo da eficacia, torna-se essencial. Podem ser utilizados testes in vivo ou in vitro
para esse diagnéstico. Como testes in vivo, destaca-se o teste de reducdo na
contagem de ovos nas fezes (TRCOF) e como teste padrao ouro o teste de eficacia
controlada (CET). Como teste in vitro, utiliza-se o teste de desenvolvimento e ecloséo
dos ovos (TDEO) (Burden et al., 2024; Canevari et al., 2013; Ceballos et al., 2019;
Coles et al., 2006; Chryssafidis et al., 2015; 2023; Fortes; Molento, 2013; Fairweather,
2011; 2020).

2.8 FLUOPSINAC

Devido ao frequente aumento de relatos de resisténcia, novas alternativas ao
tratamento da fasciolose tém sido investigadas como a FpC. Trata-se de um
metabdlito secundario descoberto por Egawa et al. (1970), extraido de culturas de
Pseudomonas MCRL 10107. Inicialmente foi denominada como antibiético YC 73,
posteriormente antibiético B1 (Del Rio et al., 1972) ou composto antibidtico
organocuprico (Oliveira et al., 2016).

Atualmente, sé@o descritas varias espécies do género Pseudomonas spp. e uma
espécie de Streptomyces como produtoras desse metabdlito na presenca de cobre
(Afonso et al., 2022; Gionco et al., 2017; Miyamura et al., 1972; Otuska et al.,1972;
Pistori et al., 2018). A cepa Pseudomonas aeruginosa LV, isolado de lesdes de cancro
citrico no Parana, Brasil, € uma das mais estudadas (Afonso et al., 2022; Rampazo,
2004).

Essas bactérias, em ambientes com altos niveis de cobre, realizam
biorremediacao desse excesso intracelular produzindo FpC. Estudos demonstram que
ocorre uma reagao entre os ions de cobre e duas moléculas de sideroforo tioformina
(acido N-metiltioformo-hidroxamico), envolvido no transporte de ions de ferro na
membrana de algas, fungos e bactéria. A presenca do cobre intracelular gera a
hiperexpressdo de nove genes relacionados ao sistema de transporte de ions
metélicos, envolvidos no processo de lixiviagdo do cobre, para garantir a

sobrevivéncia da célula bacteriana, sendo que a producédo deste metabdlito confere
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vantagem competitiva frente a outros microrganismos (Afonso et al., 2022; Patteson
et al., 2021; Gionco et al., 2017).

O processo de obtencéo da FpC consiste no cultivo bacteriano em presenca de
cobre no meio de cultura. Apés o crescimento, o sobrenadante é separado por
centrifugacéo e filtracdo, e em seguida, extraido com solvente organico, como acetato
de etila, que retira os metabdlitos secundario da fase aquosa. O solvente é extraido
gerando um extrato bruto, o qual é posteriormente fracionado por cromatografia. A
otimizacdo do processo de purificagdo da FpC resultou na obtencdo de diferentes
fracBes semipurificadas contendo FpC associada a outros metabdlitos: F3 (Cardozo
et al., 2013; Lopes et al., 2012; Oliveira et al., 2011; Vasconcellos et al., 2014), F3d
(Oliveira et al., 2016; Kerbauy et al., 2016) e F4A (Munhoz et al., 2017; Navarro et al.,
2020; Pistori et al., 2018).

A fracdo F3 contém FpC como composto ativo, embora ainda constitua uma
mistura com outros metabdlitos de acdo promissora contra fitopatdégenos,
especialmente bactérias do género Xanthomonas (Lopes et al., 2012; Oliveira et al.,
2011; Vasconcellos et al., 2014). A subfracdo mais potente é a F3d, que apresenta
em sua composicao fenazina-1-carboxamida e 30% de FpC (Afonso et al., 2022;
Oliveira et al., 2016). Kerbauy et al (2016) demonstraram que a FpC é responsavel
pela atividade antimicrobiana da fracdo F3d, enquanto a fenazina ndo apresentou
efeito. JA a fracdo F4A, obtida por cromatografia liqguida a vacuo, contém
aproximadamente 25% de FpC associada a fenazina, com efeitos semelhantes ao
observados para o composto puro (Afonso et al., 2022).

No geral os metabdlitos produzidos pela P. aeruginosa LV apresentam
atividades antimicrobiana (Afonso et al., 2024; Cardozo et al., 2013; Egawa et al.,
1970; Gois et al., 2013; Kerbauy et al., 2016; Navarro et al., 2019; Navarro et al., 2020;
Oliveira et al., 2016; Del Rio et al., 1972), atividade antifangica (Hedman et al., 2004),
atividade antineoplasica (Lima et al., 2022; Ma et al., 2013; Miyamura et al., 1972) e
atividade antifitopatogénica (Lopes et al., 2012; Munhoz et al., 2017; Oliveira et al.,
2011; Oliveira et al., 2016; Pistori et al., 2018; Vasconcellos et al., 2014).

O mecanismo de ag¢do da FpC ainda ndo esta totalmente elucidado, mas
estudos sugerem que atua sobre as membranas celulares, gerando alteracdes
morfolégicas e aumento na permeabilidade (Afonso et al., 2022; Navarro et al., 2020;
Oliveira et al., 2016; Ma et al., 2013). Os efeitos citotéxicos da molécula s&o pouco
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estudados, assim como sua farmacologia e farmacodinamica, mas trabalhos apontam
moderada hepatotoxicidade e baixa nefrotoxicidade (Sharma, 2020; Navarro et al.,
2019; Ma et al., 2013).

2.9 TESTE DE DESENVOLVIMENTO E ECLOSAO DE OVOS (TDEO)

A padronizacdo do TDEO iniciou-se com Chryssafidis et al. (2015), que
avaliaram a capacidade de desenvolvimento embrionéario e eclosdo dos ovos de F.
hepatica em diferentes condi¢gdes. As amostras de ovos foram obtidas diretamente de
helmintos adultos, coletados de bovinos naturalmente infectados em abatedouros
(Dalton et al.,, 1996; Hanna et al., 2006). Esses ovos coletados transferidos em
recipientes totalmente cobertos evitando qualquer exposi¢cdo a luminosidade, que
pode interferir na ecloséo (Dalton et al., 1996; Hanna et al., 2006). Foram incubados
em diferentes temperaturas, 22C e 27°C, a primeira representando condices amenas
e a segunda condi¢des 6timas (Hanna et al., 2006). Periodo de incubacé&o variou de
7 a 18 dias para identificar o intervalo ideal.

A estimulacao da eclosao induzida por choque térmico por adicdo de agua fria
(6 a 8°C) e exposicdo continua a luz branca por 24 h, em temperatura ambiente.
(Dalton et al., 1996; Robles-Pérez et al., 2014). Como resultados, a incubacgéo a 27°C
com 15 dias de incubacédo resultou em desenvolvimento e eclosédo superior. Estudo
recente, corrobora esses resultados, que padronizou o TDEO para avaliacdo da
atividade ovicida (AO) de farmacos comerciais, com incubacédo por 28 dias a 27°C
(Chryssafidis et al., 2023). Esse protocolo permite a avaliacdo simultanea de

diferentes farmacos a partir de um Unico animal infectado.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a concentracdo minima ovicida (CMO) da Fluopsina C, utilizando

o teste de desenvolvimento e ecloséo de ovos (TDEO) de Fasciola hepatica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Coletar amostras de bile de bovinos naturalmente infectados por F. hepatica

no momento do abate.

Realizar o TDEO, com diferentes concentragcbes de FpC previamente

estabelecidas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 COLETA DAS AMOSTRAS

Foram coletadas 25 amostras de bile de bovinos naturalmente infectados por
fasciolose, provenientes de um abatedouro localizado no municipio de Pouso
Redondo, no estado de Santa Catarina, Brasil, entre marco e julho de 2025. O
estabelecimento encontra-se sob SIF, e a identificagdo dos animais positivos foi
realizada por inspec¢do macroscopica dos figados, conduzida pelo médico veterinério
responsavel pelo abate, e por meio da visualizacédo dos vermes adultos apds a incisao
dos ductos biliares.

Apos a confirmacéo da positividade, a bile era coletada em frascos de vidro,
devidamente identificados com o niumero completo do brinco do respectivo animal. As
amostras foram acondicionadas em caixas térmicas, e transportadas ao Laboratério
de Parasitologia e Doencas Parasitarias do Centro de Ciéncias Agroveterinarias da
Universidade Estadual de Santa Catarina (LAPAR-CAV-UDESC). No laboratério, as
amostras foram armazenadas sob refrigeracdo a 4 °C até a realizacao das analises.
Os dados referentes aos animais positivos, registrados no Sistema de Gestdo da
Defesa Agropecuaria Catarinense (SIGEN), foram consultados para determinar a
origem e movimentacdo dos animais por meio do Sistema de Identificacdo e
Certificacdo de Bovinos e Bubalinos (SISBOV) possibilitando a caracterizacdo do
isolado por localizagdo geogréfica.

4.2 ISOLAMENTO DOS OVOS DE F. HEPATICA

Os ovos de F. hepatica foram isolados e quantificados por meio de uma
modificacdo do método de sedimentacao (Chryssafidis et al., 2023). Para isso, a bile
foi distribuida em frascos conicos de vidro de 500 mL, na proporcao de 1:5 (100 mL
de bile para 400 mL de agua) (Figura 4). O namero de frascos variou de acordo com
o volume bile disponivel. O material foi mantido em repouso por 10 min, seguido do
descarte do sobrenadante por eversao cuidadosa, preservando-se no minimo 100 mL
do pellet formado no fundo. Esse processo foi repetido duas vezes, podendo ser

realizada uma terceira repeticdo para maior eficiéncia.
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Figura 4. A) A bile de animais positivos coletada no momento da inspecao post
mortem em frasco de vidro com tampa e devidamente identificado com o nimero do
brinco do bovino; B) O contetdo biliar distribuido em frascos conicos de 500 mL diluido
em agua, na propor¢ao 1:5 mantido em repouso por 10 min

Fonte: Prépria autora (2025).

Na ultima etapa, preservou-se no minimo 25 mL de pellet, os quais foram
transferidos para tubos de centrifuga de polietileno de 50 mL. Os tubos eram pesados
e balenceados com agua destilada, e centrifugados por 10 min a 465 x g (1500 rpm,
centrifuga modelo KC8, Kindly). O sobrenadante foi descartado e os pellets
resultantes foram reunidos em um Unico tubo com auxilio de pipeta de Pasteur. O
procedimento foi realizado duas vezes. Uma nova centrifugagcdo, nas mesmas
condicgdes, foi realizada e, em seguida, o sobrenadante foi todo descartado, sendo o
volume final corrigido com agua destilada até atingir 5 ou 10 ml, conforme a turbidez
da amostra (Figura 5).
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Figura 5. Isolamento dos ovos de Fasciola hepatica: (A) Sedimento final
contendo o0s ovos, apos as centrifugacdes e descarte do sobrenadante (B) Sedimento
final sendo ressuspendido com 4gua destilada até 5 mL para a quantificagdo no
microscoépio das trés aliquotas da amostra.

Fonte: Prépria autora (2025).

Para a quantificacdo dos ovos, a amostra foi homogeneizada e trés aliquotas
de 100 pL foram examinadas em laminas de microscopia sob microscopio éptico em
aumento de 40X (objetiva de 4X, Primostar 1, Zeiss, Alemanha (Figura 6). O nimero
médio de ovos foi calculado pela quantificacdo de trés aliquotas, considerando o
volume total restante no tubo, sendo 5 ou 10 ml (Chryssafidis et al., 2023).
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Figura 6. Quantificacdo dos ovos das trés aliquotas da amostra sob microscopio
Optico com aumento 40x (objetiva de 4x), utilizando um contador de células para

registro, calculando o nimero médio de ovos no volume final.

Fonte: Prépria autora (2025).

4.3 TESTE DE DESENVOLVIMENTO E ECLOSAO DE OVOS (TDEO) E

AVALIACAO DA ATIVIDADE OVICIDA (AO)

O TDEO foi conduzido de acordo com Chryssafidis et al. (2023). Cada amostra
foi dividida em sete grupos: Controle (dgua destilada), FpC 0,25 ug/mL, 0,50 pg/mL,
1,00 pg/mL, 2,00 pg/mL, 4,00 uyg/mL e 8,00 ug/mL. Os testes foram realizados em
triplicata, em recipientes de polietileno de 80 mL com tampa, totalizando 21 recipientes
por amostra.

Essas concentracfes foram estabelecidas com o objetivo de determinar a CMO.

Em teste preliminar, observou-se efeito ovicida em concentragfes elevadas de 5,00 e
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20,00 pg/mL, indicando atividade biolégica do composto (Chryssafidis, comunicacao
pessoal). A partir desse resultado, foi delineada uma faixa inferior de concentracfes
organizadas em diluicdo seriada binaria, permitindo a avaliacdo da relacdo dose e
efeito, com identificacdo da menor concentragédo capaz de promover efeito ovicida
significativo.

A molécula de FpC, obtida de colonias da cepa LV de P. aeruginosa no
Laboratdrio de Ecologia Microbiana da Universidade Estadual de Londrina, foi diluida
em Dimetilsulféxido 100% (DMSO) até as concentracdes utilizadas. Em cada
recipiente, foram adicionados 20 mL da solucdo correspondente ou agua destilada
(grupo controle), juntamente com 100 pL da amostra contendo aproximadamente 400
ovos de F. hepatica.

As amostras foram incubadas a 27° C por 28 dias, em auséncia de luz. Apés
esse periodo os frascos foram expostos a luz artificial por 24 h, utilizando lampadas
LED de 9W brancas posicionadas a cerca de 20 cm de distancia para estimular a

eclosao dos ovos (Chryssafidis et al., 2023) (Figura 7).

Figura 7. A) Amostras de ovos de Fasciola hepatica acondicionados em coletores
universais incubados em estufa por 28 dias, a 27°C, sem iluminagéo; B) Amostras de
ovos de Fasciola hepatica acondicionados em coletores universais abertos sob luz,

por 24 h para eclosédo dos miracidios.

Fonte: Prépria autora (2025).

Em seguida, parte do sobrenadante foi descartada por eversao, e os frascos foram
examinados sob estereomicroscopio (Stemi 305, Zeiss, Alemanha). Os ovos foram
examinados aleatoriamente e classificados em trés categorias: “ndo desenvolvidos”,

“‘embrionados” ou “eclodidos”, sendo contados até atingirem um minimo de 100 por
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amostra, utilizando-se um contador de células para registro (Chryssafidis et al., 2015)
(Figura 8).

Figura 8. Fases dos ovos de Fasciola hepatica observadas nos controles
negativos com agua destilada: (A) ovo ndo embrionado (B) ovo embrionado contendo

o miracidio (ponta da seta) e ovo eclodido (seta).
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Fonte: Prépria autora (2025).

Para cada repeticdo, foi aferido o percentual de desenvolvimento, sendo
calculada entdo a média entre as triplicatas. O grau de AO foi expresso em percentual

pela somatoria dos ovos embrionados e eclodidos utilizando a seguinte férmula:

% ovos controle — % ovos tratados

Atividade Ovicida = X 100

% ovos controle

O percentual de desenvolvimento de cada grupo foi comparado ao respectivo
controle, obtendo-se o valor de AO para cada concentracdo de FpC (Canevari et al.,
2014; Chryssafidis et al., 2024).

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram organizados em planilhas no software Excel® 2019 e
analisados no programa estatistico Jamovi (verséo 2.6.26.0) e formulacdo de grafico
com Prism 5. A normalidade foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Em seguida,
aplicou-se andlise de variancia (ANOVA) para comparar a AO entre 0s grupos de
tratamento. Para identificar diferencas significativas entre os tratamentos e o grupo
controle, utilizou-se o Teste de Tukey. Diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS

Das 25 amostras coletadas, 20 foram utilizadas, seguindo o critério de incluséo

43

de conter pelo menos 5.000 ovos por amostras. Os valores das AO das concentracoes

de FpC testadas estao na Tabela 1.

Tabela 1. Valores da Atividade Ovicida (%) das 20 amostras testadas com as
concentracgoes de 0,25, 0,50, 1,00, 2,00, 4,00 e 8,00 ug/mL de Fluopsina C.

CONCENTRACAO DE FLUOPSINA C

AMOSTRA 0,25ug/mL 0,50ug/mL 1,00ug/mL 2,00ug/mL 4,00ug/mL 8,00ug/mL
1 12,59 15,38 95,73 98,69 100,00 100,00
2 27,92 69,30 92,08 97,36 99,63 100,00
3 11,70 3,40 64,15 100,00 97,74 99,25
4 24,40 69,07 83,85 95,53 97,94 100,00
5 10,18 32,00 78,91 99,27 99,27 100,00
6 17,86 7,14 87,50 86,79 97,50 100,00
7 9,82 9,12 23,86 81,05 25,26 100,00
8 42,11 48,50 49,25 62,41 97,74 98,12
9 - 42,48 92,11 44,74 96,24 99,62
10 32,88 0,00 25,76 68,14 100,00 100,00
11 3,73 18,64 96,61 100,00 97,97 98,98
12 1,99 56,18 88,84 97,21 95,62 99,6
13 43,7 56,3 87,4 97,64 98,82 99,21
14 -1,49 33,46 94,05 96,65 98,14 97,40
15 48,79 100,00 100,00 99,19 100,00 98,79
16 0,49 20,39 44,17 89,81 98,06 99,03
17 -3,11 63,81 92,61 100,00 100,00 100,00
18 43,02 50,00 89,92 97,29 74,42 100,00
19 9,13 48,41 25,79 78,97 98,81 100,00
20 -3,59 8,37 74,90 99,60 98,80 99,60

Fonte: Prépria autora (2025).
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A concentracdo 0,25 ug/mL contém uma amostra a menos, pois ocorreu uma
falha na homogeneizacdo no momento do preparo do TDEO, sem ovos o suficiente
no momento da quantificagao e classificacdo dos ovos.

O percentual médio de desenvolvimento embrionério e eclosdo, bem como os
valores da AO da FpC em diferentes concentracdes estdo expressas na Tabela 2.
Observou-se que a AO foi dose-dependente, com reducdo progressiva de ovos

embrionados e eclodidos, & medida que a concentracéo de FpC aumentava

Tabela 2. Percentual médio de ovos desenvolvidos e da Atividade Ovicida (AO)
da Fluopsina C em diferentes concentragdes.
Grupos (n/total) * TDEO AO
(média £ DP) (média + DP)
88,88 + 7,352 -

Controle (20/20)

FpC 0,25 pg/mL (19/20)
FpC 0,50 pg/mL (20/20)
FpC 1,00 pg/mL (20/20)
FpC 2,00 pg/mL (20/20)
FpC 4,00 pg/mL (20/20)

72,82 +15,69°
55,65 + 25,59¢
22,62 + 23,384
9,40 + 13,79¢
5,87 +16,04¢
0,45 + 0,64¢

17,91 + 17,46°
38,91 + 26,91°
74,37 + 25,944
89,52 + 15,26¢
93,60 + 17,00¢
99,48 + 0,72¢

FpC 8,00 pg/mL (20/20)

Fonte: Prépria autora (2025).
Em cada grupo, valores com letras diferentes séo estatisticamente diferentes (p>0,05).
TDEO, teste de desenvolvimento e eclosdo dos ovos; AO, atividade ovicida, DP, desvio padrao.
* O valor indica o nimero de amostras em cada categoria sobre o total de amostras avaliadas.

A andlise estatistica por ANOVA seguida do teste post-hoc de Tukey revelou
gue todas as concentracdes de FpC (0,25 a 8,00 ug/mL) difeririam significativamente
do grupo controle com p<0,001. Isso confirma que a molécula exerceu efeito ovicida
relevante em todas as doses testadas. A partir da concentragéo 2 uyg/mL, ndo ha mais
diferencas significativas entre os grupos (2,00, 4,00 e 8,00 ug/mL), demonstrando uma
estabilizacao do efeito.

O grafico 1 evidencia a presenca de outliers principalmente nas concentracdes
intermediarios de FpC (2,00 4,00 e 8,00 pg/mL), refletindo a variabilidade na AO,
possivelmente por caracteristicas proprias do isolado. Valores extremos inferiores,
incluindo resultados negativos ou préoximo de zero, foram observados em baixas

concentragdes (0,25 e 1,00 pug/mL), indicando auséncia ou inconsisténcia do efeito
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ovicida nessas doses. Os valores negativos na concentracdo de 0,25 ug/mL
demonstram que os isolados tratados apresentaram desenvolvimento e eclosdo dos

oVvos, superior ao encontrado no controle negativo.

Grafico 1. Variacdo da Atividade Ovicida (%) de ovos de Fasciola hepatica

expostos a diferentes concentracdes de Fluopsina C
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Fonte: Prépria autora (2025).

Por meio dos brincos referentes aos animais positivos coletados, foi possivel
determinar a origem e movimentagcao dos animais possibilitando a caracterizagao do
isolado por localizacao geogréfica, como demonstrado no Quadro 1. Alguns animais

sdo associados a mais de uma regido geografica.
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Quadro 1.

Caracterizacao da origem geografica dos animais segundo municipio

e regiao.
Animal Cidade Regiéo
1 Monte Carlo Planalto Sul
Oeste*
Mesorregido Serrana*
2 Coronel Freitas Oeste
3 lomeré Meio Oeste
4 Erval Velho Meio Oeste
5 Lages Mesorregido Serrana
6 Sao Joao do Itaperiu Norte
7 Xavantina Oeste
8 Sao Joao do Itaperiu Norte
Mesorregido Serrana*
9 Alfredo Wagner Alto vale do Itajai
Mesorregido Serrana *
10 Cacapava do Sul Centro Sul (RS)
11 Cacapava do Sul Centro Sul (RS)
12 Lages Mesorregido Serrana
13 Irati Oeste
14 Lages Mesorregido Serrana
15 Trombudo Central Alto Vale do Itajai
16 Pouso Redondo Alto Vale do Itajai
Litoral Norte*
17 Taié Alto Vale do Itajai
Meio Oeste*
18 Braco do Trombudo Alto Vale do Itajai
Mesorregido Serrana*
19 Trombudo Central Alto Vale do Itajai
20 Braco do Trombudo Alto Vale do Itajai
Mesorregido Serrana *

Fonte: prépria autora (2025) *Regifes diferentes que o animal frequentou.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, foi demonstrado AO da FpC em diferentes concentracdes
sobre isolados de F. hepatica obtidos de bovinos naturalmente infectados. Destaca-
se como diferencial metodoldgico a utilizacao de 20 isolados de campo independentes
de F. hepatica, com maior representatividade biolégica. Os resultados indicaram que
a FpC promoveu reducédo na taxa de desenvolvimento embrionario e na ecloséo dos
ovos. A técnica in vitro empregada, o TDEO, possibilitou a avaliagdo da viabilidade,
do desenvolvimento embrionéario e da eclosdo dos ovos do helminto (Chryssafidis et
al., 2023).

Os testes in vitro como o TDEO, apresentam como vantagens serem mais
rapidos, econémicos e permitem avaliagdo simultanea de diferentes principios a partir
de um Unico animal. Anulam os efeitos causados pela interferéncia do hospedeiro no
estabelecimento da infeccdo parasitaria e sdo capazes de detectar alteracfes de
suscetibilidade mais precocemente (Demeler et al., 2012; Fortes; Molento, 2013).
Estudos compararam o teste in vitro de ecloséo dos ovos, com testes in vivo, TRCOF
e CET, e demonstraram que existe uma concordancia entre os resultados desses
testes para determinar a resisténcia de farmacos, , indicando sua confiabilidade na
determinacao de principios ativos fasciolicidas e de resisténcia (Ceballos et al., 2019;
Novobilsky et al., 2016).

No presente experimento, os ovos foram obtidos a partir da bile dos animais
infectados (Chryssafidis et al., 2023). Alternativamente, os ovos de F. hepatica podem
ser recuperados diretamente de helmintos adultos coletados de bovinos infectados
em abatedouros, técnica amplamente utilizada em estudos anteriores (Dalton et al.,
1996; Hanna et al., 2006; Chryssafidis et al., 2015) ou por meio da recuperagao dos
ovos das fezes (Robles-Péres et al., 2014). Os resultados do TDEO podem ser
influenciados pelo método de recuperacéo dos ovos, ja que a presenca de impurezas
pode diminuir as taxas de ecloséo (Robles-Perez et al., 2014)

Nas 20 amostras analisadas, foram coletados entre 6.166 e 327.400 ovos. Por
suavez, a coleta realizada diretamente a partir dos helmintos resultou na obtencéo de
40.000 a 70.000 ovos, provenientes de 14 a 34 F. hepatica (Chryssafidis et al., 2023).
A recuperacdo de ovos por meio da técnica de sedimentagdo da bile, apresentou

maior variabilidade, o que pode ser explicado pela eliminacéo irregular dos da vesicula
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biliar para o trato digestério, bem como pela dependéncia da presenca do helminto
adulto em atividade reprodutiva.

Ortegas-Vargas et al. (2025) avaliaram a viabilidade de ovos do helminto
obtidos de fezes e da vesicula biliar de ovinos experimentalmente infectados,
determinando a viabilidade por meio do ensaio de eclosdo e considerando como
viaveis 0os ovos embrionados ou eclodidos. Os autores demonstraram que 0vV0S
recuperados das fezes apresentaram viabilidade superior a 90%, enquanto aqueles
obtidos da vesicula biliar apresentaram valores inferiores a 40%. Em contraste, no
presente estudo, o grupo controle, apresentou um percentual médio de ovos
desenvolvidos de 88,88%, indicando uma viabilidade proxima a 90%. Os ovos
recuperados do material fecal apresentaram valores baixos, proximos a 300,
possivelmente em razao da liberacdo inconstante pelas fezes, o que indica sua baixa
aplicabilidade, embora essa técnica permita a utilizagcdo do TDEO em animais vivos.

Os resultados do presente estudo demonstram que a FpC apresenta uma acao
fasciolicida significativa sobre os ovos de F. hepatica, evidenciada pela redugao dose-
dependente do percentual de desenvolvimento, bem como pelo aumento progressivo
da AO. No grupo controle, o elevado percentual médio de ovos (Tabela 2) confirma a
viabilidade do TDEO. J4 na menor concentracdo avaliada (0,25 pg/mL) a FpC
promoveu reducao significativa do percentual de desenvolvimento, sugerindo alta
sensibilidade dos ovos & molécula.

Ocorreu aumente gradual da AO com a elevacao de FpC, com valores de AO
superiores a 70% a partir da concentracdo de 1 pg/mL. E por sua vez, a partir da
concentracdo 2,00 ug/mL, observou-se uma estabilizacédo do efeito ovicida, uma vez
gue nao houve diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos expostos a
2,00 4,00 e 8,00 pg/mL.

O valor CMO de 2 pg/mL encontrada no estudo € similar ao encontrado por
Navarro et al (2019), que determinou como concentracao inibitéria minima (MIC) e
concentracdo bactericida minima (MBC) valores proximos a 2,00 pg/mL de FpC
testada contra cepas multirresistentes de Staphylococcus aureus (MRSA),
Enterococcus faecium (VRE) e Klebsiella pneumoniae (KPC). A¢do antineoplasica
também foi descrita com concentragfes de 0,25 — 8,00umol/L diminuindo a viabilidade
de células tumorais humanas, enquanto a concentragéo de 2,00 umol/L FpC induziu
oncosis (Ma et al., 2013).
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Estudos in vivo em camundongo infectados por cepa KPC demonstraram
resultados terapéuticos em dose Unica intravenosa de 2,00 mg/kg ou com duas doses
de 1 mg/kg com 8h de intervalo, j& doses de 4,00 mg/kg gerou mortalidade. Em
estudos conduzidos com modelos de invertebrados com larvas de Tenebrio molitor, a
mortalidade de 20 a 42% das larvas foi observada em doses 0,25 — 0,50 pg/larva, ja
doses de 1,00 — 2,00 pg/larva mortalidade de todas as larvas. Doses baixas, de 0,06
- 0,12 pg/larva ndo apresentou efeito na mortalidade (Navarro et al., 2019).

E importante relatar o potencial das demais fracbes produzidas por
Pseudomonas no controle de diferentes patdégenos. Oliveira et al. (2011)
demonstraram que a fracdo F3, que contém FpC misturado a outros metabdlitos teve
uma capacidade de reducao em até 93,5% das lesdes de cancro citrico em laranjeiras,
com destruicdo do biofilme e a lise bacteriana.

Outra fracao estudada, a F4A, mistura de FpC com outros metabalitos fendlicos
e inddlicos, além de reduzir a populacdo bacteriana de Candidatus Liberibacter
asiaticus, foi capaz de induzir resposta sistémica adquirida (SAR) em laranjeiras,
aumentando significativamente a expressdo de genes relacionados a defesa da planta
(Oliveira et al., 2016). Pistori et al., 2018 chegou a apresentando MIC de 0,12 pg/ImL
contra Xanthomonas citri, reduzindo em até 97% as les6es em plantas.

Estudos demonstram que o mecanismo de acéo primario da FpC consiste em
alteracdes na membrana celular, causando permeabilizacdo da membrana, com um
efeito secundario na interferéncia na divisdo celular (Navarro et al., 2019, 2020;
Oliveira et al., 2010). Como ac¢éao secundaria em células MCF-7 foi descrito a falha na
divisdo celular e inducéo de estresse oxidativo com lise e morte celular por oncosis
(Lima et al., 2022; Ma et al. 2013). Oliveira et al (2016) e Afonso et al (2024)
demostraram que a FpC é capaz de destruir o biofilme, por meio da degradacéo da
matriz celular polissacaridica, seguida de lise bacteriana. Além disso, tanto em
bactérias quanto em células tumorais, 0 composto mostrou baixa propensdo ao
desenvolvimento de resisténcia, reforcando seu potencial como candidato terapéutico.
(Ma et al., 2013; Navarro et al., 2019).

No entanto, é relatado toxicidade em células normais de mamiferos (Ma et al.,
2013). Navarro et al (2019) observou auséncia de nefrotoxicidade, porém presenca
de hepatotoxicidade moderada, com vacuolizagcdo citoplasmatica, infiltrado

inflamatorio e congestéao nos figados em camundongos tratados, ja em testes in vitro
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citotoxicidade em concentragdes iguais ou superiores de 20,00 pg/mL, sem toxicidade
abaixo de 2,00 pg/mL, sugerindo uma janela terapéutica estreita.

Possivelmente, a acdo da FpC nos ovos de F. hepatica esteja relacionada a
inducdo de danos estruturais na parede das células embrionarias ou ao
comprometimento de vias metabodlicas fundamentais ao embrido. No entanto, séo
necessarios estudos adicionais para confirmar essas hipoteses e para o
desenvolvimento de estratégias que minimizem a hepatotoxicidade, considerando que
F. hepatica permanece nos ductos biliares dos hospedeiros. Nesse contexto,
abordagens como a associacdo com outros farmacos ou utilizacdo de sistemas de
liberacdo controlada, como lipossomas (Gomes et al., 2025).

Em relacéo a distribuicdo geogréafica dos animais naturalmente positivos para
fasciolose, observou-se predominancia de registros no estado de Santa Catarina,
além de dois casos provenientes da regido Centro Sul do estado de Rio Grande do
Sul. Esse achado corrobora com a literatura, a qual indica a regido Sul do Brasil como
a area de maior ocorréncia da parasitose, em funcdo de condigcbes ambientais
favoraveis ao desenvolvimento do helminto e de seu hospedeiro intermediario, tais
como temperaturas amenas (entre 10-30°C), elevada umidade e altos indices
pluviométricos (Alba et al., 2020; Almeida et al., 2024; Malone et al., 1984; Medeiros
et al., 2014).

Os animais positivos eram oriundos de diferentes regides catarinenses, com
maior representatividade na Mesorregido Serrana, Oeste, Meio Oeste e Alto Vale do
Itajai. Destaca-se a elevada frequéncia de animais provenientes do municipio de
Lages, localizado na Mesorregido Serrana, bem como a intensa movimentacdo de
bovinos nessa regido, fatores relacionados a prevaléncia de 9,2% (178/1.927) de
casos autéctones juntamente com a presenca do gastropode vetor da fasciolose, P.
columella (Américo et al., 2022; Arruda et al., 2021).

Dutra et al. (2010) avaliaram a prevaléncia de fasciolose bovina na regido do
Sul do Brasil, e demonstraram que, no estado de Santa Catarina, as maiores taxas
concentram-se no Alto Vale do Itajai. Nessa regido, diversos municipios Ssao
classificados como area de risco moderado a alto, em decorréncia de caracteristicas
ambientais como baixa altitude relativa nos vales entre 300 e 700 metros acima do

mar e elevada pluviosidade anual (IBGE, 2020). Em contraste, as regides do Oeste
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catarinense apresentam risco baixo a moderado, embora ndo estejam isentas de
infeccdes (Dutra et al., 2010)

A identificacdo de duas amostras positivas para F. hepatica em bovinos no
municipio de Cagapava do Sul, localizado na regido Centro-Sul do Rio Grande do Sul,
€ consistente com o padrao epidemiologico descrito por Molento et al. (2020), que
relataram uma prevaléncia média de 16,3% na regido, superior a meédia estadual
encontrada de 16,2%. Essa elevada prevaléncia pode ser atribuida ao carater
endémico e crbnico da fasciolose, frequentemente subdiagnosticada, relacionados a
fatores ambientais e praticas de manejo que favorecem a manutencao do ciclo do
helminto (Dutra et al., 2020).

Portanto, com base na origem dos animais avaliados, possivelmente foram
obtidos sete isolados distintos, provenientes de sete regides diferentes: Planalto Sul.
Oeste, Meio-Oeste, Mesorregido Serrana, Norte e Alto Vale do Itajai, no estado de
Santa Catarina, além da regido Centro-Sul do estado do Rio Grande do Sul. Esses
dados reforcam a ampla circulacdo do parasito em diferentes areas geogréficas,
evidenciando a necessidade das acbes de vigilancia epidemiolégico e da

implementacédo de medidas efetivas de controles.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstrou que a FpC apresenta atividade ovicida relevante
contra ovos de F. hepatica, sendo estabelecida a concentragéo de 2,00 pg/mL como
a concentracdo minima ovicida. Esse achado reforca o potencial do composto como
candidato terapéutico no controle da fasciolose, especialmente diante do crescente
cenario de resisténcia aos farmacos fasciolicidas atualmente disponiveis. No entanto,
sua aplicacao pratica requer estudos adicionais sobre a toxicidade, farmacocinética e
formulagBes seguras como possiveis sinergismo, permitindo avancar de forma segura
e eficiente para o uso farmacoldgico deste composto. Mais estudos comparando sua
eficacia frente a outros compostos com a¢ao ovicida, como 0s benzimidazois, sdo

necessarios.
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