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RESUMO

CARNEIRO, Milena Batista. Métodos de diagnéstico em Fasciola hepatica
(Trematoda: Fasciolidae). 2014. 106p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinérias,
Parasitologia Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia
Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

Este trabalho objetivou estudar métodos de diagndstico e controle de Fasciola hepatica
em ruminantes, além de fornecer informacgdes sobre a dinamica populacional de
Lymnaea columella. Na primeira etapa do trabalho, entre novembro de 2010 e junho de
2013, moluscos da espécie L. columella foram coletados em cinco diferentes pontos e
correlacionados a dados meteoroldgicos como precipitacdo e temperatura. N&o houve
diferenca entre o nimero meédio de moluscos nas estacdes do ano. A segunda etapa do
trabalho envolveu a comparacao da técnica de sedimentacdo descrita por Foreyt (2005)
com técnica de quatro tamises proposta por Girdo; Ueno (1985) com infeccdo artificial
de fezes de bovinos com ovos de F. hepatica, para diagnéstico quantitativo deste
parasito. Apds analise estatistica a técnica de sedimentacdo apresentou resultado
superior com maiores percentuais de recuperacdao além de possui menor custo e ser de
mais facil execucdo que a técnica de tamisacdo. Na terceira e ultima etapa deste
trabalho, exemplares adultos de F. hepatica foram coletados de ovinos previamente
tratados com albendazole e de um ovino controle. Os tempos de avaliacdo foram 48, 72
e 96 horas pos-tratamento. Os parasitos foram processados por meio de técnica
histopatoldgica e avaliados quanto a alteracBes no aparelho reprodutor masculino.
Observou-se que no decorrer do tempo de avaliagdo houve alterac6es significativas nas
células espermatogénicas as quais incluem: rarefacdo celular, apoptose com células
apresentando caracteristicas de picnose e cariorrexe e, consequentemente, diminuicao
da producdo de espermatozoides, além de vacuolizacdo intra e extracelular. Estes
resultados demonstram que o albendazole alterou a producao de espermatozoides o que
interfere da producédo de ovos de F. hepatica, demonstrando a eficacia do mesmo neste
experimento. Estudos de sazonalidade do hospedeiro intermediario de F. hepatica, que
contribuem para a escolha da melhor técnica diagndstica deste parasito e que
demonstrem eficacia e/ou resisténcia de medicamento sdo essenciais para que se
estabelecam em cada regido programas estratégicos eficazes para o controle da
fasciolose.

Palavras chave: fasciolose, Lymnaea columella, epidemiologia.



ABSTRACT

CARNEIRO, Milena Batista. Methods of diagnosis in Fasciola hepatica (Trematoda:
Fasciolidae). 2014. 106p. Thesis (Doctorate in Veterinary Science, Veterinary,
Parasitology). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

This study investigated methods of diagnosis and control of Fasciola hepatica in
ruminants, in addition provid information about the population dynamics of Lymnaea
columella. In the first stage of labor, between November 2010 and June 2013, the
mollusc species L. columella were collected at five diferent locations and comper with
Meteorological data such as precipitation and temperature. There was no significant
diference between the mean number of mollusks at the seasons. The second stage of the
study involved the comparison of the sedimentation technique described by Foreyt
(2005) with four sieves technique proposed by Girdo; Ueno (1985) with artificially
infected cattle feces with F. hepatica eggs for quantitative diagnosis of this parasite.
After statistical analysis, the sedimentation technique showed better results with higher
percentages of recovery in addition to having lower cost and be easier to perform than
the sieving technique. In the third and final stage of this study, adult specimens of F.
hepatica were collected from sheep previously treated with albendazole and one sheep
control. The evaluation times were 48, 72 and 96 hours post- treatment. Flukes were
processed for histopathologic and assessed for changes in male reproductive sistem. It
was observed that during the evaluation period were significant changes in
spermatogenic cells which include rarefaction cell, apoptosis in cells with typical
pyknosis and karyorrhexis and thereby decrease sperm production, as well as intra-and
extracellular vacuolation. These results demonstrate that albendazole altered sperm
production which interferes with the production of fluke eggs, demonstrating the
effectiveness of the drug in this experiment. Studies of seasonality intermediate host of
F. hepatica, which contribute to the choice of the best diagnostic technique of this
parasite and demonstrating efficacy and / or drug resistance are essential for the
establishment, in each region, an efficient strategic program of fluke control.

Keywords: fasciolosis, Lymnaea columella, epidemiology.
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1 INTRODUCAO

A fasciolose € uma enfermidade causada pelo trematddeo Fasciola hepatica,
parasito do figado e ductos biliares, que causa enormes prejuizos nas criacbes de
ruminantes com distribuicdo cosmopolita e, sendo zoonose, assume grande importancia em
salde publica. Além dos ruminantes e humanos, equinos e animais silvestres também
podem ser acometidos por esta parasitose. Os primeiros relatos de F. hepatica no Brasil
comecgaram na regido sul, mas, hoje se encontra disseminada em varios estados.

Pode-se considerar a fasciolose uma enfermidade reemergente na qual nota-se um
aumento do namero de casos da doenca e da disseminacdo da mesma além de consideravel
aumento na diversificacdo de espécies acometidas. Estudos recentes em municipios da
regido sul do Espirito Santo mostram que as espécies bovina, bubalina, caprina e ovina sao
acometidas pela fasciolose acarretando prejuizos para o produtor e consequentemente para
0 estado.

Nos animais, a doenca causa perda na produtividade com baixo ganho de peso
afetando a producéo de leite, carne e 1a. Além disso, o figado é condenado na linha de
abate, havendo também perda econdmica neste setor. Os animais com doenca cronica
podem exibir desde anemia branda até vir a ébito sendo os pequenos ruminantes mais
sensiveis que 0s bovinos. Trabalhos realizados em muitos paises mostram a grande
importancia no que diz respeito ao impacto produzido por F. hepatica especialmente na
produtividade da pecuaria bovina.

Especialmente no Espirito Santo o problema tem se tornado critico nos altimos
anos, com uma tendéncia crescente de condenacao de figados (BERNARDO et al., 2011),
com percentuais de condenacdo chegando a 28% em 2012. Em estudos a campo na regido,
varios autores comprovam a presenca de F. hepatica em bovinos, caprinos, ovinos e até
bubalinos (ALVES et al., 2011; CARNEIRO et a., 2013) além de estudos malacoldgicos
confirmarem a presenga dos moluscos do género Lymnaea na regido (ALMEIDA, 2010).

Tendo em vista dados citados, faz-se necessario um estudo detalhado da regido,
como fico endémico de fasciolose, para o conhecimento do comportamento do hospedeiro
intermediario, para melhoria do diagnostico comproparasitologico e de novas propostas de
controle para a fasciolose na regiao.

Atualmente no diagndstico de F. hepatica, as técnicas coproparasitoldgicas



indicadas se mostram com baixa sensibilidade dificultando a confirmacdo da enfermidade
antes do abate ou 6bito do animal. Apesar de haver técnicas soroldgicas e de deteccdo de
antigenos nas fezes o emprego destas ndo condiz com a realidade das propriedades
brasileiras principalmente por apresentarem custo elevado, sendo utilizadas para fins
cientificos. E muito importante que técnicas com boa sensibilidade e que sejam de facil
realizacdo e baixo custo estejam disponiveis para garantir maior eficacia no diagnostico.
As técnicas coproparasitoldgicas utilizadas atualmente sdo qualitativas, sendo
extremamente importante a quantificacdo das técnicas para auxiliar nas estimativas de
perdas produtivas nos animais.

Para o controle da enfermidade, o triclabendazole é o principio ativo mais eficaz
contra este parasito, ja que é capaz de eliminar as formas jovens e adultas do parasito.
Como ndo é comercializado no Brasil, outros compostos, como o albendazole, também séo
utilizados no tratamento, mas com atuacdo somente sobre as formas adultas do parasito. O
tratamento dos animais deve ser em conjunto com préaticas de manejo, da pastagem e do
hospedeiro intermediario.

Pelo fato do albendazole ser amplamente utilizado no controle desta e de outras
parasitoses e por ser o mais utlizado na regido de estudo, é importante a realizagdo de
ensaios que demonstrem o efeito deste antiparasitario no parasito. Ha diversos relatos na
literatura de resisténcia de F. hepatica a muitos farmacos, mas a afirmacdo de resisténcia
deve ser feita com cautela ja que ha diferentes cepas deste parasito distribuidas pelas
regides, no Brasil e no mundo.

Este trabalho teve o objetivo de estudar métodos de diagnostico e controle de F.
hepatica em ruminantes, além de fornecer informacGes sobre a dindmica populacional de

Lymnaea columella, hospedeiro intermediario.



2 REVISAO DE LITERATURA

Os agentes etioldgicos da fasciolose sdo helmintos pertencentes a Classe Trematoda
da Familia Fasciolidae conhecidos como Fasciola hepatica e F. gigantica, sendo este
ultimo restrito ao velho mundo (MAS-COMA, BARGUES; VALERO 2005). Originéria da
Europa a espécie F. hepatica alcancou todos os continentes possivelmente devido a
colonizacao, ao transporte e ao livre comércio de animais (LUTZ, 1921) e ¢ a responsavel
por esta enfermidade no Brasil (REID; DARGIE, 1995).

2.1 Morfologia e Biologia de Fasciola hepatica

O parasito Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758) é um trematodeo pertencente ao Filo
Platyhelminthes, familia Fasciolidae, que parasita o figado e as vias biliares de muitas
espécies de animais domesticos e selvagens, e humanos (DITTMAR; TEEGEN, 2005).
Pertence a subclasse Digenea e ordem Distomata, caracterizando-se por ser deprimido
dorso-ventralmente em forma de folha, possuir duas ventosas, uma oral e outra acetabular
ou ventral, e ainda apresentar cone cefalico. Alimenta-se de sangue e fragmentos tissulares
do hospedeiro (URQUHART et al.,1996).

A forma jovem é caracterizada por possuir de 1 a 2 cm de comprimento e formato
de lanceta e quando atinge a forma adulta nos ductos biliares, passa a ser caracterizada pelo
achatamento dorso-ventral, com cerca de 3,5 cm de comprimento, que Ihe confere aspecto
folihceo e coloragdo marrom acinzentada ou pardacenta (FAIRWEATHER;
THREADGOLD; HANNA, 1999).

O parasito é hermafrodita e os 6rgdos do aparelho genital feminino sdo constituidos
por um ovario ramificado, Utero sinuoso, oviduto e glandulas vitelinicas. O aparelho
genital masculino é constituido por dois testiculos ramificados. Os ovos séo de cor amarelo
claro, elipticos, possuindo um opeéerculo em uma das extremidades (LESSA; SERRA-
FREIRE; MAURE, 2007). Para sua maturacdo, os ovos devem encontrar condigOes
adequadas de umidade e temperatura. S&o resistentes a fatores ambientais, e podem
sobreviver em material fecal por cerca de um ano (URQUHART et al., 1996). Caso o ovo
precise ficar armazenado por um tempo, para posterior diagnostico, a solugéo de formalina
a 5% foi eficaz por até seis anos sem alterar as caracteristicas morfoldgicas que garantem o
diagnostico da fasciolose (BONITA; TAIRA, 1996).



No ciclo bioldgico deste parasito, 0s ovos s&o eliminados nas fezes dos hospedeiros
definitivos, e quando em ambientes alagadicos, estes eclodem e ddo origem a uma larva
piriforme ciliada denominada miracidio. Esse estagio larvar ndo se alimenta, e possui
poucas horas para penetrar nas partes moles do hospedeiro intermedidrio, molusco do
género Lymnaea (URQUHART et al., 1996). De acordo com Beck (1993), o miracidio
permanece no ambiente por até seis horas, deslocando-se rapidamente na dgua através de
movimentacdo ordenada dos cilios até encontrar e penetrar de forma ativa pelas partes
moles do hospedeiro intermediario.

No interior do hospedeiro intermediario, o miracidio evolui para a fase de
esporocisto, rédia e depois cercaria, sendo essa eliminada pelo caramujo. Uma vez livre a
cercaria, munida de cauda, nada ao encontro de superficies firmes, como folhas de capins,
e se encistam na vegetacdo como forma infectante, a chamada metacercaria (BLOOD;
HENDERSON; RADOSTITS, 1983). Gomes et al. (2002) em estudo sobre
estabelecimento de foco de fasciolose em Campos dos Goytacazes-RJ, observaram
metacercarias na superficie de conchas de moluscos, demonstrando que as metacercarias
podem se encistar em substrato diferente da vegetacdo. As metacercarias ingeridas pelo
hospedeiro definitivo desencistam-se no intestino delgado, migram através da parede
intestinal até penetrarem no parénquima hepéatico (URQUHART et al., 1996).

O ponto chave do ciclo evolutivo desse parasito, € que sofre pedogénese no
hospedeiro intermedirio, ou seja, ha a producdo de varios individuos a partir de uma Unica
forma larvar (URQUHART et al., 1996). Ueta (1980), em trabalho de infeccdo
experimental de L. columella com miracidios desenvolvidos a partir de ovos recuperados
de bile de bovinos e bile e fezes de coelhos obteve 200 metacercarias de caramujos
infectados com dois miracidios, aproximadamente 190 metacercarias de caramujo
infectado com trés miracidios e 1150 metacercarias de caramujos infectados com cinco
miracidios.

Considerando-se as fases de vida livre e parasitaria, o ciclo da F. hepatica requer
pelo menos quatro meses (SERRA-FREIRE et al., 1995). Cada parasito adulto pode
eliminar cerca de trés a sete mil ovos por dia, 0s quais sdo eliminados no meio ambiente
juntamente com as fezes (LEITAO, 1980) Estudos realizados in vitro, citam que na faixa
de temperatura entre 10° e 15°C as metacercarias permanecem ativas durante oito meses e
que na faixa de 5° ou 20°C a longevidade foi reduzida pela metade (MULLER et al.,
1999).



Para que o ciclo ocorra, é necessaria a presenca de um molusco, hospedeiro
intermediario. Entre as classes pertencentes ao filo Mollusca, a classe Gastropoda recebe
destaque pela sua importancia medica, veterinaria e econdmica (CORAL; MASTALIR;
MASTALIR, 2007; BRASIL, 2008). Segundo Paraense (1983), no Brasil, ha trés espécies
de moluscos da familia Lymnaeidae: L. columella, L. viatrix e L. rupestris, sendo que as
duas primeiras espécies sdo as que participam do ciclo da F. hepatica. Dessas, a L.
columella é a que se encontra mais distribuida no Brasil, principalmente na regido sudeste.

Miiller (1981) e Miiller; Ueno (1982) apontaram no Rio Grande do Sul a espécie L.
viatrix como hospedeiro intermediario de F. hepatica em condic¢des naturais. Esses autores
encontraram o limneideo na superficie de locais Umidos e lodosos, com ou sem vegetacao.
De acordo com Oliveira; Sposito Filha (2009) essa espécie € capaz de sobreviver em solos
argilosos, em canais de irrigacdo com pouca agua e em lodos e brejos. No estado do Rio de
Janeiro também foi observada a presenca de L. viatrix (ECHEVARRIA, 1985).

Acompanhamento laboratorial do ciclo bioldgico de L. viatrix em laboratorio,
provenientes do Rio Grande do Sul foi realizado por Miller et al. (1998) a fim de obter
informac@es sobre postura, incubacéo, eclodibilidade dos ovos, crescimento e longevidade
dos moluscos, potencial reprodutivo e intervalo entre geracdes, demonstrando ser esta
espécie também importante no ciclo da fasciolose, apesar de ndo ser encontrada
disseminada como L. columella.

Os membros da familia Lymnaeidae sdo habitantes de agua doce, apresentam
concha sem opérculo, com giros enrolados em hélice (convexos), forma conica, alongada,
fina, abertura oval ou arredondada e medem em torno de 11 a 15 mm de altura
(THIENGO; FERNANDEZ, 2007). O enrolamento da concha é sempre dextrogiro, isto é,
guando o Vvértice da concha esta voltado para cima e o observador olha para sua abertura,
esta se encontra situada a direita (REY, 2001).

Estes gastropodes limnicos podem ser encontrados em diferentes colec¢des hidricas,
tais como: agudes, alagados, brejos, corregos, lagoas, valas de esgoto ou drenagem, riachos
e rios. As coldnias, geralmente, sdo abundantes em aguas estagnadas, sendo que em aguas
correntes 0s moluscos ndo formam populages (SERRA-FREIRE, 1995). Possuem habitos
anfibios e toleram as variacfes de nivel da agua em seu habitat, permanecendo enterrados
no sedimento durante a estiagem (GOMES, 2012).

Lutz (1921) relatou pela primeira vez a participagdo de moluscos do género
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sendo encontrados infectados naturalmente com formas imaturas. Rezende et al.(1973)
registraram a ocorréncia de L. columella e L. cubensis no Rio de Janeiro. Ja Paraense
(1982), assinalou L. viatrix no Rio Grande do Sul e Minas Gerais, L. columella no Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, S&o Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Distrito Federal,
Mato Grosso, Goids, Mato Grosso do Sul e Parana (LUZ; VIANA; CEZAR, 1994;
QUEIROZ; LUZ, 2000) e L. rupestris em Santa Catarina. Na Paraiba, foi realizado
primeiro registro de L. columella associado a macrofitas aquaticas em acudes na regiao
(ABILIO; WATANABE, 1998).

O molusco L. columella foi encontrado em 14 municipios banhados pelas bacias
hidrograficas dos rios Itapemirim, Itabapoana e Benevente no estado do Espirito Santo
(ALMEIDA, 2010). E mais recentemente, Dias et al. (2013) identificou a frequéncia e
distribuicdo de moluscos aquéaticos em trés municipios do sul do Espirito Santo, Castelo,
Cachoeiro de Itapemirim e Alegre e demonstrou que a espécie L. columella foi o caramujo
mais frequente (38,5%), sendo encontrado nos trés municipios. Nas amostras coletadas,
entre julho de 2009 e marco de 2010, o municipio de Cachoeiro de Itapemirim representou
73,4% desta espécie. Os caramujos foram encontrados em pequenos cOrregos nas
pastagens, em meio a plantacdes de café, em meio a bananeiras, em cachoeiras, esgoto de
quintal de sitios, caixas d’agua, cochos de agua para dessedentagcdo animal e esgotos.

Fasciola hepatica possui como principais hospedeiros definitivos os bovinos e
ovinos. Além deste, pode parasitar caprinos, equinos, bufalos (PILE et al., 2001a),
humanos (CALRETAS et al., 2003; SVS, 2005; CORAL; MASTALIR; MASTALIR,
2007) e animais silvestres, como a capivara e ratdo do banhado (EL KOUBA, 2005). Os
registros de fasciolose hepéatica em equinos no Brasil ainda sdo escassos tendo ocorréncias
apenas no estado do Parand (BUSETTI, 1983) e Santa Catarina (NUERNBERG; SERRA-
FREIRE, 1992).

Dentre as espécies silvestres que podem ser parasitadas por F. hepatica estdo:
gamo, veado (MAIA, 2001), alpacas (PUENTE, 1997), marsupiais e ornitorrinco
(FOWLER, 1993). Ménard et al. (2000) considera o roedor ratdo-do-banhado (Myocastor
coypus) importante na manutencdo e disseminacdo de F. hepatica em varios ambientes
como confirmado por El-Kouba (2005) em estudo realizado em parques publicos em
Curitiba-PR. De acordo com estudos realizados na Australia, alguns destes animais se
limitam a representarem o papel de hospedeiros temporéarios e, por esta razdo, ndo mantém
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pastagens de modo insignificante (BORAY, 1969).

De acordo com Busetti (1982), a principal fonte de infeccdo para 0 homem é a
ingestdo de agrido, Nasturtium officinale, infectados com a metacercaria. O autor relata a
presenca de bovinos positivos em areas alagadas, hospedeiro intermediario de F. hepatica
e plantacéo de agrido, relacionados a casos humanos em Curitiba. Ainda assim, a infecgado
humana é considerada acidental ocorrendo principalmente pela ingestdo de hortalicas
aquaticas e semi-aquaticas, como agrido e alface (RONDELAUD et al., 2000; ANDRADE
DE FREITAS et al., 2004).

Além do consumo de plantas aquaticas, 0 homem pode também se infectar pelo
deficiente acesso da populagdo aos servicos de saneamento basico como relatado por
Carpio e Iwashita (2008) em estudo realizado no Peru verificando uma prevaléncia de

1,12% de fasciolose em humanos e relacionando os casos ao saneamento deficiente.

2.2 Epidemiologia da Fasciolose

A fasciolose hepatica, originalmente uma doenca de animais domésticos da Europa
teve as primeiras referéncias feitas por Jeahn de Brie, 1379 (BORAY, 1969). Sua
distribuicdo para outros continentes foi muito favorecida pela importagdo desses animais,
pelas coldnias, no periodo colonial. Durante este periodo houve uma adaptacdo abrupta
para sobrevivéncia em novos habitats o que explica a diferenca na dindmica do processo
parasitario em varias regides do mundo (SERRA-FREIRE, 1995).

A epidemiologia da fasciolose estd vinculada a fatores climaticos, de manejo,
topogréficos, além da presenca no ambiente, de moluscos do género Lymnaea, necessarios
para a ocorréncia do ciclo da doenca (MATTOS et al.,1997). SERRA-FREIRE (1995)
afirma que varios fatores envolvem a epidemiologia, em especial a temperatura,
disponibilidade de agua, densidade de hospedeiros e espécies de hospedeiros. Animais de
especies diferentes que séo criados no mesmo pasto por longos periodos de tempo também
sdo importantes na manutencdo da fasciolose (CUNHA; MARQUES; MATTOS, 2007).
Além disso, 0s que permanecem sem tratamento contribuem para a contaminagéo do pasto,
através da eliminacdo de ovos nas fezes (GOMES et al., 2002).

Alves et al. (2011) verificaram que, no sul do Espirito Santo, em propriedade com
bovinos positivos para F. hepatica a presenca de ovinos, caprinos e bufalos também
positivos para este parasito, com acesso a0 mesmo pasto, favorecem uma ampla

disseminacédo dos ovos no meio ambiente e, consequentemente, um maior risco de infec¢do



para o gado.

Outro ponto a ser considerado é a eliminacdo das descargas de abatedouros. De
acordo com Araujo, Garcia e Linhares (1995), muitas vezes essas descargas sdo realizadas
em rios e corregos havendo possibilidade de instalacdo de focos da parasitose nos rebanhos
por contaminagdo do molusco transmissor e consequentemente dos animais.

De acordo com Boaventura et al. (2007) os moluscos tem fundamental importancia
no ciclo de vida dos trematddeos digenéticos atuando como hospedeiros intermediarios e
em alguns ciclos até mesmo como segundo hospedeiro. O habitat de moluscos do género
Lymnaea € dado por canais de drenagem ou irrigacdo, areas com pastagens alagadas,
pantanosas ou inundadas periodicamente e que oferecem locais adequados para a presenca
e proliferacdo dos moluscos (SILVA et al., 1980, SERRA-FREIRE, 1999). Esses locais
normalmente incluem circulacdo hidrica lenta, como bancos de areia, valdes, corregos e
margens de pequenos lagos (MITCHELL, 2004).

Do ponto de vista ecoldgico, os habitats de Lymnaea podem dividir-se em dois
grandes grupos: os denominados focos primarios (reservatérios) e aqueles denominados de
areas de disseminacdo. Os focos primarios sao locais permanentemente umidos, como rios
de pouco curso, lagos, canais, areas de campos alagados, onde os moluscos se reproduzem
de modo constante. Nestes locais, a populacdo de moluscos se mantém uniforme, em nivel
quase sempre baixo. As areas de disseminacao sdo aquelas onde se alternam inundacdes e
secas, e sdo de especial interesse epidemioldgico. Sdo ambientes de disseminacdo dos
focos primarios originais, e contém grandes concentracdes de Lymnaea. Os moluscos
podem proceder diretamente dos focos primarios, levados pelas dguas de enchentes, ou
procederem da reativacdo dos moluscos que ficaram em laténcia durante os periodos de
seca. As chuvas (ou a irrigacdo), depois de um periodo seco, criam condicGes favoraveis
nestes campos para a reproducao dos mesmos (ACHA; SZYFRES, 1986).

Em periodos em que as condigdes climaticas sdo desfavoraveis os moluscos podem
entrar em estivacao, se enterrando na lama ou barro e assim permanecer por varios meses
(SILVA et al., 1980; SERRA-FREIRE, 1995). E notavelmente marcante, como na estacao
seca, uma grande aglomeracdo de moluscos em determinados locais pode assegurar a
transmisséo do parasito, uma vez que nestes, o estoque de agua é menor, diminuindo assim
a area de vazdo do corpo de agua em questdo, favorecendo encontros ocasionais entre o
parasito e o hospedeiro. Na estagdo chuvosa, estas areas aumentam em tamanho e

propor¢do, o que garante uma maior exposicdo do hospedeiro definitivo ao parasito



(SERRA-FREIRE, 1995).

Segundo estudos de Souza et al. (2008), sistemas de planicies de inundagéo séo os
mais dindmicos do planeta e determinam a existéncia e a manutencdo de uma grande e
complexa biodiversidade (POWER et al., 1995), pela formacdo de uma ampla variedade de
habitat permanentemente aquético (rio principal, lagoas marginais e canais) associado a
ambientes de transicdo entre o ambiente aquéatico e o terrestre (JUNK, BAYLEY e
SPARKS, 1989). Estas areas mostram alteracbes na dinamica populacional da fauna
autoctone, principalmente nas faunas malacologica e ictica, tendo reflexos diretos na
estrutura e composicdo das populages de parasitos (PAVANELLI et al.,1997) e,
consequentemente, em seus ciclos de vida.

Para o desenvolvimento da fasciolose, as temperaturas devem variar entre 10 e
25°C. A precipitacdo pode favorecer o acimulo de agua o qual normalmente ocorre em
terreno mais plano ou menos montanhoso, onde as elevagdes sdo mais baixas. Por isso,
além das variaveis climaticas, outras condi¢cbes como altitude, alta umidade do solo,
proximidade com extensas areas hidrograficas inundadas ou pantanos, também contribuem
para a proliferagdo dos moluscos do género Lymnaea (MULLER et al., 1999).

Martins et al. (2012) em estudo com utilizagdo do Sistema de Informagao
Geografica para analise de risco de fasciolose no sul do Espirito Santo concluiram que
mais de 50% do sul do Espirito Santo apresentam risco alto ou muito alto para fasciolose.
Os autores descreveram comparativamente que estas areas se caracterizam por apresentar
alta temperatura, com média acima de 20°C, mas relativamente baixa declividade, baixa
precipitacdo e baixa altitude correspondente a inundacdo periddica das pastagens e/ou
solos que promovem a retencdo de &gua, favorecendo o desenvolvimento do molusco
hospedeiro intermediario.

As regides de maior altitude ndo sao consideradas de maior risco devido ao relevo
ser mais montanhoso, dificultando o acimulo de agua, principalmente em época de alta
pluviosidade, onde pode ser formado o habitat ideal para o caramujo (MAS-COMA;
FUNATSU; BARGUES, 2001). No entanto, vale ressaltar que os limites de distribui¢do da
doenga ndo sdo estritamente fixos e podem flutuar de acordo com clima e outros
componentes do meio ambiente (MALONE et al., 1998).

Esses limnneideos reproduzem-se exponencialmente, apresentam postura de ovos
que eclodem e possibilitam a formacéo de outra geragdo de moluscos jovens em cerca de

30 dias, em condi¢Bes climaticas adequadas e temperatura ambiente acima de 10°C



(SILVA et al., 1980; SERRA-FREIRE, 1995).

No periodo de altas temperaturas hd um declinio na populacdo de L. columella,
porém, o efeito negativo desta variacdo de temperatura € minimizado pelo aumento das
chuvas. Isto significa que variacdes nas condi¢cdes do ambiente influenciam na presenca do
hospedeiro intermediario, estando assim relacionada com a variagéo regional e anual da
prevaléncia e incidéncia enzootica da fasciolose (BRASIL, 2008).

Neste sentido, Prepelitchi et al. (2011) em um estudo realizado na Argentina sobre
a influéncia da temperatura e da umidade nas populacbes de caramujos do género
Lymnaea, encontraram uma abundancia maior de moluscos no periodo do inverno, entre os
anos de 2002 a 2005. Eles atribuiram estes resultados aos efeitos nocivos que um periodo
de seca observado no verdo anterior ao estudo atribuiu aos espécimes, neste caso foi
necessario cerca de trés meses ap0s a chegada das chuvas para uma completa recuperacédo
da populagdo de Lymnaea. Em periodos secos quando a agua dos agudes e lagos chegam a
situacdo critica, muitos moluscos recorrem a estratégias que assegurem sua sobrevivéncia
enterrando-se em areas de banhado entrando em estado de estivacao.

Em estudo controlado sobre o efeito da temperatura no desenvolvimento do
molusco da espécie L. viatrix foi possivel observar que em temperaturas abaixo de 10°C, o
crescimento do molusco é bem lento aumentando rapidamente quando a temperatura atinge
em torno de 25°C, mas logo diminui o crescimento quando mantido nessa temperatura. Ao
final do experimento, os autores confirmaram que em temperaturas que variam durante 24
horas e em situagdes com manutencdo de temperatura constante, como realizado pelos
autores, ndo afetou significativamente na taxa de crescimento dos moluscos. Apesar de que
0s autores encontraram taxas de crescimento abaixo do esperado em todas as situacfes
demonstrando que pode estar relacionada a particularidade da espécie estudada
(CLAXTON et al., 1999).

Maure et al. (1998) estudaram por seis anos os fatores que afetam e influenciam na
dindmica populacional de L. columella na pastagem. Eles observaram um grande nimero
de moluscos no periodo seco (maio-outubro) em uma fazenda localizada no municipio de
Piquete, no estado de S&o Paulo. Os estudos constataram ainda, para 0 mesmo periodo, em
outro municipio, que o maior nimero de moluscos foi encontrado no periodo das chuvas
(janeiro-marco), concluindo assim que, a dindmica da populacdo de moluscos esta
estreitamente relacionada a fatores ecoldgicos e climaticos e estes diferem de uma

localidade para outra.
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Em relagdo a infeccdo dos hospedeiros vertebrados, observa-se que 0s maiores
indices de contaminacdo dos herbivoros acontecem geralmente na medida em que as
temperaturas aumentam no final da primavera e inicio do verdo, associados as grandes
quantidades de chuvas que acompanham a estacdo. Esta estreita relacdo revela como a
dindmica das populac6es de moluscos e de parasitos estdo intimamente intricados em uma
rede de fatores ecoldgicos e climéaticos (MITCHELL, 2004).

A presenca de plantas proporciona ao molusco condi¢cBes microclimaticas
favoraveis, pois oferece protecdo contra a radiacdo solar, altas temperaturas e correntezas
(BRASIL, 2008). Rangel; Izquierdo; Nogueira (1999) sugerem que altas temperaturas
podem causar reducdo da umidade, facilitando a desidratacdo dos moluscos e a dessecacéao
do solo o que inibe o desenvolvimento de plantas e algas que sdo os principais alimentos
desses moluscos.

Coelho; Lima (2003) realizaram estudo sobre a dindmica populacional e infeccdo
natural de L. columella por F. hepatica entre setembro de 1999 a dezembro de 2000 em
uma area de baixa altitude perto de Itajuba-MG. Os autores observaram uma reducédo no
numero de molusco de 5,2% para 3,9% justificada pelo fato de ter ocorrido uma remocao,
por parte dos agricultores, de plantas aquaticas da area alagada além da drenagem de parte
dessa area, causando uma drastica reducdo na populagdo do molusco.

Cruz-Mendoza et al. (2005) demonstraram correlagdo entre a presenca de ovos de
F. hepatica em fezes de bovinos e a umidade do solo, porém ndo houve relacdo com a
temperatura do ambiente. A baixa umidade afeta a estivacdo, e, como consequéncia, 0
namero total de hospedeiros intermediarios infectados ou ndo. A maior temperatura do
solo registrada foi um pouco acima de 30°C entre 0os meses de outubro e novembro. A
presenca do hospedeiro intermediario Lymnaea (Fossaria) humilis, infectado com as
formas larvares de F. hepatica, foi relatada em todos os meses do ano, mas eram
especialmente abundantes nos meses de julho a novembro. Este estudo realizado durante
19 meses na regido central do México demonstrou que a prevaléncia de fasciolose em
bovinos diminuiu de cerca de 50% em marco para 30% em julho, em seguida, aumentou
em agosto, atingindo o patamar de 100% em novembro e janeiro, antes diminuir
gradualmente em seguida, corroborando com os achados citados.

Determinadas regides, em época de chuva, na qual ha transbordamento das aguas
dos rios, ficam totalmente alagadas propiciando a dispersdo dos caramujos as areas

circunjacentes (BUSETTI, 1982). Queiroz et al. (2002) relacionaram a distribuicdo da
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fasciolose em 12 propriedades de dois municipios no Parand com a ocorréncia das
enchentes que disseminavam os moluscos entre as propriedades.

Van Dijk et al. (2010) relatam que areas antes livres de fasciolose podem apresentar
a doenca a partir do momento em que ha mudancas no clima da regido, principalmente em
relacdo a temperatura e a chuva, estabelecendo-se um ambiente favoravel ao
desenvolvimento do hospedeiro intermediario e consequentemente ao ciclo do parasito.
Regides com altas taxas pluviométricas durante muitos meses do ano proporcionam 6timas
condicdes para a infeccdo dos moluscos pelo miracidio de F. hepatica (MEKROUD et al.,
2004).

Silva et al. (2011), durante o ano de 2006, analisaram a distribuigdo espacial da
fasciolose bovina no estado de Santa Catarina, e, apesar dos casos de fasciolose néo
estarem relacionados com a altitude, constataram que a porcentagem das doencas foi maior
nas cidades de menor altitude. Ja a correlacdo entre precipitacdo e casos de fasciolose,
sugeriu que existe uma tendéncia de aumento dos casos de fasciolose conforme haja maior
volume de precipitacao.

Alves et al. (2011) também ndo encontraram associacao entre altitude e propriedade
com bovinos positivos para F. hepatica no sul do estado do Espirito Santo, porém os
autores afirmam que a maior parte das propriedades estudadas encontra-se em regides de
relevo geralmente plano, que favorece o desenvolvimento do hospedeiro intermediério.
Este fato demonstra coeréncia com os registros de Lemma (1985) que comprovou a
influéncia de diferentes altitudes na maior frequéncia de infeccdo em bovinos em regides
de pastagens localizadas em terras planas.

Costa et al. (2006) avaliaram os reflexos do regime e da variabilidade espacial e
interanual das precipitacbes nas condicBes hidricas dos bidtopos, na densidade
populacional dos moluscos de agua doce e no risco de infeccdo por trematddeos. Os
autores verificaram que a distribuicdo espacial dos biotopos depende da reparticdo das
precipitacbes e que o ciclo biologico anual dos moluscos e parasitas depende do
comportamento da estacdo das chuvas. Assim, locais antes com alta prevaléncia de
infeccdo por F. hepatica, com a diminuicdo das precipitacbes pode haver,
consequentemente, diminuicao da prevaléncia desta parasitose.

Porém, devem-se considerar regides de clima semi-arido na ocorréncia de
fasciolose ja que em muitas dessas areas pode haver canais de dgua potavel para os animais

permitindo que haja condi¢cbes adequadas para a adaptagdo e desenvolvimento do
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hospedeiro intermediério e, portanto, do ciclo de F. hepatica. Ao mesmo tempo, locais
onde h& preparo da terra para agricultura com sistema de irrigacdo pode contribuir para o
desenvolvimento do molusco (MUNGUIA-XOCHIHUA et al., 2007).

Pritchard et al. (2005) demonstraram que no decorrer dos anos houve um aumento
da taxa de precipitagdo numa regido de clima seco no leste de Anglia, Inglaterra, o que foi
favoravel a manutencdo do hospedeiro intermediario de F. hepatica, L. truncatula, e dos
estagios de vida livre desse parasito.

Serra-Freire et al. (1995) em estudo sobre a distribuicdo de F. hepatica no Brasil,
no periodo de maio de 1994 a janeiro de 1995, ndo notou interferéncia de temperaturas
elevadas assim como diversificacdo de solos e topografia sobre a viabilidade deste
parasito. Propriedades com animais positivos para F. hepatica na regido Sul (Santa
Catarina e Rio Grande do Sul) e Sudeste (Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Minas Gerais)
apresentaram topografias contrastantes e solos diferenciados, variando de argiloso a
arenoso, sob temperatura e estacGes climaticas diferentes. Mas, as caracteristicas
geograficas, a composicdo do solo e os fatores climaticos determinam o ritmo da
reproducdo dos moluscos do género Lymnaea e, por conseguinte, a dindmica
epidemioldgica (EL-KOUBA, 2005; MARTINS et al., 2012).

Em regiGes tropicais, normalmente as melhores condicfes térmicas para o
desenvolvimento da doenca sé@o encontradas em locais onde as altitudes sdo menores
(MALONE et al., 1998). Na verdade, a associacdo encontrada entre a proporcao de casos
de fasciolose e a altitude das areas estudadas esta relacionada também a temperatura
encontrada nestes locais. Em regides mais baixas o ciclo de vida da doenca é completado
mais rapidamente, pois as temperaturas podem ser ideais para o rapido desenvolvimento do
parasita em seu hospedeiro intermediario. Em regi6es mais elevadas o ciclo pode demorar
até mais de um ano para ser completado (YILMA; MALONE, 1998).

Normalmente, locais de alta altitude sdo marcados por distribuicdo sazonal das
chuvas, com uma estagdo seca longa coincidindo com as menores temperaturas minimas e
uma longa estacdo chuvosa em que as chuvas sdo concentradas. Os corpos d'agua
normalmente sdo temporarios de curta duracdo, principalmente no periodo seco. A
radiacdo solar é elevada ndo apenas por causa da altitude, mas também pela
falta de arvores e arbustos (FUENTES et al., 1999). Mesmo assim, os moluscos podem
habitar os corpos d’4gua permanentes e, dependendo das caracteristicas do solo e do clima,

pode haver possibilidade de transmissdo de F. hepatica durante todo o0 ano (MAS-COMA;
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ESTEBAN; BARGUES, 1999) como demonstrado por Fuentes; Malone; Mas-Coma
(2001) que caracterizaram areas livres e endémicas de fasciolose nos Andes, uma regido de
alta altitude, pela presenca do hospedeiro intermediario, pessoas e animais infectados na
area.

Dutra et al. (2010) em estudo de prevaléncia de F. hepatica por meio da
condenacdo de figados de bovinos abatidos nos estados de Parand, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul encontraram as maiores taxas de infeccdo em Santa Catarina (10,1%) e Rio
Grande do Sul (18,7%) e que os bovinos provenientes de municipios de baixa altitude
foram e estdo mais propensos a desenvolver a doenc¢a do que os de alta altitude. Porém, os
autores ndo encontraram correlagdo com a temperatura ambiental, ou seja, esta nao
influenciou no nimero de animais com fasciolose, apesar da taxa de precipitacdo favorecer
o0 desenvolvimento do molusco.

Em estudo realizado em planicies de baixa altitude no sul da Patagbnia
demonstraram que o tempo frio, tipico dessa regido promove uma restricdo acentuada na
sazonalidade de F. hepatica devido a baixa temperatura (BARGUES et al., 2012)
confirmando que manifestacdo e a proliferacdo da doenca podem ser atrasadas ou até
mesmo minimizadas.

A diversidade de espécies de moluscos em determinada area pode ser considerada
como medida de capacidade de uma espécie em transmitir a enfermidade. Isso €
demonstrado em um estudo sobre a distribuicdo e preferéncia de habitats de moluscos
hospedeiros intermediarios de F. hepatica em Cuba. As duas espécies mais importantes no
ciclo da F. hepatica neste pais sdo Fossaria cubensis (Physa cubensis) e Pseudosuccinea
columella (Lymnaea columella). A primeira estd mais distribuida em locais antropicos,
principalmente em area de pecuaria e, a espécie P. columella esta distribuida em areas
naturais e, em menor quantidade, em locais pouco antropicos, porém em locais de maior
diversidade de moluscos. Apesar da diversidade de habitat estabelecida pela espécie P.
columella, F. cubensis é considerada o principal hospedeiro intermediario de F. hepatica
em Cuba, pois além de ter maior distribuicdo, quando ha inundagdo do ambiente € a
espécie que prevalece sobre as outras. Alem disso, esse predominio da populacdo em
épocas de chuva, nos locais onde ha elevada atividade humana favorece a infeccdo de
homens e animais. (PERERA; NODA; JIMENEZ, 2009).

Muitas vezes, os estudos sobre distribuicdo espacial de F. hepatica sdo baseados

principalmente em amostragens individuais e concentraram-se na analise de fatores
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climéticos e ambientais. Bennema et al. (2011) investigaram as associa¢fes entre manejo
da propriedade, os fatores climaticos e ambientais afetando a distribuicdo espacial da
infeccdo por F. hepatica em rebanhos leiteiros em uma zona de clima temperado em
Flandres, Bélgica durante trés anos consecutivos. A analise do leite a granel para detec¢édo
do anticorpo pelo método de ELISA foi usado para medir os niveis de infeccdo em uma
amostra aleatoria de 1.762 bovinos leiteiros nos outonos de 2006, 2007 e 2008. A
prevaléncia e distribuicdo espacial de F. hepatica foi relativamente estavel, com pequenas
diferencas interanuais. Os autores afirmam que para avaliacdo da distribuicdo espacial de
F. hepatica além de considerar precipitacdo anual, altitude, inclinacdo e tipo de solo é
importante estabelecer a relacdo com o manejo das pastagens, propor¢do de pastagem na
dieta animal e a duracdo da estacdo de pastejo dos animais. Os resultados indicam que em
zonas climaticas temperadas sem grande variacdo climatica e ambiental, os fatores de
manejo da propriedade afetam a distribuicdo espacial de F. hepatica e devem ser incluidos
em futuros estudos.

A compreensdo dos efeitos das condi¢cBes ambientais sobre a sobrevivéncia e
longevidade das metacercérias de Fasciola spp., forma infectante deste parasito, fornece
uma base sobre quais recomendacgdes podem ser feitas para evitar que o animal consuma
forragem contaminada. Estudo realizado por Suhardono et al. (2006) sobre a viabilidade de
metacercarias de F. gigantica, demonstrou que essas formas possuem tempo de
sobrevivéncia reduzido em condi¢fes de aumento de temperatura, diminuicdo da umidade
relativa e exposicdo a luz solar direta. Metacercarias submersas em agua a 13°C sem
exposicao direta de luz solar foram viaveis para infeccdo em animais. A exposicdo direta
de luz solar, com baixa umidade promoveu a morte das metacercéarias em oito horas. Os
autores demonstram a importancia dos resultados em regides de varzea dos arrozais
irrigados da Indonésia. Relatam que as metacercarias imersas na agua podem sobreviver
por até cinco semanas engquanto as expostas a luz solar direta sobrevivem menos de duas
semanas. Estas informacdes, juntamente com as opcoes de expor os talos de arroz frescos a
luz solar direta antes de fornecé-los aos animais pode ajudar os agricultores a reduzir a
infeccéo dos bovinos por F. gigantica.

Em estudo semelhante realizado por Miiller et al. (1999) objetivou-se analisar a
influéncia da temperatura na longevidade infectiva de metacercarias de F. hepatica, com
infeccdo de ratos wistar. Os autores observaram que a faixa de temperatura entre 10° e

15°C manteve as metacercarias ativas por oito meses, decrescendo com o afastamento
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desse ponto. Na faixa de cinco e 20°C a longevidade foi reduzida pela metade em relagdo
ao melhor desempenho. A viabilidade por dois meses foi a 30°C, sendo recomendado pelos
autores testar a temperatura maxima para total controle da forma infectante de F. hepatica.
Quando uma analise de caracteristicas ecologicas for realizada, é importante ter em
mente possiveis variacbes ambientais que possam afetar a dindmica epidemioldgica do
evento estudado (SOUZA et al., 2010) j& que os coeficientes de prevaléncia nas infeccBes
por F. hepatica sdo normalmente acompanhados pelas caracteristicas préprias de cada
regido e suas variaces ocorrem de acordo com as condi¢cdes geogréaficas e climaticas,
presenca de areas alagadas ou com inundacdes periddicas, composi¢do do solo, presenca
de hospedeiros vertebrados, fatores relacionados com o manejo dos animais e
principalmente com a presenca de hospedeiros intermediarios, que caracterizam a dinamica
epidemioldgica (GAASENBECK et al., 1992; BECK, 1993, MATTOS et al., 1997).

2.3 Distribuicéo da Fasciolose

2.3.1 Distribuicdo no Brasil

No Brasil, os estados de maior registro desta parasitose sdo: Rio Grande do Sul,
Santa Catarina, Parana, S&o Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro (COSTA et al.,1986) e a
distribuicdo de casos humanos acompanha os casos animais, diferente do que acontece em
muitos paises (MAS-COMA; ESTEBAN; BARGUES, 1999). Os registros também
indicam que ha casos nas regides Sul, Centro Oeste e Sudeste, com maior numero de casos
na regido Sul e aumento na regido Sudeste (SERRA-FREIRE et al., 1995).

Segundo Serra-Freire (1995), historicamente, os estados do Rio Grande do Sul,
Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais, reportam incidéncia da
fasciolose bovina, notadamente na forma crénica, com dados de propriedades, matadouros
e por meio de exames coprolégicos.

Segundo Serra-Freire (1999) foi Lutz que fez o primeiro registro de fasciolose no
Brasil, em 1921, assinalando o bovino como hospedeiro vertebrado no Rio de Janeiro, mas
considerou provavel que o parasitismo ocorresse no Rio Grande do Sul, pr6ximo ao Rio da
Prata. Pécego, em 1925, confirmou a ocorréncia desse parasito no Rio Grande do Sul e
registrou alta frequéncia com que o mesmo era encontrado em animais de matadouro.

Mello; Mello, em 1934, apontando problemas na suinocultura em S&o Paulo

registraram caso de F. hepatica em suino. Silva, em 1936, descreveu o parasitismo de
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bovinos por F.hepatica como j& estabelecido em animais criados no estado do Rio de
Janeiro, e Carvalho, em 1940, descreveu um caso de fasciolose hepética em touro nativo,
em Minas Gerais. Giovannoni; Kubiak, em 1947, registraram a fasciolose hepatica em
bovinos no Parana, ao estudarem a fauna parasitaria do estado (EL-KOUBA, 2005).

No litoral paranaense registraram-se ocorréncias de fasciolose em bubalinos criados
comercialmente. De 70 animais abatidos em frigorificos, 75% tiveram seus figados
descartados por estarem parasitados por F.hepatica (BUSETTI et al., 1983). Na mesma
regido, Fernandes; Hamann encontraram, em 1985, de 340 amostras de fezes de bubalinos,
45 (12,23%) positivas para ovos de F.hepatica.

Em 1992, Serra-Freire; Nuernberg analisaram amostras de fezes de bovinos,
bufalos, ovinos e caprinos em Santa Catarina, por 12 anos. Encontraram prevaléncia de
animais positivos para F. hepatica de 24,72% em bufalos; 16,92% em ovinos e 15,66% em
caprinos. Os autores afirmam que em determinados municipios estudados pode-se
correlacionar o clima sempre umido com verdo morno como um fator favoravel para a
presenca do parasito na regido. Neste mesmo ano, em Santa Catarina, foi feito o primeiro
registro de fasciolose em um equino, neste estado, diagnosticado pela técnica de Quatro
Tamises.

Em estudo realizado por Serra-Freire et al. (1995) nas regides Sul e Sudeste, no
periodo de maio de 1994 a janeiro de 1995, observou-se que das 904 propriedades
envolvidas no estudo 25% estavam positivas notadamente no Rio Grande do Sul (regido de
fronteira), Santa Catarina (Vale do Itajai e regido de litoral), Sdo Paulo (Vale do Paraiba) e
Rio de Janeiro (regido dos lagos) demonstrando que mesmo dentro de estados tradicionais
quanto a presenca de F. hepatica a mesma vem se expandindo.

Em pesquisas realizadas no Vale do Ribeira, situado na regido sul do Estado de S&o
Paulo, Fujii et al. (1993) observaram, pela primeira vez, a ocorréncia de F. hepatica
parasitando bufalos oriundos do municipio de Iguapé. Também no Vale do Ribeira, Fujii et
al. (1998) desenvolveram pesquisas relacionadas a fasciolose hepéatica em diversos
municipios onde havia criagdes de bufalos. Os autores observaram que das 587 amostras
de fezes examinadas, 42 (7,16%) se mostraram positivas relacionando a ocorréncia da
parasitose com a presenca do molusco do género Lymnaea e pelos animais se situarem em
area de varzea.

Também analisando amostras de fezes de bufalos, no municipio de Pariquera-Acu-

SP, Oliveira et al. (1994) encontraram prevaléncia de 18,89% de animais contaminados por
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F. hepatica confirmando que a disseminacdo da fasciolose estd intimamente ligada a
presencga de moluscos do género Lymnaea.

A presenca de fascilose no estado de Goias foi verificada em bovinos e humanos.
Os autores observaram animais positivos na linha de abate e relacionaram 0s casos com a
presenca do hospedeiro intermediario da espécie L. columella além da possibilidade de
contaminacdo de rios e cdrregos por descargas de matadouros realizadas nos mesmos
promovendo instalacdo do foco de fasciolose por contaminacdo do molusco e
consequentemente dos animais (ARAUJO; GARCIA; LINHARES, 1995).

No periodo de 2000 a 2005, Cunha, Marques e Mattos (2007) verificaram a
prevaléncia de F. hepatica em ovinos por meio de avaliacdo de figados condenados na
linha de abate e verificaram um percentual de 8,87%, considerando grande perda para
produtores, frigorifico e governo.

Pile et al. (2001a) demonstrou a presenca de ovos de F. hepatica em bufalos jovens
e adultos no municipio de Marica, no Rio de Janeiro. Este foi o primeiro relato desta
parasitose na espécie bubalina no Estado, registrando um indice de ocorréncia de 2,5%, na
amostra avaliada. Os autores ainda ressaltam que ressaltam gue entre 0s animais positivos
foram encontrados alguns com menos de um ano de idade.

Em um propriedade no municipio de Campos dos Goytacazes-RJ foi observada a
presenca de L. columella naturalmente infectada por formas larvais de F. hepatica, assim
como de ovos do parasito em amostras fecais dos bovinos, caracterizando dessa forma o
estabelecimento de um foco da enfermidade neste municipio (GOMES et al., 2002).

Em Presidente Prudente-SP, foi registrado o primeiro caso autdctone de fasciolose
bovina em uma propriedade a partir de dados obtidos no abatedouro de condenagédo do
figado. A propriedade avaliada, além de possuir animal comprovadamente positivo para F.
hepatica no exame de fezes, possuia 0 molusco da espécie L. columella e ambiente
favoravel para o desenvolvimento do mesmo e consequentemente do ciclo do parasito. Os
autores relatam que como se trata de uma regido expressiva na pecuéria estadual e nacional
é importante avaliar as perdas econdmicas atuais e futuras decorrentes deste parasitismo
(TOSTES et al., 2004).

El-Kouba et al. (2005) registraram a presenca de F. hepatica em capivaras e ratao-
do-banhado no Parque Barigui em Curitiba-PR com identificagdo de ovos em exames
coproparasildgicos. O autor destaca que nao foram encontrados exemplares de Lymnaea no

local o que pode caracterizar infecgdo crénica, mas ndo diminui a importancia em se tratar
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0s animais antes que populagGes desse molusco possam povoar a area. Além disso, destaca
0 papel desses animais como reservatorios e disseminadores da parasitose.

Ja em Santa Catarina, no municipio de Timbd, Bellato et al. (2009) registraram a
presenca de ovos de F. hepatica em fezes de bovinos de propriedades rurais distintas e de
capivaras de vida livre. Os autores reforcam a marcante influéncia das capivaras como
hospedeiros definitivos no ciclo bioldgico de F. hepatica.

Em 2007, casos autdctones de fasciolose hepatica foram registrados em figado de
bovinos abatidos sob Inspecdo Federal no estado de Goiés. Os autores afirmaram que pelos
dados obtidos do Servico de Inspecdo Federal e da Superintendéncia Federal de
Agricultura (SFA-GO) do MAPA, assim como informagdes prestadas por criadores
permitiram a identificacdo de casos de fasciolose em bovinos nascidos e criados neste
estado (ARAUJO et al., 2007).

Nos Estados de Minas Gerais, Goiés, Bahia e Espirito Santo estdo surgindo novas
areas de ocorréncia de F. hepatica, caracterizadas pela presenca dos hospedeiros
intermediarios e vertebrados naturalmente infectados. Estudos recentes, realizados em 13
municipios em diferentes regides do Estado de Minas Gerais demonstraram o0 aumento da
prevaléncia a infeccdo natural por F. hepatica. Os autores relacionaram este fato a
presenca de limneideos positivos com as formas larvares de F. hepatica (LIMA et al.,
2009).

Dados relacionados aos impactos econdmicos ocasionados pela fasciolose no
Espirito Santo ainda sdo insuficientes, mas sabe-se que desde o primeiro relato oficial da
doenca registrado em 2005 pelo Instituto de Defesa Agropecuéria e Florestal do Espirito
Santo (IDAF), os pecuaristas vém acumulando inimeras perdas devido a condenacdo de
figados em matadouros, diminuicdo do peso de carcacas, retardo no desenvolvimento e
queda na producdo leiteira (BAPTISTA, 2008).

Carneiro et al. (2010) relataram pela primeira vez no estado a presenca de F.
hepatica em bufalos em uma propriedade no municipio de Jerénimo Monteiro, regido Sul
do Espirito Santo. De um total de 15 amostras, 46,67% apresentaram-se positivas para
ovos de F. hepatica. Foi registrada ainda a presenca do molusco do género Lymnaea no
entorno da propriedade, além de bovinos e ovinos infectados.

Alves et al. (2011) uma vez estudando 10 municipios também localizados na regiéo
Sul do estado, constataram que de 717 amostras de fezes coletadas, em diferentes

propriedades, 153 foram consideradas positivas para F. hepatica resultando em uma
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frequéncia observada de 21,33% para fasciolose naquelas localidades.

Bernardo et al. (2011) registraram prevaléncias de figados de bovinos condenados
por fasciolose no sul do Espirito Santo e encontraram percentuais médios de 15,24% em
2006, 23,93% em 2007, 28,57% em 2008 e de 28,24% em 2009. Os autores afirmam que a
tendéncia historica da condenacdo de figados é crescente, indicando que este parasitismo
estabeleceu-se no rebanho como um problema na regido com prevaléncia similar a de
regides tradicionalmente endémicas. As condenacdes ocorreram 0 ano todo com maior
prevaléncia nos meses de abril e maio e com diferencas significativas entre os periodos
seco e chuvoso. As perdas econdmicas devido a condenacdo de figados podem ser
consideradas altas.

Em estudo epidemioldgico realizado em 10 municipios do sul do Estado do Espirito
Santo foram coletadas 815 amostras de fezes sendo 424 de ovinos, 349 de caprinos e 42
amostras de bubalinos. Um total de 58 (13,68%) amostras de ovinos, 76 (21,78%) amostras
de caprinos e 10 (23,81%) amostras de bubalinos foram positivas para ovos de F. hepatica
(CARNEIRO et al., 2013).

2.3.2 Distribui¢do no mundo

Em estudo realizado em matadouros no Ird entre 1999 e 2000, encontraram-se
prevaléncias de 3,89%; 3,20% e 2,63% e entre 2003 e 2004, de 1,07%; 0,59% e 0,24%
para bovinos, ovinos e caprinos, respectivamente. Os autores observaram que houve um
declinio dos casos nos bovinos, ovinos e caprinos abatidos e relacionaram ao fato da
temperatura na regido ter aumentado, apresentando clima seco e quente, 0 que néo
favoreceu a manutencéo do ciclo do parasito. Estes autores incentivaram a conscientizagdo
dos produtores da regido em relacdo ao uso correto de medicamentos no tratamento da
infeccdo nos animais, criando estratégias de controle antihelmintico para a fasciolose
(ANSARI-LARI; MOAZZENI, 2006).

Na Africa, Mekroud et al. (2004), observaram bovinos e ovinos parasitados por F.
hepatica pela avaliacdo de figados condenados nas cidade de Constantine e Jijel. Os
autores sugerem que para o controle da doenca seja feito um isolamento por cerca nas
areas habitadas pelos moluscos. Além disso, o excesso de umidade dessas areas deve ser
suprimido para eliminacdo dos moluscos.

Phiri et al. (2005) encontraram prevaléncia de fasciolose em bovinos de 53,9% com

andlise de figado ao abate e 48,9% com anélise de fezes, em Zambia, Africa. Os autores
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encontraram maior percentual de fémeas positivas do que machos e demonstraram que a
origem dos animais influenciou no resultado. A espécie L. natalensis foi apontada como a
Unica espécie de molusco responsavel pela transmissdo de fasciolose em Zambia e que L.
columella, amplamente reportada na Africa do Sul, mas originaria da América, ndo foi
avaliada quanto a possibilidade de transmisséo de F. hepatica e F. gigantica nesta regi&o.

Em Queensland, na Austrélia, Molloy; Anderson (2006) analisaram propriedades
de gado leiteiro e gado de corte e, por analise de soro (ELISA) para diagndstico de F.
hepatica, demonstraram predominancia de fasciolose somente no sudoeste do pais, mas,
nem todas as propriedades positivas tinham o hospedeiro intermediario e, algumas
propriedades com o molusco, ndo apresentavam animais positivos. Os autores relatam que
a presenca de hospedeiros intermediarios nesta regido ndo influenciou na distribuicdo da
fasciolose na regido mesmo que outros trabalhos demonstrem que ha correlacdo. Porém,
mais estudos devem ser realizados na area.

Rapsch et al. (2006) demonstraram a presenca de F. hepatica em bovinos na Suica
com acompanhamento dos animais ao abate. Os autores confirmaram os resultados por
diversas formas de diagnostico, como inspecdo visual, analise de fezes, teste de ELISA,
exame coproldgico e anélise de ovos na bile e identificaram uma prevaléncia de fasciolose
bovina maior do que a prevista ja que anteriormente a avaliacdo era feita somente com
inspecdo visual, o que muitas vezes ndo confirma a doenca.

Neste mesmo ano, na China foi feito relato de ovinos infectados por F. hepatica por
meio de andlise de figados condenados ao abate. Os autores consideram importante a
investigagdo para auxiliar em futuras estratégias de controle dessa parasitose em ovinos na
regido (WANG et al., 2006).

Em estudo epidemioldgico de F. hepatica em Gafsa Oases, Sudoeste da Tunisia, foi
demonstrada uma prevaléncia de 6,6% de fasciolose em humanos, 14,3% em bovinos, 35%
em ovinos e 68,4% em caprinos. No hospedeiro intermediario, da espécie Galba
truncatula, foi demonstrada uma prevaléncia de infeccdo pelas formas larvares da F.
hepatica de 19,2%. Foi o primeiro relato de fasciolose na regido num estudo desenvolvido
entre julho de 2004 a junho de 2005 (HAMMANI; HAMED; AYADI, 2007).

Em regido semideseértica no nordeste do México foram encontradas prevaléncias de
F. hepatica entre 11,4 e 43% em bovinos, ovinos e caprinos, com analise de amostras de
soro por teste de ELISA e analise de fezes por sedimentacdo. Apesar do clima nédo

favorecer o desenvolvimento do molusco os autores relataram as prevaléncias aos canais
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de irrigacdo na regido que mantinham condi¢cBes ambientais favordveis para o
desenvolvimento do molusco (MUNGUIA-XOCHIHUA et al., 2007).

Ali et al. (2008) observaram, por meio de caracterizagdo genética, a existéncia de F.
hepatica e F. gigantica em ovinos e bovinos na Nigéria, sendo o primeiro relato da

ocorréncia de ambas as espécies de Fasciola.

2.3.3 Distribuicdo de casos humanos

Segundo Acha; Szyfres (1977), a infeccdo humana, por F. hepatica ja foi registrada
em muitos paises do mundo, mais é na América Latina, em que tem ocorrido 0 maior
ndmero de casos. Tem-se subestimado a frequéncia da infeccdo na América Latina (EL-
KOUBA, 2005). Somente em Cuba, foram registrados 100 casos até 1944 e no Chile, 82
até 1959. Além destas, ocorreram infeccdes humanas na Argentina, Uruguai, Peru,
Venezuela, Costa Rica, Porto Rico, Republica Dominicana e México. Em 1978, foram
diagnosticados 42 casos clinicos em Turrialba, Costa Rica (MORA et al., 1980).

A fasciolose humana ocorre de forma esporadica ou em surtos, e além dos casos na
América ha registros em numerosos paises da Europa, Africa e Asia. As epidemias mais
extensas ocorreram na Franca, entre 1956-1957, que afetaram cerca de 700 pessoas. A
fonte comum de infeccdo era o agrido contaminado com metacercarias. A infeccdo também
é comum na Itélia, Polbnia e Inglaterra. Neste ultimo pais, 0 maior surto afetou 40 pessoas
em 1972 (MALEK, 1980).

Os casos humanos foram relatados pela primeira vez no Brasil em 1958 (REY et
al., 1958). Posteriormente ocorreram casos na regido do vale do rio Paraiba do Sul, em S&o
Paulo e em Uruguca, na Bahia (CORREA; FLEURY, 1971). Em 1977, ocorreram casos
em Cacapava-SP e em Curitiba-PR (AMATO NETO; SILVA, 1977; BARANSKY et al.,
1977).

Serra-Freire (1999) assinalou o primeiro caso humano comprovado e tratado,
ocorrido no municipio de Piquete, Sdo Paulo, que faz limite com o estado de Minas Gerais.
No mesmo ano, Andrade Neto et al. (1999) totalizaram 50 casos de fasciolose no Brasil no
ano de 1999 desde o primeiro relato por Rey et al. (1958).

Por meio de resultado de exames coproldgicos realizados em 500 pacientes
atendidos em postos de saude e hospitais do municipio de Volta Redonda, assinalou-se a
primeira ocorréncia da fasciolose humana no Estado do Rio de Janeiro, com dois

resultados positivos para este parasito (PILE et al., 2000).
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Nos municipios de Paracambi e Sumidouro, ambos no Rio de Janeiro, foram
diagnosticados dois casos de fasciolose em humanos nos anos de 2001 e 2003,
respectivamente. Os achados ocorreram mediante inquérito coproparasitologico das
regides, sem que as pessoas demonstrassem qualquer sinal clinico grave e caracteristico da
enfermidade (IGREJA; BARRETO; SOARES, 2004).

Oliveira et al. (2007) registraram pela primeira vez a prevaléncia de F. hepatica em
humanos no municipio de Canutama, estado do Amazonas. Por meio de inquérito

parasitologico este foi um dos primeiros relatos de fasciolose na regido Norte do pais.

2.4 Patogénese da Fasciolose

A patogenia do parasito estd baseada na sua capacidade de lesionar o figado desde o
momento que chega ao mesmo, gerando uma hepatite aguda hemorragica durante a fase
larvar até espessamento dos ductos biliares com ou sem obstrucdo dos mesmos na fase
adulta. Nas infestagdes macicas, ha destruicdo do tecido hepatico com danos extensos,
como fibrose, e hemorragias severas, que podem ser fatais (SERRA-FREIRE, 1995;
MARCOS et al., 2007). Segundo Serra-Freire et al. (1995), na fase cronica da doenca sdo
observados efeitos depressores no crescimento do animal, assim como queda na producao
leiteira. A sintomatologia depende do nimero de parasitos presentes no figado dos animais
infectados (EL-KOUBA, 2005).

A fasciolose pode ser classificada como aguda, raramente observada em bovinos,
subaguda ou cronica (RADOSTISTS, 2000). Os surtos da fasciolose aguda em geral se
manifestam com morte stbita, mas ao inspecionar o restante do rebanho se observa apatia,
fraqueza, falta de apetite, mucosas e conjuntivas palidas e edemaciadas. O figado
normalmente estd aumentado, associado a dor a palpacdo na regido hepética e ascite. Os
animais apresentam ainda perda de peso, diarréia e diminuicdo da producdo de leite
(PRITCHARD et al., 2005).

Na doenca subaguda, sdo ingeridas metacercarias por mais tempo, e enquanto
algumas ja atingiram os ductos biliares, onde causam colangite, outras ainda estdo
migrando e provocando lesGes menos graves (URQUHART et al., 1996). A fasciolose
cronica é a forma mais comum da doenca e cursa com infertilidade (OAKLEY; OWEN;
KNAPP, 1979; CHARLIER et al., 2007), anemia, perda de peso, queda na producao e
condenacdo do figado ao abate (FOREYT, 2005), além de predispor o animal ao

aparecimento de infeccBes secundaria. H& ainda relatos de glomerulonefrite em bdfalos
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infectados por F. hepatica devido a deposicdo de imunocomplexos circulantes produzidos
em resposta a presenca do parasito (TIETZ MARQUES; SCROFERNEKER;
EDELWEISS, 2004).

Em humanos, os sinais e sintomas sdo varidveis, diferindo conforme a fase e
duracdo da infeccdo e o numero de parasitas. Na fase aguda, pode ocorrer dor abdominal,
febre, vOmito, diarréia, urticaria, ma digestdo e absorcdo, ictericia, hepatomegalia e
alteracdes de enzimas hepaticas, leucocitose e eosinofilia. Na fase crénica, os sinais e
sintomas mais evidentes sdo os relacionados com a obstrucdo biliar intermitente e
inflamacéo (ACHA; SZYFRES, 1977; GUIMARAES, 2003).

2.5 Diagnostico da Fasciolose

Esta parasitose causa em seus hospedeiros condenagdo do figado em abatedouros-
frigorificos, perda de peso, anemia, reducdo na producdo de Ia, carne e leite, infecgdes
secundérias, interferéncia na fertilidade e outros sinais inespecificos, o que torna o
diagnostico clinico da doenca dificil de ser realizado (ECHEVARRIA, 1985; ROSS;
DOW; TODD, 1997).

Por apresentar sinais inespecificos é necessaria a realizacdo do diagndstico
laboratorial baseado na observacéo de ovos de F. hepatica nas fezes dos animais (BORAY,
1985; KLEIMAN et al., 2005) e de humanos. O diagndéstico pode também estar baseado
em pesquisa de anticorpos e antigenos circulantes (MOLLOY et al., 2005; MUNGUIA-
XOCHIHUA et al, 2007), na deteccdo de coproantigenos (MEZO et al., 2004), por ovos
obtidos na vesicula biliar (BRAUN; WOLFENSBERGER; HERTZBERG, 1995), na
propria observacao de parasitos nos canais biliares durante necropsia e/ou abate (SERRA-
FREIRE, 1995), teste de ELISA no leite de animais suspeitos (MOLLOY et al., 2005;
CHARLIER et al., 2008) e dosagem plasmatica de algumas enzimas. Além disso, € de
grande utilidade a mensuracdo de outros parametros hematoldgicos como anemia,
eosinofilia e hipoalbuminemia, comuns na infeccéo parasitaria (FAIRWEATHER, 2011).

Nas infeccBes por F. hepatica, normalmente, os niveis plasmaticos das enzimas
Glutamato Desidrogenase (GLDH) e Gama Glutamil Transpeptidase (GGT) apresentam-se
aumentados. GLDH sete a 14 dias pos-infeccdo pela destruicdo dos hepatocitos, e GGT
seis a oito semanas, devido a lesdo das células epiteliais dos canais biliares (ACOSTA,
1994; URQUART et al., 1996).

Diversos autores, entre eles Dennis; Stone; Swason (1954), Happich; Boray (1969)
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e Bendezu; Landa (1973) preconizam 0 exame coproparasitologico como a forma mais
segura para o diagnéstico da fasciolose cronica. Estes autores relatam que o exame
determina a presenca de ovos de Fasciola indicando a existéncia de trematddeo adulto nos
ductos biliares. As desvantagens desses testes sdo que detectam somente casos de infeccao
patente, 0s ovos ndo séo eliminados nas fezes de forma regular e, com a contagem de ovos
nas fezes, ndo se determina o nimero de parasitos adultos no figado (ANDERSON et al.,
1999; FLANAGAN et al., 2011b). Alem disso, a presenca de uma ou nenhuma forma
adulta no figado dificulta a presenca de ovos nas fezes (BERNARDO et al., 2007).

E importante realizar o diagnostico diferencial de outras hepatites agudas, levando-
se em consideracdo os antecedentes epidemioldgicos e a presenca, no hemograma, de
eosinofilia (DUMENIGO; ESPINO; FINLAY, 1996). Rapsch et al. (2006) demonstram
que o exame coproparasitoldgico pode ser muito eficiente com trés amostras seriadas do
mesmo animal resultando numa sensibilidade de aproximadamente 92%.

Ha& na literatura muitas técnicas para diagnostico coproparasitolégico da fasciolose
baseadas em flutuacdo, sedimentacdo e tamisacdo. De acordo com Girdo; Ueno (1985),
muitas das técnicas originais quase sempre sdo modificadas por pesquisadores que visam
melhora-las ou adapta-las de acordo com as necessidades e disponibilidades. Estes autores
desenvolveram técnica de diagnostico coproparasitolégico quantitativo da fasciolose em
ruminantes baseados no uso de quatro tamises e foi por muitos anos a técnica de elei¢ao
para diagndstico desta parasitose sendo utilizada em diversos estudos (SERRA-FREIRE;
NUERNBERG, 1992; ABIDU et al., 1996; PILE et al., 2000; PILE et al., 2001a; GOMES
et al., 2002; KLEIMAN et al., 2005). A técnica de Hoffman também foi utilizada em
alguns estudos como o realizado por Queiroz et al. (2002) que diagnosticou fasciolose em
bovinos e ovinos.

Em estudo para diagnostico de fasciolose em ovinos no Rio Grande do Sul, a
prevaléncia obtida na técnica de Girdo; Ueno (1985) foi de 88,8% e a de Dennis; Stone;
Swanson (1954) foi de 75,6%, demonstrando maior sensibilidade da primeira técnica para
diagnostico de F. hepatica (MATTOS; CUNHA; MARQUES, 2009).

Porém, Martins et al. (2008) afirmam que a técnica de sedimentacdo fecal descrita
por Foreyt (2005) mostrou-se mais sensivel em comparagdo aos dados de Girdo; Ueno
(1985) além de ter execucdo mais simples e menor custo. Das 155 amostras processadas
para ambas as técnicas, 71 apresentavam-se positivas para a técnica de quatro tamises e 85

amostras positivas para a técnica descrita por Foreyt (2005), determinando sensibilidade de
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45,80% e 54,83%, respectivamente.

Vérios métodos foram desenvolvidos com o objetivo de diagnosticar a fasciolose a
partir da deteccdo de anticorpos contra componentes do parasito. No Brasil, estas técnicas
soroldgicas ainda ndo estdo disponiveis para avaliacdes populacionais, estando restritas as
pesquisas experimentais, para as quais muitos Kits ainda estdo sob testes de validacdo para
ovinos, bovinos e bubalinos (MATTOS; CUNHA; MARQUES, 2009). Em estudo
realizado na Australia por Reichel (2002) com teste de Kit comercial por ELISA, o autor
concluiu que o mesmo é recomendado para bovinos j& que houve dificuldade em
discriminar ovinos positivos e negativos para fasciolose.

Um teste soroldgico comercial com sensibilidade e especificidade maior que 98%
foi reportado (MOLLOQY et al., 2005). Porém, este teste foi avaliado em duas populagdes
separadas de animais e o resultado pode estar sujeito ao erro, ja que a sensibilidade e a
especificidade do teste podem variar de acordo com a populagéo testada (LACHS et al.,
1992; WHITING et al., 2004; LEEFLANG; BOSSUYT, 2005).

Sinclair; Wassall (1988) afirmam que a deteccdo de anticorpos especificos de F.
hepatica ocorre duas semanas poOs infeccdo o que é uma vantagem sobre o exame
coproparasitolégico que detecta os ovos nas fezes a partir de oito a dez semanas pds
infeccdo. Por outro lado, a presenca de anticorpos especificos no soro sanguineo nédo
significa que o hospedeiro encontra-se em infeccdo ativa jd que 0s anticorpos podem
persistir no soro do animal mesmo apos ter terminado a infec¢do, como, por exemplo, ap6s
tratamento (FAIRWEATHER, 2011).

Munguia-Xdchihua et al. (2007) em estudo em area semi-desértica a noroeste do
México compararam a prevaléncia de fasciolose em bovinos, ovinos e caprinos utilizando
a técnica de ELISA indireta e coproldgica e identificaram maior prevaléncia na técnica
soroldgica em todas as espécies, mas com moderada concordancia em ambos os testes. Em
bovinos, a prevaléncia foi de 11,4% na técnica de sedimentacdo fecal e de 24,4% para
ELISA indireta, em caprinos foi de 24,5% na andlise fecal e 43% para ELISA e por fim,
em ovinos a prevaléncia foi de 19,4% e 30,6% para ambas as técnicas, respectivamente.

Flanagan et al. (2011a e 2011b) citam que os testes para deteccdo de
coproantigenos diagnosticam a doenga mais precocemente do que 0S exames
coproparasitologicos. Em comparagcdo com pesquisa de anticorpos especificos, que detecta
a infeccdo precocemente, a técnica por coproantigenos tem a vantagem de detectar

infeccdo varias semanas antes da doenga se manifestar (FAIRWEATHER, 2011). Ambos
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0s testes séo utilizados para se diagnosticar resisténcia a medicamentos contra F. hepatica,
como foi demonstrado por Flanagan et al. (2011b), que obteve resultados satisfatorios para
diagnostico de resisténcia.

Porém, de acordo com Kleiman et al. (2005), embora novos métodos de deteccéao
de coproantigenos venham sendo empregados para o diagndstico da fasciolose,
principalmente em seu estagio inicial, esses ndo geram informagdes epidemioldgicas
importantes para o conhecimento da dindmica da transmissdo de F. hepatica, nédo
substituindo, assim, o diagnostico por exame de fezes.

Um trabalho realizado por Rapsch et al. (2006) para estimar a prevaléncia de F.
hepatica em bovinos abatidos na Suica utilizou quatro tipos de diagndsticos diferentes ja
que ndo hd um teste diagndstico absoluto na identificacdo deste parasito. Os autores
realizaram identificacdo visual do figado, técnica de sedimentacao fecal, teste comercial de
ELISA para detec¢do de anticorpos especificos e, apds o abate, deteccdo de ovos na bile. A
sensibilidade do exame coproparasitolégico, do exame da bile, do teste de ELISA e do
exame do figado foram 69%, 93,4%, 91,7% e 63,2%, respectivamente. O autor demonstrou
que a prevaléncia de fasciolose foi maior do que previsto ja que a inspecdo do figado,
normalmente realizada no abate, obteve uma baixa sensibilidade, podendo estar
relacionada com lesdo causada pelo parasito, mas, sem presenca do mesmo, ja que esta nao
Se regenera.

Charlie et al. (2008) avaliaram qualitativa e quantitativamente técnicas
coproparasitoldgicas e soroldgicas (coproantigenos e utilizacdo de soro) para diagnostico
de fasciolose em duas estacBes do ano, primavera e outono estabelecendo o nivel de
infeccdo durante o abate do animais. Demonstraram que ndo houve diferenca significativa
em relacdo a época do ano de coleta do material e que os testes soroldgicos de ELISA
utilizados foram significativamente melhores do que os coproparasitolégicos. Porém,
ressaltam que € mais provavel a obtencdo de resultados positivos nos exames
coproparasitologicos quando o animal apresenta uma infeccdo macica (> 10 parasitos no
figado) do que quando apresenta baixa infec¢do (< 10 parasitos no figado).

No Brasil, a maioria dos casos de fasciolose é diagnosticada em matadouros e
frigorificos fiscalizados pelos Servigos de Inspecdo Federal (SIF/MARA) (FILGUEIRA et
al., 2006; GOMES et al., 2006; RABELLO et al., 2006). Este diagndstico post mortem,
baseado na observacdo direta dos parasitos no figado, é a analise mais precisa na fase

aguda da doenca animal, permitindo visualizar as lesdes tipicas no parénquima hepético
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(causadas pela migragéo das formas imaturas e sua presenca) e demais lesdes descritas na
patologia. Na fase cronica, os ductos biliares apresentam-se espessados, salientes e com
calcificacBes (no caso de bovinos) e as formas adultas estdo presentes (ECHEVARRIA,
1985).

No que diz respeito & realizacdo de levantamentos epidemioldgicos para o
diagndstico da fasciolose sabe-se que a utilizagdo de animais tracadores é til para estimar
0 grau de contaminacgdo da pastagem com metacercarias (PILE et al., 2001b), identificar as
épocas de sua maior disponibilidade no ambiente, além de permitir a identificacdo de focos
autoctones da doenca (SUON et al., 2006). Além disso, é importante que se faca coleta,
identificacdo e dissecacdo de moluscos (GOMES et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2002).

Gomes et al. (2008) confirmaram presenca de trés focos autoctones de F. hepatica,
em meses de estiagem, no municipio de Campos dos Goytacazes-RJ utilizando ovinos
como animais tracadores. Os autores também coletaram moluscos em algumas
propriedades e identificaram como pertencentes ao género Lymnaea, mas nenhum
apresentou formas evolutivas do parasito pressupondo que a pastagem estava contaminada

com metacercarias antes da introducao dos animais na pastagem.

2.6 Tratamento e Controle da Fasciolose

Os benzimidazoéis sdo os compostos antihelminticos de amplo espectro usados em
humanos e em medicina veterinaria para o controle de infec¢des causadas por nematddeos,
cestodeos e trematddeos (MCKELLAR; SCOTT, 1990). Somente algumas moléculas
quimicas dentro da familia dos benzimidazéis demonstram atividade contra F. hepatica
(LANUSSE; PRICHARD, 1993).

Essas drogas tém como mecanismo de acdo principal uma potente inibicdo da
formacdo de microtibulos do parasito (STITT; FAIRWEATHER, 1990; MARTIN;
ROBERTSON; BJORN, 1997) que tem como funcbes a formacdo do fuso mitotico,
motilidade e secrecdo celular, absorcdo de nutrientes e transporte celular (LACEY, 1988;
JASMER et al., 2000). Devido ao papel crucial desempenhado pelos microtibulos em
alguns dos processos celulares, esta destruicdo induzida pela droga levara a morte do
organismo (KOHLER, 2001), pois uma cascata de mudancas bioquimicas e fisioldgicas,
que podem ser diretas ou indiretas, resulta na perda da homeostasia celular (LACEY,
1988). Secundariamente pode inibir a enzima fumarato redutase no transporte de glicose,

alterando os mecanismos energéticos do parasito (LANUSSE, 1996). Foi observado ainda
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que ocorre interrupcdo e/ou diminuicdo da producdo de ovos dos nematdides (MARTIN;
ROBERTSON; BJORN, 1997).

O triclabendazole é o mais eficaz devido a sua excelente acdo contra formas jovens
e adultas do parasito (BORAY et al., 1983). Porém, ha no mercado, muitos medicamentos
utilizados no tratamento de F. hepatica como closantel, nitroxinil, clorsulon, rafoxanida e
albendazole e, apesar de terem acdo restrita & forma adulta, desempenham importante papel
no controle da fasciolose (FAIRWEATHER, 2011).

A combinacdo de drogas &€ comumente utilizada no controle de parasitos
normalmente para tratar infeccGes helminticas mistas. Além da praticidade e facilidade na
administracdo as combinac6es diminuem o desenvolvimento de resisténcia (SANGSTER
et al., 2001). O triclabendazole pode ser comercializado associado ao levamisol,
ivermectina, abamectina ou moxidectina para alcancar melhor controle contra Fasciola e
nematddeos. Esse uso combinado, especialmente quando os compostos tém acOes
diferentes, permite um efeito sinérgico entre as drogas e possibilita a utilizacdo de menores
concentragdes do farmaco no protocolo de tratamento (FAIRWEATHER, 2011).

Para se determinar a eficacia ou a resisténcia do tratamento contra F. hepatica nao
h& um protocolo padronizado, dificultando a interpretacdo dos resultados. Isso se torna um
grande problema j& que ha um aumento do nimero de casos e distribuicdo da fasciolose
além de muitas informacbes sobre existéncia e distribuicio da resisténcia
(FAIRWEATHER, 2011). O teste de reducdo da contagem de ovos nas fezes normalmente
é 0 mais utilizado, porém foi originalmente desenvolvido para nematoides (WOOQOD et al.,
1995). O tratamento quimico € considerado um sucesso quando hé reducdo de 95% na
contagem de ovos nas fezes 14 dias ap6s o tratamento no teste coproparasitoldgico ou a
auséncia de coproantigenos nas amostras de fezes coletadas 14 dias apds o tratamento no
teste para deteccdo de coproantigenos (FAIRWEATHER, 2011).

Flanagan et al. (2011a) padronizaram um protocolo de reducdo de coproantigenos,
14 dias apdés o tratamento, usando o kit comercial BIO K201 de ELISA para diagndstico de
resisténcia ao triclabendazole. Utilizando cepas de F. hepatica sensivel e resistente ao
triclabendazole, além da anéalise do coproantigeno nas fezes, foi realizada necropsia nos
ovinos tratados para confirmacédo da eficacia do tratamento. Ao final do experimento, 0s
autores concluiram que o kit comercial se mostrou sensivel para detec¢édo de antigenos nas
fezes de ovinos.

Flanagan et al. (2011b) confirmam esses dados em teste controlado utilizando cepas
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de F. hepatica adultas sensiveis e resistentes ao triclabendazole para diagndstico de
resisténcia a0 mesmo em ovinos. Os animais foram tratados com triclabendazole na dose
de 10mg/Kg e obtiveram reducdo de 95% na contagem de ovos nas fezes e auséncia de
coproantigenos 14 dias apds o tratamento. Com os resultados os autores discriminaram as
cepas sensiveis e resistentes, mas, ressaltam que € importante estabelecer estes testes a
campo para confirmagéo do mesmo resultado.

Em uma propriedade de ovinos no oeste da Irlanda foi avaliada a eficacia de quatro
antihelminicos contra infeccdes naturais por F. hepatica. Os animais foram tratados com
triclabendazole, closantel, oxiclozanida e nitroxinil, todos na dose de 10mg/Kg exceto
oxiclozanida que foi administrado na dose de 15mg/Kg. Amostras de fezes foram obtidas
de cada animal no dia do tratamento e aos sete, 14, 21 e 56 dias apds o tratamento e
processadas utilizando a técnica de sedimentacdo. A eficacia de cada anti-helmintico foi
calculada em relagcdo ao percentual de redugdo na contagem de ovos em cada tempo. Os
resultados para closantel, oxiclozanida e nitroxinil indicam que estes medicamentos
possuem eficacia de 100% na reducdo da contagem de ovos nas fezes 14 dias apds o
tratamento. No entanto, os resultados para o triclabendazole produziram niveis de eficacia
inferiores, com reducgdes de contagem de ovos fecal entre 49 % e 66 % com base na média
aritmética, durante o periodo de sete a 56 dias apds o tratamento. Estes resultados sdo
altamente indicativos de resisténcia ao triclabendazole em ovinos naturalmente infectados
por F. hepatica nesta fazenda (MOONEY et al., 2009).

Analise de desenvolvimento de ovos incubados também pode ser considerada outro
tipo de teste para deteccdo de resisténcia (ALVAREZ et al.,, 2009). Pode haver uma
exposicao a curto ou a longo prazo a droga. Estes testes tém a capacidade de distinguir
entre cepas sensiveis e resistentes, podendo tornar-se método simples de diagnéstico além
de serem cada vez mais necessarios (FAIRWEATHER, 2011).

Fairweather et al. (2012) realizaram teste para avaliar a sensibilidade de diferentes
cepas ao sulféxido de triclabendazole com anélise do desenvolvimento dos ovos. Os ovos
oriundos de cepas diferentes de F. hepatica foram expostos por 14 dias ao sulfoxido de
triclabendazole na concentracdo de 60pg/mL e, foram analisados em diferentes estagios:
mortos, vazios, ndo embrionados, em divisdo, com desenvolvimento larvar, eliminando o
miracidio e eclodidos. Algumas cepas demonstraram resisténcia ao triclabendazole,
obtendo desenvolvimento da maioria dos ovos e outros com maioria sem desenvolvimento,

conferindo sensibilidade a droga. Os autores afirmam que este teste € importante para
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avaliar a sensibilidade de cepas a campo ainda desconhecidas quanto a eficacia da droga.

Um trabalho a campo em uma propriedade de ovinos e caprinos em Almirante
Tamandaré no estado do Parand, Brasil, naturalmente infectados por F. hepatica, verificou
a presenca de resisténcia ao triclabendazole. Os animais foram tratados com
triclabendazole na dose de 15mg/Kg apds constatacdo de que 100% dos ovinos e 81% dos
caprinos estavam parasitados. Apos o tratamento foi verificada uma eficacia de apenas
66,3% em ovinos e 57,3% em caprinos por meio de exame de sedimentacdo. Porém, os
autores afirmam que ha necessidade de estratégias alternativas como o controle biologico,
0 qual pode reduzir a contaminacdo da pastagem e 0 contato com o hospedeiro
intermediario reduzindo as perdas causadas pela persisténcia do parasito no ambiente
(OLIVEIRA et al., 2008).

Para realmente se estabelecer um diagnostico de resisténcia, dentro de uma
populacdo em relacdo a determinada cepa, é importante que se realize teste controlado nos
animais do estudo com infecgdo artificial e nimero fixo de metacercarias por animal além
de monitorar o impacto do tratamento medicamentoso por uma série de testes. E essencial
que os resultados e conclusdes ndo sejam baseados em apenas um teste, para ndo gerar
informagdes erradas (FAIRWEATHER, 2011).

E importante considerar a origem e o genétipo de metacercarias usadas em
investigacBes experimentais e ensaios clinicos, antes de afirmar resisténcia ou eficacia de
determinada droga. Como demonstrado por Hanna et al. (2008) que analisaram por
histopatologia o testiculo de cepas laboratoriais de F. hepatica e demonstraram que haviam
cepas com caracteristicas celulares habituais associadas a espermatogénese, 0 que era
esperado, enquanto outra cepa apresentou sinais de apoptose e auséncia de
espermatozoides maduros, porém com desenvolvimento de miracidios de aparéncia
normal, provavelmente se desenvolvendo sem fertilizacdo, por partenogénese, segundo 0s
autores.

Hanna et al. (2010) desenvolveram trabalho envolvendo o exame morfoldgico do
parasito por meio de histologia com particular énfase nas respostas do aparelho reprodutor
ao tratamento quimico e demonstraram que cepas de F. hepatica conhecidamente
resistentes as drogas ndo apresentam alteracdes enquanto as conhecidamente sensiveis
apresentam consideraveis mudancas particularmente na formacéo de espermatozoides e na
producdo de ovos, em avaliagBes nos tempo de 24, 48 e 72 horas apos o tratamento. Estes

testes demonstram a utilidade das técnicas histoldgicas em ensaios de campo para validar
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resisténcia as drogas ou testar a eficacia de novos medicamentos ou medicamentos
sensiveis.

A mesma avaliacao foi realizada em fasciolas recuperadas de ovinos nos tempos de
48, 72 e 96 horas apds o tratamento com triclabendazole na dose de 10mg/Kg. A
interrupcdo da atividade das células espermatogénicas foi progressiva ao longo de 96 horas
com inicio de alteracfes a partir de 48 horas pos-tratamento. Os autores afirmam que estes
resultados indicam que o triclabendazole altera severamente espermatogénese de F.
hepatica a partir de 48 horas pos-tratamento (TONER et al., 2011).

Hanna et al. (2012) demonstraram que as alteracBes morfoldgicas no aparelho
reprodutor iniciaram a partir de 24 horas ap06s o tratamento de ovinos com triclabendazole
na dose de 10mg/Kg e, neste mesmo periodo, houve interrupcédo na producdo de ovos. Os
autores sugerem que o mecanismo de producédo de ovos parece ser afetado antes mesmo de
qualquer alteracdo morfoldgica evidente nos tecidos envolvidos no processo de formacao
do ovo, ocorrendo logo apds a administracdo do medicamento.

Um estudo morfoldgico da superficie tegumentar externa e interna foi realizado por
Buchanan et al. (2003) para determinar o efeito do tratamento in vitro com metabolito de
sulfoxido de albendazole sobre exemplares adultos de F. hepatica. Os exemplares foram
recuperados da vesicula biliar de ratos, lavados por solugdo antibi6tica e transferidos para
uma cultura fresca contendo sulfoxido de albendazole na concentracdo de 10ug/mL, que é
comparavel a concentracdo sanguinea plasmatica in vivo na dose oral de 20mg/Kg, por 12
e 24 horas. Os exemplares foram analisados por microscopia eletrénica de varredura
(MEV), microscopia eletronica de transmissdo (MET) e anélise de tubulina por
imunocitoquimica (ICC). Na avaliagdo de 24 horas foram observadas vesiculagdes por
todo o tegumento e no intersticio, um pouco acima da membrana basal. Os resultados
obtidos foram consistentes com o esperado para inibicdo de microtibulos, que é o modo de
acao dos benzimidazois.

Halferty et al. (2008) realizaram tratamento de ovinos com 10mg/Kg de
triclabendazole e analisaram a superficie tegumentar de exemplares jovens de F. hepatica
em resposta ao tratamento in vivo, por meio de MEV. Observaram que as alteragoes
tegumentares se iniciaram a partir de 72 horas ap6s o tratamento e no tempo de 96 horas
todos os parasitos estavam mortos, desprovidos de tegumento com lesbes profundas
expondo os tecidos internos. Isso demonstra que nesse experimento, o triclabendazole foi

capaz de matar todos os exemplares jovens de F. hepatica quatro dias ap6s o tratamento.
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J& Toner et al. (2010) realizaram 0 mesmo experimento porém com exemplares
adultos de F. hepatica. A partir de 72 horas ap0s o tratamento todas as fasciolas estavam
mortas e, em 96 horas, todos 0s exemplares estavam mortos e desprovidos do sincicio da
superficie tegumentar. Os autores afirmam que a morte de exemplares adultos e expulsdo
dos mesmos dos canais biliares se iniciaram entre 48 e 72 horas ap0s o tratamento, o que
consideram um 6timo resultado. Além disso, é notavel que as alteragBes tegumentares
progrediram com o tempo e em 96 horas ap0s o tratamento essas alteracdes causaram
deformacdes da superficie dos parasitos adultos.

E importante salientar quem em ambos o0s experimentos o grupo controle
apresentou todos os parasitos, jovens (HALFERTY et al., 2008) e adultos (TONET et al.,
2010) vivos e com tegumento intacto, como o conteudo intestinal repleto e todos os tecidos
internos morfologicamente normais.

Por ser o antihelmintico mais utilizado contra F. hepatica, o uso do triclabendazole
gerou um processo de selecdo de cepas e surgimento de populacGes de parasitos resistentes
a essa droga (FAIRWEATHER, 2005, 2009) exigindo a criacdo de drogas alternativas que
possuam atividade semelhante ao mesmo (FAIRWEATHER, 2011).

Alvarez et al. (2009) realizaram teste in vitro do efeito do triclabendazole,
sulfoxido de triclabendazole, albendazole e sulféxido de albendazole sobre ovos de cepas
resistentes e suscetiveis de F. hepatica, e relataram que o albendazole e sulféxido de
albendazole tiveram um efeito inibitorio sobre o desenvolvimento de ovos enquanto o
triclabendazole e sulféxido de triclabendazole, que sdo extensivamente usados no controle
da fasciolose, ndo afetaram a eclosdo de ovos mesmo na populagdo de cepas suscetiveis
aos compostos.

Um fascioloscida derivado do triclabendazole, chamado composto Alfa, tem sido
desenvolvido pela Universidade Nacional Autbnoma do México (UNAM), como uma
possivel alternativa ao uso do triclabendazole (HERNANDEZ-CAMPOS et al., 1990,
2002). Estruturalmente é um benzimidazol derivado do triclabendazole e que possui uma
margem de seguranca de até 15 vezes a dose clinica recomendada(VERA et al., 2006).
Alguns testes tém sido realizados para demonstrar a eficacia do composto Alfa sobre todos
0s estagios parasitarios de F. hepatica.

Velarde et al. (2000) selecionaram entre quatro veiculos o(s) mais apropriado para
formular o composto Alfa. Dentre os quatro, dois mostraram ser 100% eficazes contra

formas adultas e jovens de F. hepatica. Os animais utilizados no experimento foram ovinos
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infectados artificialmente em dois tempos distintos para fornecimento de parasitos jovens e
adultos e a avaliacdo foi realizada com base no percentual de reducdo de fasciolas, por
necropsia. A sintese e formulacdo de veiculos para o composto Alfa foi realizado na
Faculdade de Quimica da UNAM no México (HERNANDEZ-CAMPOS et al., 1990). Os
veiculos | e Il s8o compostos por pectina, carboximetilcelulose de baixa e média
viscosidade, sacarina, metilparabeno e propilparabeno, porém em quantidades diferentes.
De acordo com os autores todos os ingredientes sdo de facil aquisicdo assim como 0s
reativos para a realizacdo da sintese do composto. A quantidade de cada ingrediente pode
ser observado em Velarde et al. (2000).

McConville et al. (2008) realizaram tratamento de ovinos com 15mg/Kg de
composto Alfa e analisaram a superficie e o tegumento interno de exemplares jovens de F.
hepatica em resposta ao tratamento in vivo, por MEV e MET. Os efeitos do medicamento
se tornaram evidentes sobre a superficie do parasito a partir de 48 horas ap6s o tratamento
com observacdo de edema e vesiculas, além disso, neste mesmo tempo, foi possivel
observar vacuolos autofagicos e interrupcdo de atividade mitocondrial que se estenderam
no decorrer do tempo até a avaliacao de 72 horas.

Ovinos parasitados por F. hepatica ap6s infeccdo artificial foram tratados com
15mg/Kg do composto Alfa 12 semanas apds a infeccdo. Os parasitos adultos foram
recuperados dos ductos biliares 24, 48 e 72 horas ap0s o tratamento e foram analisados por
histologia e MET. Alteracfes severas na espermatogénese foram observadas no decorrer
do tempo e se iniciaram 24 ap6s o tratamento (McCONVILLE et al., 2010).

Scarcella et al. (2011) realizaram estudo baseado na analise da viabilidade
reprodutiva, por meio de estudo histopatoldgico, de F. hepatica em bovinos artificialmente
infectados tratados por via subcutdnea com uma nova formulacdo de triclabendazole a
25%. Os animais foram tratados na dose de 8mg/Kg e 12 mg/Kg obtendo eficacias de 69%
e 95,6%, respectivamente. Na dose mais baixa alguns espécimes permaneceram viaveis,
mas eram inférteis, o que compromete seriamente o ciclo biologico do trematddeo. Nos
tubulos testiculares poucas células foram
presentes e glandulas vitelinicas foram significativamente reduzidas em tamanho
apresentando poucas celulas. De acordo com os autores, esses resultados tém implicagdes
diretas para a patogénese da parasitose ja que o desenvolvimento de uma formulacdo que
produz uma reducdo substancial da carga parasitaria pode promover ao

mesmo tempo, que 0s espécimes sobreviventes estimulem o hospedeiro a desenvolver uma

34



resposta imune e a diminuicdo a eliminagéo de ovos do parasito no ambiente.

N&o se estabelecem programas de controle eficazes sem conhecer profundamente a
epidemiologia da enfermidade que se baseia nas analises dos dados climaticos e nas
pesquisas sazonais sobre os hospedeiros. A implantacdo de um programa de controle
contra a fasciolose pode ocorrer em qualquer regido ou pais mediante um sistema de
manejo integral bem planejado e executado que deve combinar a administragéo de
antihelminticos no hospedeiro no momento mais conveniente de prevenir a contaminacao
das pastagens, a diminuicdo do numero de hospedeiros intermediarios mediantes drenagem
ou outras medidas agricolas, e a reducdo da possibilidade de infeccdo do animal mediante
um bom manejo de pastagem (ORGANIZACION DE LAS NACIONES UNIDAS PARA
LA AGRICULTURA Y LA ALIMENTACION, 1994).

Este controle requer uma correta integracdo na reducdo do nimero de hospedeiros
intermediarios, pelo emprego de métodos quimicos, fisicos e bioldgicos. E importante
considerar que os medicamentos fasciolicidas empregados no controle desta parasitose
sejam de facil aplicacdo, baixo custo, atoxico, que ndo deixem residuos e que sejam
altamente eficazes no combate as formas adultas e imaturas do parasito. Adquirir animais
com certificacdo de sanidade é de extrema importancia em regides endémicas (CUNHA,;
MARQUES; MATTOQOS, 2007).

A época do ano, ou mais precisamente, 0s meses em que se deve administrar o
tratamento preventivo variam com as condicdes ecoldgicas, em especial climatolégicas, de
cada regido. Além disto, estes tratamentos podem requerer dosificacGes taticas quando as
condicBes climatolégicas (umidade e calor) favorecam uma rapida multiplicacdo dos
moluscos. Um manejo bem estruturado é base para todo programa de controle. Existem
inmeros meios para se manter a sanidade de rebanhos, mas, a imensa maioria dos
métodos em préatica visa principalmente animais de producdo, o que ndo impede a
realizacdo de adaptagdes, quando se trata de animais silvestres, ja que em alguns casos
esses animais sdo importantes na manutencédo do ciclo no ambiente (EL-KOUBA, 2005).

Os programas de controle integrado recomendam medidas estratégicas preventivas
associadas ao tratamento de pessoas doentes e a melhoria das condi¢Bes socioeconémicas e
de saneamento béasico, além do uso de moluscicidas. No entanto, os moluscicidas
acarretam prejuizos ao ambiente, e a recolonizacdo das areas afetadas tornam o processo de
aplicacdo dispendioso e operacionalmente impossivel de ser realizado. Estas razdes

levaram a necessidade de desenvolver medidas alternativas de controle. Algumas dessas
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medidas sdo baseadas na possibilidade do uso de plantas ou de seus derivados como
moluscicida (PILE et al., 2001b).

Pile et al. (2001b) confirmaram eficacia moluscicida do latex da “coroa-de-Cristo”
(Euphorbia splendens var. hislopii) observando diminuicdo do nimero de moluscos na
pastagem e, consequentemente, diminuigdo na prevaléncia de animais positivos nos
exames de fezes pela técnica de quatro tamises.

A utilizacdo do esterco liquefeito de bovinos parasitados por F. hepatica ndo deve
ser feita in natura sobre o solo e pastagens. Para que o seu emprego como fertilizante ndo
acarrete riscos a satde animal e humana, o periodo de retencdo do material em biodigestao
anaerdbia fechada ndo deve ser inferior a 42 dias, antes do seu retorno ao ambiente
evitando o risco de contaminacdo do solo com ovos viaveis antes desse tempo (MENTZ;
WIEST; GONCALVES, 2004) .

O controle de F. hepatica é confrontado por dois grandes desafios: como lidar com
0 provavel aumento do nimero de casos da doenca e como lidar com a ameacga de
resisténcia das drogas disponiveis no mercado. H& uma necessidade constante de se
acompanhar as mudancas no clima e o caminho que a doenca vai seguir. Essas
informagdes vao direcionar os esforgos de controle onde eles serdo mais necessarios
(FAIRWEATHER et al., 2011).

Kenyon et al. (2009) em sua revisdo sobre como as mudangas climaticas afetariam
a epidemiologia de Haemonchus contortus, Nematodirus battus, Teladorsagia
circumcincta e F. hepatica em ovinos na EscAcia chegaram a conclusdo que aumentos na
temperatura poderiam influenciar negativamente a producéo de ovinos naquela regiéo.

Mas-Coma; Valero; Bargues (2009) estudaram o0s impactos que as mudancas
climaticas poderiam ocasionar sobre as formas larvais de trematodeos e seus hospedeiros
intermediarios e concluiram que os trematddeos em geral sdo grupos que tenderdo a sofrer
profundamente os efeitos das mudancas no clima devido a suas caracteristicas evolutivas.

O conhecimento epidemiologico sobre quando, onde e qual intensidade de risco de
infeccdo por F. hepatica é essencial para o desenvolvimento de programas de controle
estratégicos (KLEIMAN et al., 2007).

Fox et al. (2011) validaram um modelo de previsdo para o risco da fasciolose no
Reino Unido e observaram que os mapas de risco demonstraram altos niveis de risco para a
doenca com sérias epidemias no Pais até o ano de 2050.

Martins et al. (2012) utilizaram atributos considerados importantes na
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epidemiologia da fasciolose como declividade, uso da terra, tipo do solo, temperatura,
altitude e precipitacdo, e assim, por meio do Sistema de Informagdes Geogréficas (SIG),
geraram mapas de risco para doenca na regido sul do Espirito Santo. Neste estudo, os
autores observaram que mais de 50% das areas localizadas nesta regido apresentaram um
risco elevado ou muito elevado para fasciolose. De acordo com os autores esses estudos
contribuem para o desenvolvimento de estratégias de controle da doenga.

37



CAPITULO |

ESTUDO DA DINAMICA POPULACIONAL DE Lymnaea columella NA
MICRORREGIAO DO CAPARAO-ES
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar a dinamica populacional de Lymnaea columella sob
condic¢des naturais. Entre novembro de 2010 a junho de 2013, foram realizadas coletas de
moluscos em cinco locais diferentes: bebedouro de bezerros, area alagada, agude e dois
bebedouros de caprinos. Também foram obtidos dados meteorol6égicos da regido no
periodo de estudo. Foram coletados 2.038 moluscos, sendo 1.558 (76,45%) da espécie L.
columella, encontrada em todos os locais de coleta, mas, predominantemente no bebedouro
de bezerros e em um bebedouro de caprinos. Os resultados indicam que ndo houve
diferenga no nimero de moluscos no periodo seco e chuvoso e a temperatura se mostrou
sem grandes variacOes interferindo somente em trés meses de anélise, na qual apresentou
resultados acima da média anual. Programas de controle eficazes de Fasciola hepatica
podem ser realizados em qualquer regido a partir do momento que estudos de dindmica de
populacbes do hospedeiro intermediario deste parasito sejam realizados, a fim de

interromper parte importante do ciclo desta parasitose.

Palavras-chave: molusco aquatico, sazonalidade, precipitacao.
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ABSTRACT

The aim of this work was to study the population dynamics of Lymnaea columella at
natural conditions. Between November 2010 and June 2013, samples of molluscs were
collected in five different locations : calves trough, wetland, pond fountains and two goats
trough. Meteorological data of the region were also obtained during the study. In the period
2.038 molluscs were collected, 1.558 (76.45%) of the species L. columella, found in all the
sampling sites, but predominantly in one of the goats trough and of the calves. The results
indicate that there was no difference in number of clams in the dry and rainy season and
temperature showed no major variations interfering in only three months of analysis, which
showed results above the annual average. Effective control of Fasciola hepatica programs
can be conducted in any region from the time that poputation dynamics of the intermediate
host of this parasite are carried out in order to interrupt important part of this parasitic

disease cycle.

Keywords: aquatic mollusks, seasonality, precipitation.
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1 INTRODUCAO

Para a ocorréncia do ciclo de vida de Fasciola hepatica é necessario presenca dos
hospedeiros definitivos, eliminando ovos no ambiente, do molusco do género Lymnaea,
hospedeiro intermediario, aléem de condicdes ideais de temperatura e umidade que
garantem a sobrevivéncia do molusco e das formas larvares no ambiente.

No Brasil, a espécie L. columella é a principal envolvida no ciclo da fasciolose
estando distribuida em todas as regiGes. Os animais se infectam com a ingestdo de
metacercaria encistada na vegetacdo ou até mesmo em outros substratos no ambiente,
enguanto o homem se infecta com a ingestdo de vegetais frescos contaminados com a
forma infectante.

Para a sobrevivéncia das formas larvares no ambiente e do molusco o local precisa
ser Umido, com temperatura entre 10 e 25°C, além da presenca de substratos para
alimentacdo dos moluscos. Em épocas de clima seco os moluscos entram num periodo de
laténcia e permanecem enterrados até que as condi¢Oes de temperatura e umidade voltem a
ser ideais.

E importante considerar que além das areas permanentemente (imidas como rios,
lagos, lagoas e acudes ha influéncia das precipitacdes na umidade do solo ou até mesmo na
ocorréncia de enchentes que contribuem para a disseminacdo dos moluscos entre as
propriedades. Assim, normalmente, observa-se aumento da populacdo de moluscos apds o
periodo de precipitacdo. Temperaturas muito altas ou muito baixas promovem redugdo na
populacdo de moluscos.

O conhecimento da época de maior ocorréncia do molusco é importante para que se
saiba quando h& maior possibilidade de infeccdo dos animais e, consequentemente, para
que se estabelecam programas de controle eficazes.

O objetivo deste trabalho foi estudar a dindmica populacional de L. columella na

microrregido do Caparad, no Espirito Santo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Localizagdo do Experimento

Durante o periodo novembro de 2010 a junho de 2013, foram realizadas visitas
mensais em cinco locais de amostragem e coleta estabelecidos em areas de drenagem e
bebedouros nos setores de bovinocultura e caprinocultura do Instituto Federal de
Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Espirito Santo, localizado no municipio de Alegre, na
microrregido do Caparad- ES. Os locais foram marcados com quatro estacas de madeira de
aproximadamente 30 cm e delimitados com tinta verde, totalizando uma area equivalente a
1m2, perpendiculares a sua fonte, medidos com uma fita métrica. Estes locais foram
identificados como:

Local 1: bebedouro de bezerros do setor de bovinocultura (GPS, sob as
coordenadas de: S 20°45°880°°, WO 41°27°319 elevagdo 127m). Neste local em
particular foi considerada a parte interna do bebedouro (onde foi feita raspagem da borda)
e remocgao de moluscos na parte externa do mesmo. Foram coletadas plantas e porcdes de
terra Umida.

Local 2: regido alagada proximo aos bebedouros dos bezerros, ainda no setor de
bovinocultura, no coérrego (GPS, sob as coordenadas de: S 20°45°879°, WO 41°27°270"’,
elevacdo 116m). A area foi delimitada com as estacas paralelas a um poste. Esta regido
compreende uma area de pasto que ficava totalmente alagada em alguns meses do ano
comprometendo a inspecdo. Trata-se de um local que ha intensa passagem de animais e
consequentemente consumo de plantas proximas ao corrego.

Local 3: acude do setor de caprinocultura (GPS, sob as coordenadas de: S
20°45°692°°, WO 41°27°556°, elevagao 120 m). A area delimitada estava paralela a uma
marcagdo na cerca e compreendeu a uma por¢do de terra marcada com duas estacas
proximas & margem do acude e uma por¢do de agua onde se encontra uma vegetacéo
aquatica, desta forma, dando atengéo especial a coleta de plantas deste ponto.

Local 4: bebedouro do capril, abrangeu a area ao redor da caixa de agua que
abastece os bebedouros individuais dos animais. Analisou-se principalmente a terra Gmida
e o interior do bebedouro, fazendo uma raspagem da caixa (GPS, sob as coordenadas de: S
20°45°691°’, e WO 41°27°544”’, elevagao 117m).
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Local 5: bebedouro de outro capril no mesmo setor e nas mesmas orientagdes do
local 4. Compreendeu o0 espa¢o ao redor da caixa de dgua que abastece os bebedouros
individuais dos animais e também foi realizada coleta dentro da propria caixa e da terra
umida ao redor da mesma (GPS, sob as coordenadas de: S 20°45°682°” e WO 41°27°529’,

elevacdo 120m).

2.2 Coleta e Analise dos Moluscos

Durante as coletas foram observadas a localizacdo dos moluscos na superficie do
solo ou bebedouro, submersos, em terra Umida ou aderidos as plantas aquéticas ou
terrestres. Também foi observada a quantidade de 4gua represada no solo e foram coletadas
plantas dentro do limite, para observacao de presenca de postura.

Todos os moluscos dentro do limite de um metro quadrado foram coletados com
auxilio de peneiras, redes ou manualmente com uso de luvas de borracha, armazenados
separadamente em tubos com extremidade superior aberta, tampados com tiras de gaze
umidas e preenchidos com a propria dgua do local onde se encontravam.

Os moluscos foram direcionados ao Laboratério de Parasitologia do Hospital
Veterinario do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES), separados por local de coleta, contados, medidos com auxilio de um paquimetro e
identificados segundo o manual de controle de moluscos (PARAENSE, 1975, 1983, 1986).

Os exemplares foram expostos a luz artificial direta durante quatro horas e depois
analisados quanto a presenca de estagios larvares de F. hepatica segundo manual de

vigilancia e controle de moluscos de importancia epidemiolégica (BRASIL, 2008).

2.3 Coleta de Dados Meteoroldgicos
Os dados meteoroldgicos do periodo estudado foram cedidos pelo Instituto
Capixaba de Pesquisa e Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (INCAPER), analisados e

relacionados com a presenca dos moluscos nos mesmos periodos.

2.4 Andlise Estatistica

Foi realizada analise estatistica descritiva relatando a frequéncia dos moluscos
encontrados durante todo o periodo estudado.

A oscilagdo mensal de temperatura, precipitacdo e frequéncia de moluscos do

género Lymnaea foi analisada graficamente como parcelas da média mensal ao longo do
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periodo avaliado.
Ao analisar a relacdo entre o nimero de moluscos e a estacdo do ano, que se dividiu

em estacdo seca (abril a setembro) e estacdo chuvosa (outubro a marco), os dados foram
testados quanto a sua normalidade e avaliados pelo teste ndo-paramétrico de Mann-
Whitney, considerando p<0,05 para amostras com diferenga significativa.

Todos os testes foram realizados utilizando-se nivel de significancia de 5%.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre novembro de 2010 e junho de 2013, foram coletados 2.038 moluscos, sendo
1.558 (76,45%) do género Lymnaea, 240 (11,78%) do género Physa e 240 (11,78%) do
género Biomphalaria. A espécie do género Lymnaea foi identificada como sendo L.
columella e concorda com os resultados demonstrados por Paraense (1983) que relata que
esta especie € a que se encontra mais distribuida no Brasil, principalmente na regido
sudeste, local do presente estudo.

Os bebedouros dos locais 1 e 5 apresentaram o maior numero de moluscos
coletados com predominancia da espécie L. columella. O bebedouro do local 4 apresentou
predominancia do género Biomphalaria assim como do local 3 que corresponde ao agude,
porém, este Gltimo, com valores proximos de exemplares de Lymnaea. Por fim, o local 2,
que corresponde a area alagada apresentou nimero maior de exemplares do género Physa e
nenhum exemplar do género Biomphalaria. A espécie L. columella foi a utilizada para
estudo da sazonalidade por corresponder ao hospedeiro intermedidrio de Fasciola
hepatica. Nenhum exemplar desta espécie apresentou estagios larvares deste parasito.

Os cinco locais escolhidos para as coletas estdo relacionados aos habitat dos
moluscos, e os cochos de dgua para dessedentacdo foram apontados por Dias et al. (2013)
como sendo locais de grande frequéncia de moluscos em municipios no sul do Espirito
Santo. Apesar da fixacdo das cercarias ser descrita principalmente na vegetacdo Serra-
Freire (1995) relata que essas podem fixar-se em qualquer objeto inanimado além das
plantas aquéticas.

Isso foi demonstrado por Gomes et al. (2002) que observaram metacercarias na
superficie de conchas de moluscos, confirmando assim a importancia de estudos
epidemioldgicos de Lymnaea em bebedouros no presente trabalho, além da area alagada e
acude que sdo mais frequentemente descritos na literatura. Os bebedouros, independente da
frequéncia de precipitagdo sdo locais permanentemente Umidos que garantem a
permanéncia dos moluscos durante todo o0 ano, o que sera discutido mais adiante.

O numero de exemplares de moluscos totais e de L. columella no periodo de
novembro de 2010 a junho de 2013 pode ser observados na Tabela 1 e as medias e desvio
padrdo do nimero de moluscos totais e de L. columella, por ano, nos anos de estudo podem

ser observados na Tabela 2.
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Tabela 1. Numero de exemplares de moluscos totais e de Lymnaea columella coletados no
periodo de novembro de 2010 a junho de 2013.

Més/Ano Total de moluscos Total de Lymnaea
nov/10 104 90
dez/10 176 119
jan/11 67 28
fev/11 25 16
mar/11 29 26
abr/11 26 10
mai/1l 29 12
jun/11 99 14
jul/11 48 15
ago/11 45 15
set/11 36 25
out/11 45 43
nov/11 73 70
dez/11 96 94
jan/12 135 120
fev/12 57 34
mar/12 9 4
abr/12 61 52
mai/12 51 45
jun/12 42 34
jul/12 100 53
ago/12 24 20
set/12 69 69
out/12 32 32
nov/12 57 41
dez/12 134 134
jan/13 159 159
fev/13 32 32
mar/13 9 9
abr/13 27 27
mai/13 52 52
jun/13 90 64
Total 2038 1558
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Tabela 2. Numero de moluscos totais e de Lymnaea columella, por ano, no periodo de
novembro de 2010 a junho de 2013.

Total
Ano
Moluscos Lymnaea

2010 140 + 50,91° 104,5 + 20,51*
2011 51,5 + 26,35 30,67 + 26,16
2012 64,25 + 40,08 53,17 + 38,34
2013 61,5+ 55,18 57,17 + 53,49
Total 63,69 + 42,73 48,69 * 39,85

A Média e desvio padrao

Nota-se que a média de exemplares de L. columella decresceu com menor valor no
ano de 2011, com 30,67 exemplares. Apesar de ter tido apenas dois meses de avaliacdo, o
ano de 2010 apresentou a maior média com 104,5 exemplares de L. columella. Os anos de
2012 e 2013 apresentaram valores semelhantes, ndo apresentando muita variagcao da média
total. Esse decréscimo do numero de moluscos pode estar relacionado a interferéncia
antropica nos locais 2 e 3 durante o periodo de estudo.

No local 2 foi realizada drenagem da area alagada a partir de novembro de 2011
dificultando a coleta de moluscos. Sabe-se que o habitat dos moluscos sdo as diferentes
colecBes hidricas principalmente em &gua estagnada (SERRA-FREIRE, 1995), portanto, a
drenagem deste local proporciona condi¢bes desfavoraveis a sobrevivéncia do molusco
uma vez que permite que 0 mesmo esteja exposto a radiacdo e as altas temperaturas, com
consequente morte.

No local 3, a partir de janeiro de 2011, houve utilizacdo do acude para outros fins
com alternancia de pouca agua e muita agua que pode ter contribuido para a diminuicdo da
populacdo devido a reducdo de substratos disponiveis para 0s mesmos. Rangel; Izquierdo;
Nogueira (1999) relataram que plantas e algas séo os principais alimentos desses moluscos,
portanto, na auséncia dos mesmos, além de perderem fonte de alimento também ha
exposicdo dos moluscos a radiacéo e as altas temperaturas, como relatado anteriormente, o
que levaria a morte dos mesmo justificando a reducao do nimero de exemplares.

Em ambos locais primeiro houve reducdo do nimero de exemplares até sua
completa auséncia, resultados semelhantes aos descritos por Coelho; Lima (2003) que
observaram reducdo de 5,2 para 3,9% na populacdo de moluscos pela remocao de plantas

aquaticas e drenagem da area. Isso demonstra o quanto a drenagem de areas alagadas, as
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quais 0s animais tem acesso, e a remogéo de plantas que séo fonte de alimento, interferem
na reducdo da populacdo de moluscos, afetando, consequentemente, a cadeia
epidemioldgica da doenca.

Durante os quatro anos de estudo, a temperatura variou pouco com média de
23,7°C com maior variacdo da precipitacdo que atingiu média de 141 mm. Os meses com
picos de precipitacdo e posteriores a eles, acompanharam o aumento do numero de L.
columella. A distribuicdo sazonal de L. columella, precipitacdo e temperatura nos anos de
2011, 2012 e 2013 podem ser observadas na Figura 1.
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Figura 1. Distribuicdo sazonal de Lymnaea columella, precipitacdo (mm) e temperatura

(°C) nos anos de 2011, 2012 e 2013.
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No ano de 2010, com uma média de 104,5 exemplares de L. columella nos dois
meses de coleta, a média de precipitacdo foi de 465 mm e de temperatura 25°C. Observa-se
que os aumentos da precipitacdo e da temperatura favoreceu o aumento do nimero dos
moluscos uma vez que criam condicdes favoraveis ao seu desenvolvimento.

No ano de 2011, a média de precipitacdo foi de 130 mm e da temperatura 23°C.
Neste ano, é bem notavel grande periodo de precipitacdo na estacdo chuvosa (outubro a
mar¢o) com gueda acentuada na precipitacdo na estacdo seca (abril a setembro). Apesar
disso, o aumento do nimero de L. columella foi observado a partir de setembro com
pequeno decréscimo em janeiro, fevereiro e margco, 0s meses mais quentes do ano, com
temperaturas de 27,1°C, 27,6°C e 25°C, respectivamente. A reducdo no numero de
exemplares de Lymnaea pode estar relacionando ao aumento da temperatura neste periodo,
independente do periodo ser chuvoso.

Muller et al. (1999) afirmaram que temperatura entre 10 e 25°C sdo favoraveis ao
desenvolvimento do molusco, fato confirmando por Claxton et al. (1999) que relataram
que o crescimento do molusco em temperatura abaixo de 10°C é bem lento aumentando
rapidamente até atingir 25°C, diminuindo quando mantido nessa temperatura. Bargues et
al. (2012) em estudo no sul da Patagbnia relataram que a baixa temperatura caracteristica
do clima frio dessa regido promove uma restri¢cdo acentuada a sazonalidade de F. hepatica.

Martins et al. (2012) também afirmaram que um dos fatores que favorecem o
desenvolvimento do hospedeiro intermediario no sul do Espirito Santo é a temperatura
média acima de 20°C. Mas-Coma; Valero; Bargues (2009) relataram que as mudancas
climaticas com aumento de temperatura podem influenciar negativamente no
desenvolvimento das formas larvares e dos hospedeiros intermediarios dos trematddeos.
No presente estudo, temperaturas iguais ou superiores a 25°C confirmaram a redu¢do no
namero de moluscos na area. Nenhum més de avaliacdo apresentou média de temperatura
abaixo de 20°C confirmando que ndo houve taxa de crescimento reduzido por baixas
temperaturas neste estudo.

No ano de 2012, a média de precipitacdo diminuiu para 84 mm com temperatura
média de 24°C. A populacdo de L. columella apresentou dois picos, em janeiro 120
exemplares e em dezembro 134 exemplares, coincidindo com o0s maiores picos de
precipitacdo. Neste ano, a estacdo seca e chuvosa ndo ficou tdo definida como no ano
anterior ocorrendo aumento na precipitagdo durante alguns meses do periodo de seca,

principalmente no més de maio, mas ndo interferindo no aumento de exemplares de
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moluscos logo ap0s a precipitacdo neste més.

Por fim, no ano de 2013, até o més de junho, a média de precipitacdo foi de 171
mm com média de temperatura de 24°C. Neste ano, assim como em 2011, a estacdo
chuvosa (janeiro a marco) compreendeu 0 periodo com maior taxa de precipitacdo,
enquanto na estacao seca (abril a junho) houve as menores taxas, com diminui¢do também
da temperatura neste periodo. O aumento e diminuicdo do numero de L. columella
acompanharam estes dados exceto no més de marco no qual houve maior taxa de
precipitacdo com menor nimero de exemplares do molusco, apenas nove. 1sso pode estar
relacionado ao fato dos moluscos terem sido deslocados pela agua da chuva e/ou enchentes
para fora do local de coleta, o que € comum acontecer em locais com altas taxas
pluviométricas, como relatado por Acha; Szyfres (1986) que afirmam que moluscos podem
ser levados pelas aguas de enchentes.

Ao analisar a relacdo entre o nimero de moluscos e a estacdo do ano, seca e
chuvosa, constatou-se que os dados ndo diferiram significativamente (p=0,30). Isso mostra
que independente da estacdo, mesmo apresentando maior média no periodo da estacdo
chuvosa, ha presenca de L. columella durante todo o0 ano no ambiente o que seria suficiente
para a manutencdo do ciclo da fasciolose nestes locais. Estes resultados podem estar
relacionados ao fato de na estacdo chuvosa, em alguns meses, a precipitacdo ser forte o
suficiente para arrastar alguns moluscos para fora da area de coleta e/ou ainda pelo fato da
coleta ter sido realizada em locais considerados focos primarios de moluscos.

Estes dados concordam com Busetti (1982) que relata que em determinadas regides,
em época de chuva, ha dispersdo dos moluscos as areas circunjacentes. Além disso, de
acordo com Acha; Szyfres (1986), os focos primarios se caracterizam por serem locais
permanentemente Umidos e onde o0os moluscos se reproduzem de modo constante
mantendo-se em nimero quase sempre uniforme e com o aumento da precipitacdo 0s
moluscos podem se disseminar para outras areas seja por enchentes indo para areas mais
longes ou para areas proximas, o que pode ter interferido nos resultados do presente
estudo.

Apesar de ndo apresentar diferenca significativa entre o nimero de moluscos
encontrados nas duas estacfes, o numero médio de exemplares na estacdo chuvosa nos
anos 2011, 2012 e 2013 foi sempre superior ao da estacdo seca. O habito anfibio do
molusco que durante o periodo seco entra em um periodo de estivagdo ficando enterrado na

areia até que as condi¢cbes ambientais se tornem favoraveis para sua reproducéo,
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diminuindo a populagdo do mesmo no periodo seco e aumentando no periodo chuvoso,
fato confirmado por Acha; Szyfres (1986).

Serra-Freire (1995) também relata sobre este periodo de estivacdo do molusco, mas
diz que € importante considerar que as populagdes de hospedeiro intermediario sofrem com
0 parasitismo por F. hepatica, que chega a determinar a morte ou outras alteragdes como
gigantismo e diminuicdo da capacidade reprodutiva, o que regula as infestacbes com
reflexos epidemioldgicos. No presente trabalho, os locais de estudo ndo apresentavam
animais positivos para F. hepatica atribuindo assim, a menor quantidade de moluscos no
periodo seco ao habito de estiva¢do dos mesmos.

A andlise gréfica da distribuicdo de Lymnaea nos anos de 2011, 2012 e 2013 e a
analise estatistica dessa distribuicdo nas estacBes seca e chuvosa demonstraram que a
precipitacdo foi um dos fatores que mais influenciou no aumento ou reducdo do numero de
exemplares de L. columella nos locais estudados. Nota-se que, exceto em um més no ano
de 2013, o aumento da taxa de precipitacdo é logo seguida por um aumento no nimero de
moluscos. A precipitacdo aumenta em tamanho e proporcdo areas preexistentes, como as
do presente estudo, podendo favorecer a ocorréncia de inundacdes, além de contribuir para
uma alta umidade do solo.

Martins et al. (2012) em estudo de anélise de risco de fasciolose no sul do Espirito
Santo, o que incluiu a regido do presente estudo, afirmaram que as inundacgdes periddicas
das pastagens e/ou solos promoveram uma retencdo de agua, o que favoreceu o
desenvolvimento do molusco hospedeiro intermedidrio. Mesmo locais inundados
periodicamente tornam-se importantes areas para a presenca e proliferacdo dos moluscos,
como afirmado por Serra-Freire (1999).

A alta umidade do solo é importante por proporcionar ambiente adequado para
reproducdo dos moluscos além de permitir que 0s mesmos entrem no processo de estivacao
quando as condi¢des ambientais ndo séo favoraveis. 1sso é confirmado por Cruz-Mendoza
et al. (2005) que afirmaram que a baixa umidade afeta a estivacdo e, como consequéncia, 0
namero de hospedeiros intermediarios. Van Dijk et al. (2010) também confirmaram este
fato ao estabelecer que &reas antes livres de fasciolose podem apresentar a doenga com o
aumento das taxas pluviométricas e que alem de proporcionar um ambiente favoravel a
manutencdo do hospedeiro garante que haja 6timas condicdes para a infeccdo do molusco
pelo miracidio de F. hepatica.

E importante considerar que a distribuicio das chuvas ndo ocorre de forma regular
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em todos 0s anos e que nem sempre é possivel observar estacdo seca e chuvosa de forma
caracteristica. 1sso é comprovado no trabalho realizado por Prepelitchi et al. (2011), na
Argentina, no qual os autores relatam maior predominancia de Lymnaea no periodo do
inverno, 0 que ndo era o esperado, resultado de um efeito nocivo do periodo de seca no
verdo anterior. Além disso, foi necessario cerca de trés meses apds a chegada das chuvas
para uma completa recuperacdo da populagéo de Lymnaea.

No presente estudo, no ano de 2012 houve altas taxas pluviométricas em ambas as
estacdes 0 que afeta a dinamica populacional dos moluscos nos meses subsequentes. Costa
et al. (2006) afirmaram que o ciclo biolégico anual dos moluscos depende do
comportamento da estagdo das chuvas, e que, assim como a precipitacdo cria um ambiente
favoravel para os moluscos, a diminuicdo e/ou auséncia dela promove reducdo do nimero
dos mesmos podendo haver inclusive, diminui¢do da prevaléncia de fasciolose.

Normalmente, a precipitacdo favorece o acumulo de dgua em locais que apresentem
terreno mais plano, ou menos montanhoso, o que pode ser observado no presente estudo,
que se caracteriza por apresentar terreno mais plano, sendo também considerado um local
de baixa altitude. Miller et al. (1999) descreveram que além de considerar as variaveis
climéticas, outras condi¢cbes como altitude, umidade do solo e &reas inundadas também
contribuem para a proliferacdo de moluscos do género Lymnaea.

Em estudos realizados em estados do sul do pais, Dutra et al. (2010) e Silva et al.
(2011) relacionaram a distribuicdo de fasciolose bovina com maior percentual da doenca
em locais de menor altitude além de mostrarem uma tendéncia do aumento dos casos de
fasciolose conforme haja maior volume de precipitacdo. Esses achados estdo relacionados
a manutencdo de um ambiente favoravel a presenca do molusco hospedeiro intermediéario e
das formas larvares no ambiente. Lemma (1985), Alves et al. (2011) e Martins et al. (2012)
também relacionam a frequéncia de infeccdo de bovinos em regibes de pastagens
localizadas em terras planas, j& que este tipo de relevo favorece o desenvolvimento do
hospedeiro intermediario.

Regibes de baixa altitude normalmente apresentam clima tropical, demonstrando
gue ndo é somente o fato dessas regides favorecerem o acimulo de agua, mas, também, da
temperatura ser favoravel a um rapido desenvolvimento do parasito no hospedeiro
intermediario, como afirmam Yilma; Malone (1998). Os autores relataram ainda que em
regibes mais elevadas o ciclo pode demorar até mais de um ano para ser completado.

As regides de maior altitude ndo sdo consideradas de maior risco, pois ha
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dificuldade no acimulo de agua na época das precipitacbes (MAS-COMA; FUNATSU;
BARGUES, 2001), mas sempre se deve levar em consideragdo outros fatores ambientais e
climaticos. Como relatado por Fuentes; Malone; Mas-Coma (2001) que caracterizaram
areas endémicas para fasciolose nos Andes, uma regido de alta altitude, com presenca do
hospedeiro intermediario. Mas-Coma; Esteban; Bargues (1999) afirmaram que o0s
moluscos podem habitar corpos d’agua permanentes, o que pode ter ocorrido nesta regiao.

A compreensdo da sazonalidade de L. columella é muito importante para que se
estabelecam programas de controle e tratamento da fasciolose. De acordo com Serra-Freire
(1995) no inicio do periodo chuvoso um elevado nimero de ovos de F. hepatica
eliminados pelos hospedeiros durante o periodo seco, eclode e posteriormente grande
namero de cercérias € liberado pelos moluscos nos focos primarios. Com a maior
disponibilidade de agua, as populacdes de moluscos aumentam e expandem-se pelos focos
de disseminacgdo. Essa situacdo acaba sendo grave ja que neste inicio de periodo chuvoso
0s bovinos vém de escassa alimentagdo e enfrentam uma alta infeccdo pela ingestdo de
metacercarias abundantes na pastagem.

Assim, de acordo com os resultados do presente estudo é importante que se
estabelecam programas estratégicos de controle, com tratamento dos animais no periodo
seco, para que haja uma menor eliminacdo de ovos no ambiente, e no inicio da estacdo
chuvosa, época em que os moluscos saem do processo de estivacdo e muitos sdo
transportados por toda a pastagem, o que facilitaria a infeccdo dos animais pelo contato
com a forma infectante em um periodo que os animais ndo estdo em plena condicao
corporal.

Apesar do dificil controle, Serra-Freire (1990) afirmou que a fasciolose hepatica é
uma parasitose bem regulada e com uma estabilidade sensivel as variacdes do ambiente.
Portanto, situacdes que afetem a umidade do solo, como precipitacdo e temperatura vao
alterar a dindmica populacional de L. columella e, consequentemente, interferir no ciclo
bioldgico de F. hepatica.

Programas de controle eficazes de F. hepatica podem ser realizados em qualquer
regido a partir do momento que estudos da dinamica populacional do hospedeiro
intermediario deste parasito sejam realizados, a fim de interromper parte importante do

ciclo desta parasitose.
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4 CONCLUSAO

No local de estudo, a dinamica populacional de moluscos da espécie Lymnaea
columella esta relacionada a fatores climéticos, principalmente precipitacdo, ja que a
temperatura se manteve sem variagcdes drésticas, e a fatores ambientais, como a mudanca
de manejo do ambiente, os quais interferem na umidade do solo e afetam diretamente a

populacdo dos moluscos.
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CAPITULO 11

TECNICA DE SEDIMENTACAO (FOREYT, 2005) PARA DIAGNOSTICO
QUANTITATIVO DE OVOS DE Fasciola hepatica
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RESUMO

A infeccdo por Fasciola hepatica acomete diversas espécies animais sendo mais
frequentemente diagnosticada em ovinos e bovinos. Por apresentar sinais inespecificos o
diagndstico laboratorial é necessario, sendo 0s exames coproparasitologicos 0s mais
utilizados ja que apresentam menor custo, sdo de mais facil realizacdo e fornecem
informacbes epidemioldgicas importantes. O objetivo deste trabalho foi comparar
quantitativamente técnica de quatro tamises proposta por Girdo; Ueno (1985) e técnica de
sedimentagdo fecal descrita por Foreyt (2005) em amostras de fezes bovinas infectadas
artificialmente com ovos de F. hepatica. Foram realizadas contaminagdes fecais nos graus
de infeccdo leve, moderada e pesada com 10, 25 e 50 ovos por grama, respectivamente.
Dez repeticdes de cada grau de infeccdo para cada técnica foram realizadas totalizando 60
amostras. Os resultados demonstraram que a técnica de sedimentacdo fecal para
diagndstico quantitativo de F. hepatica apresentou resultado superior a técnica de quatro
tamises com percentuais de recuperacdo de ovos de 68%, 59,36% e 65,88% para técnica de
sedimentacdo e 21%, 8,4% e 22,6% para técnica de Girdo;Ueno (1985) em infeccéo leve,
moderada e pesada, respectivamente. Além disso, a técnica de sedimentacdo descrita por
Foreyt (2005) possui menor custo para realizacdo e € de mais fécil execucéo.

Palavras chave: fasciolose, fezes, ovos.
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ABSTRACT

Fasciola hepatica infection affects several animal species, being more often diagnosed in
sheep and cattle. By presenting nonspecific symptoms, laboratory diagnosis is necessary.
The fecal examinations are over used since they have lower costs, are more easily
performed and provide important epidemiological information. The objective of this study
was to compare quantitatively the four sieves technique, proposed by Girdo:Ueno (1985)
and the fecal sedimentation technique described by Foreyt (2005 ) in samples of cattle
feces artificially infected with eggs of F. hepatica. Fecal contaminations were performed in
degrees of light, moderate and heavy infection with 10, 25 and 50 eggs per gram,
respectively. Ten replicates of each grade of infection for each technique were performed a
total of 60 samples. The results showed that the technique of fecal sedimentation for
quantitative diagnosis of F. hepatica presented superior results comparing with the four
sieves technique, with recovery percentage of eggs 68%, 59.36 % and 65.88 % for the
sedimentation technique and 21%, 8.4% and 22.6% for the Girdo:Ueno (1985) technique
in light, moderate and heavy infection, respectively. Furthermore, the sedimentation

technique proposed by Foreyt (2005) has lower cost and is easier to perform.

Keywords: fasciolosis, faeces, eggs.
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1 INTRODUCAO

Com relatos em quase todas as regides do Brasil, a infec¢do por Fasciola hepatica
acomete diversas espécies animais sendo mais frequentemente diagnosticada em ovinos e
bovinos. A doenca causa perdas econémicas relacionadas a diminui¢do na producgdo de
carne, leite e 18, condenacdo do figado ao abate e morte de animais infectados.

Os sinais clinicos da fasciolose nestes ruminantes sdo bastante inespecificos como
emaciacdo, anorexia, anemia e perda de peso. Assim, outras enfermidades podem ser
caracterizadas com os mesmo sinais dificultando a confirmacéo pelo diagnoéstico clinico e
necessitando do diagndstico laboratorial.

Exames coproparasitologicos sdo realizados rotineiramente para diagnostico de
helmintoses, porém, alguns profissionais desconhecem técnicas especificas para deteccao
de ovos de F. hepatica, além de alguns animais, principalmente bovinos, ndo apresentarem
sintomatologia clinica levando, algumas vezes, ao diagndstico por inspe¢do visual no
momento do abate. Ha também técnicas soroldgicas e as que detectam antigenos nas fezes
de hospedeiros infectados sendo aprimoradas para um diagndstico mais precoce e acurado
da fasciolose, mas, normalmente, utilizadas em pesquisas cientificas.

Em relagdo ao custo-beneficio e facilidade de realizagdo, na maioria das
propriedades brasileiras, rotineiramente, sdo as técnicas coproparasitoldgicas as utilizadas
para diagnostico, baseadas na sedimentacdo ou tamisacdo. Além de contribuir para o
diagnéstico de F. hepatica, as técnicas coproparasitologicas sdo importantes na
demonstracdo de eficacia de drogas e determinam informacdes epidemioldgicas
importantes para o ciclo desse parasito que outras técnicas ndo permitem.

A técnica de quatro tamises (GIRAO; UENO, 1985) foi, por muitos anos, utilizada
como a de elei¢do para o diagndstico de F. hepatica, porém, a técnica de sedimentagédo
descrita por Foreyt (2005) e validada por Martins et al. (2008) estd sendo difundida e
utilizada em muitos estudos epidemioldgicos de fasciolose sendo de mais facil execucéo
além de materiais de mais facil aquisicdo. Porém, esses Ultimos autores padronizaram a
técnica atraves de amostras de fezes naturalmente infectadas com identificacdo de amostras
positivas e negativas, sem quantificacdo de ovos.

E importante que haja um estudo comparativo da técnica de quatro tamises,

realizada originalmente com infeccdo artificial de ovos de F. hepatica, com a de
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sedimentacdo descrita por Foreyt (2005), também com infeccdo artificial, a fim de se
padronizar uma técnica com resultados mais satisfatorios no diagndstico de F. hepatica.

O objetivo deste trabalho foi comparar quantitativamente técnica de quatro tamises
proposta por Girdo; Ueno (1985) e técnica de sedimentacdo fecal descrita por Foreyt

(2005) em amostras de fezes bovinas infectadas artificialmente com ovos de F. hepatica.
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Parasitologia do Hospital

Veterinario da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES).

2.1 Obtencao de Ovos de Fasciola hepatica e de Amostras de Fezes Negativas

Os ovos foram obtidos da bile de bovinos naturalmente infectados por F. hepatica
abatidos no matadouro frigorifico de Muniz Freire, municipio do Espirito Santo,
inspecionado pelo Instituto de Defesa Agropecuéria e Florestal (IDAF). Apos a coleta, 0s
ovos foram colocados em calice de sedimentacédo e conservados em refrigerador a 4°C.

Fezes de bovinos pertencentes ao plantel do Departamento de Medicina Veterinaria
da UFES e localizados no Hospital Veterinario foram coletadas diretamente da ampola
retal e examinadas pela técnica descrita por Foreyt (2005) confirmando negatividade para
ovos de F. hepatica. Para confirmar negatividade da amostra realizaram-se cinco

repeticdes da técnica.

2.2 Determinacéo da Quantidade de Ovos para Contaminacéo Fecal

Para determinar a quantidade de ovos para contaminacdo das fezes de bovinos
negativas para F. hepatica, em ambas as técnicas, utilizou-se dados descritos no manual de
Ueno e Gongalves (1998) no que diz respeito ao grau de infeccdo por F. hepatica, para
bovinos, em ovos por grama (OPG) de fezes que considera: infeccdo leve - animal com 10
OPG, infeccdo moderada - animal com 10-25 OPG e infeccdo pesada - animal com 25-50
OPG.

Tendo em vista estes dados, trés graus de infeccdo foram estabelecidos para cada
técnica com dez repeticdes de cada grau de infeccdo totalizando 60 amostras, considerando
as duas técnicas a serem realizadas. Assim, na infeccdo leve cada grama de fezes foi
contaminado com 10 ovos, na infeccdo moderada cada grama de fezes foi contaminado
com 25 ovos e na infeccdo pesada cada grama de fezes foi contaminada com 50 ovos.

Para obtencdo deste numero de ovos do conteudo da bile, aliquotas da bile,
retiradas de micropipetas de precisao, foram analisadas até se obter o valor de 10 ovos em
cinco microlitros de bile. Seis repeti¢des de cada aliquota foram realizadas para se obter

este valor.
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2.3 Técnica de Quatro Tamises Proposta por Girdo; Ueno (1985)

Para grau de infeccéo leve, adicionou-se 10 ovos em um grama de fezes de bovinos.
Para grau de infeccdo moderada, adicionou-se 25 ovos em um grama de fezes de bovinos.
E, por fim, para grau de infeccdo pesada, adicionou-se 50 ovos em um grama de fezes de
bovinos. Realizou-se a técnica de quatro tamises para cada amostra. Esta operagdo foi
repetida dez vezes para cada grau de infecgéo, totalizando 30 amostras.

2.4 Técnica de Sedimentacdo Fecal Descrita por Foreyt (2005)

Como na técnica descrita por Foreyt (2005) sao utilizadas cinco gramas de fezes e 0
grau de infeccdo estd relacionado ao numero de ovos por grama de fezes,
proporcionalmente, o nimero de ovos para contaminacdo foi multiplicado por cinco em
cada grau de infeccdo em relacao a técnica de quatro tamises.

Assim, para grau de infeccdo leve, adicionou-se 50 ovos em cinco gramas de fezes
de bovinos. Para grau de infeccdo moderada, adicionou-se 125 ovos em cinco gramas de
fezes de bovinos. E, por fim, para grau de infeccdo pesada, adicionou-se 250 ovos em
cinco gramas de fezes de bovinos. Realizou-se a técnica descrita por Foreyt (2005) e
validada por Martins et al. (2008) para cada amostra. Esta operacéo foi repetida dez vezes
para cada grau de infeccdo, totalizando 30 amostras.

2.5 Andlise Estatistica

A analise estatistica foi realizada pelo teste ndo paramétrico de Mann Whitney para

amostras independentes utilizando p<0,05 para amostras com diferenga significativa.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O numero de ovos recuperados na técnica de quatro tamises proposta por Girao;
Ueno (1985) e na técnica de sedimentacdo fecal descrita por Foreyt (2005) em infeccao

leve, moderada e pesada pode ser observado nas tabelas 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1. Namero de ovos recuperados na técnica de quatro tamises proposta por Girao;

Ueno (1985) em infeccéo leve, moderada e pesada.

Repeticdes Infeccdo leve! Infeccdo Moderada®  Infeccdo Pesada®
1 0 4 0
2 5 1 9
3 2 0 18
4 1 0 6
5 1 0 19
6 5 5 4
7 2 3 10
8 1 3 20
9 1 3 18
10 3 2 9
Média 2,1 2,1 11,3
% 21% 8,4% 22,6%

1. Adicdo de 10 ovos; 2. Adicao de 25 ovos; 3. Adicdo de 50 ovos

Tabela 2. Numeros de ovos recuperados na técnica de sedimentacdo fecal descrita por
Foreyt (2005) em infeccdo leve, moderada e pesada.

Repeticoes Infeccdo leve! Infeccdo Moderada®  Infeccdo Pesada®
1 38 86 36
2 35 66 108
3 20 46 164
4 25 53 136
5 34 70 215
6 32 96 205
7 36 100 197
8 40 78 207
9 37 89 162
10 43 58 217
Média 34 74,2 164,7
% 68% 59,36% 65,88%

1. Adicdo de 50 ovos; 2. Adicdo de 125 ovos; 3. Adicdo de 250 ovos
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Ao comparar estatisticamente pelo teste de Mann-Whitney os valores encontrados
em infeccdo leve, moderada e pesada observou-se que, independente do grau de infecgéo,
os testes diferiram entre si, com valor de p= 0,0002 (p<0,05). Esses resultados demonstram
que a técnica de Foreyt (2005) para diagnostico quantitativo de F. hepatica apresentou
resultado superior a técnica de quatro tamises descrita por Girdo; Ueno (1985) com
percentuais de recuperacdo de ovos de 68%, 59,36% e 65,88% para técnica de
sedimentacdo e 21%, 8,4% e 22,6% para técnica de Girdo; Ueno (1985) em infeccéo leve,
moderada e pesada, respectivamente.

A contaminacdo de ovos baseada nos dados descritos no manual de Ueno;
Gongcalves (1998) foi realizada para auxiliar a determinagdo do grau de infecgdo do animal,
leve, moderado ou pesado, ao quantificar os ovos em cada grama de fezes durante a
realizacdo da técnica. Apesar da eliminacdo de ovos em animais com vesicula bilar ndo
ocorrer de forma continua, Rapsch et al. (2006) demonstraram que 0 exame
coproparasitologico pode ser muito eficiente com trés amostras seriadas do mesmo animal
resultando numa sensibilidade de aproximadamente 92%. Além disso, € sempre importante
relacionar os achados clinicos com os resultados laboratoriais, assim como historico da
propriedade ou regido para casos de fasciolose.

Ao observar 0 niumero de ovos recuperados na técnica de Girdo; Ueno (1985) do
presente estudo nota-se que pelo menos uma amostra apresentou resultado negativo em
todos os graus de infeccdo enquanto na técnica de sedimentacdo, em todas as amostras,
foram detectados ovos de F. hepatica, com percentuais de recuperacdo acima de 50%.
Happich; Boray (1969) também relatam resultado semelhante ao comparar
quantitativamente técnica de flutuacdo com sedimentacdo fecal observando que em todas
as amostras processadas pela técnica de sedimentacdo foram recuperados ovos de F.
hepatica sendo que 0 mesmo nédo ocorreu para técnica de flutuacao.

Os autores relatam ainda que a técnica de sedimentacao é mais precisa e sensivel no
diagnostico com baixa carga parasitaria € que, em bovinos, particularmente animais
adultos, nos quais usualmente ha baixa contagem de ovos devido a resisténcia a infeccao, a
técnica de sedimentagdo é mais confidvel para diagndstico. No presente estudo, o
percentual de recuperacao de ovos no grau de infeccao leve na técnica de sedimentacéo foi
0 que apresentou maior resultado, 68%, confirmando a afirmacdo de Happich; Boray
(1969) e demonstrando que animais com carga parasitaria baixa podem apresentar

resultados positivos satisfatérios no exame coproparasitolégico por esta técnica. Além
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disso, pela F. hepatica apresentar ovos pesados o0 diagnéstico por técnica de sedimentagédo
pode garantir resultados mais satisfatérios quando comparada com a de Girdo; Ueno
(1985).

O percentual de recuperacdo de ovos de F. hepatica pela técnica de sedimentacao
variou de 59,36 a 68%, resultado semelhante ao observado por Parfitt; Banks (1970) que
verificaram uma recuperacdo média de 68,4% também utilizando uma técnica de
sedimentacdo ao analisar 24 aliquotas de uma amostra de fezes de bovinos.

No desenvolvimento da técnica de quatro tamises, Girdo; Ueno (1985) obtiveram
um percentual de recuperacdo de ovos de 70 e 64%, com contaminacdo das fezes com 200
e 400 ovos de F. hepatica, respectivamente. Estes resultados diferem dos encontrados no
presente estudo que obteve percentual de recuperacéo inferior, 22,6% em infeccdo pesada,
com contaminacdo das fezes com 50 ovos. Estes resultados podem estar divergentes
devido aos autores terem realizado seis repeticfes enquanto no presente estudo foram
realizadas 10 repeticbes, 0 que estatisticamente pode influenciar nos resultados. E
importante relatar que Girdo; Ueno (1985) ao desenvolverem a técnica relatam que o tamis
de 200 malhas/polegada, o pendltimo a ser utilizado na técnica, retém 4,9% dos ovos, que
junto com uma baixa contaminagdo realizada no presente estudo pode justificar 0s
resultados obtidos.

A técnica de Girdo; Ueno (1985) foi citada por Abidu et al. (1996) como mais
sensivel, quando comparada a uma técnica proposta por um kit comercial assim como
Mattos; Cunha; Marques (2009) que encontraram prevaléncia de 88,8% na técnica de
Girdo; Ueno (1985) e de 75,6% na técnica de Dennis; Stone; Swanson (1954), porém,
utilizando a técnica de Girdo; Ueno (1985), Gomes et al. (2002) encontraram apenas
15,83% de 120 bovinos infectados em uma propriedade de Campos dos Goytacazes,
confirmadamente contaminada com os moluscos e metacercérias de F. hepatica.

Faria; Cury; Lima (2008) compararam a utilizacdo da técnica de Girdo; Ueno
(1985) com a tecnica de processamento pela filtracdo sequencial em dois tamises pelo
aparelho de Flukefinder e encontraram resultados semelhantes para diagnostico de infeccdo
por F. hepatica em bovinos, mas preconizam o uso da primeira pelo fato do material para a
confeccdo do aparelho de Flukefinder ser importado, o que onera a realizacdo do exame.
Para a realizacdo do presente estudo a técnica de sedimentagdo descrita por Foreyt (2005)
mostrou-se menos onerosa que a de Girdo; Ueno (1985), além de possuir maior percentual

de recuperagdo de ovos. Além disso, na técnica de sedimentacdo o tempo de realizacdo é
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menor e varias amostras podem ser processadas a0 mesmo tempo quando comparada com
a técnica de Girdo; Ueno (1985), otimizando a rotina de diagndstico coproparasitolégico.

Esses resultados foram semelhantes aos encontrados por Martins et al., (2008) que
demonstraram que a técnica descrita por Foreyt (2005) mostrou-se mais sensivel, mais
simples de ser realizada e de custo mais baixo que a técnica de Girdo; Ueno (1985) para
diagnéstico qualitativo de infecgdo por F. hepatica. Além disso, os autores afirmam que
técnica de Girdo; Ueno (1985) utiliza uma série de peneiras com diferentes malhas,
tornando o diagnostico mais caro e trabalhoso.

Com percentuais de recuperacdo de ovos superiores, além da técnica de
sedimentacdo garantir um diagndstico mais eficaz da fasciolose, pode também ser utilizada
para auxiliar na determinacdo do sucesso de um tratamento quimico como relatado por
Fairweather (2011) que afirma que o tratamento é considerado eficaz quando ha reducéo
de 95% na contagem de ovos nas fezes 14 dias ap6s o tratamento, contribuindo assim para
diagnostico e controle da doenga.

Na escolha da técnica empregada para deteccdo de ovos de F. hepatica a eficiéncia
é fator de extrema importancia, devido a necessidade de resultados confiaveis. Entretanto,
a operacionalizacdo deve ser levada em consideracéo, na tentativa de reduzir os custos e 0
tempo empregado na elaboracdo dos exames, sem que isto afete a qualidade dos resultados
(FARIA; CURY; LIMA, 2008).
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4 CONCLUSAO

Tendo em vista que o diagnostico coproparasitologico fornece informagdes
importantes sobre a epidemiologia da fasciolose, para diagnéstico quantitativo de animais
parasitados por Fasciola hepatica, a técnica de sedimentacdo fecal descrita por Foreyt
(2005) e validada por Martins et al. (2008) mostrou ser mais sensivel, de menor custo e de
mais facil realizacdo que a técnica de Girdo; Ueno (1985), além de poder auxiliar na

determinacéo do grau de infeccdo por esta parasitose.
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CAPITULO III

ALTERACOES MORFOLOGICAS DAS CELULAS ESPERMATOGENICAS DE
Fasciola hepatica RECUPERADAS DE OVINOS TRATADOS COM
ALBENDAZOLE
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar por histopatologia exemplares de Fasciola hepatica
provenientes de ovinos tratados com albendazole. Trés ovinos naturalmente infectados por
Fasciola hepatica foram tratados com 6 mL de albendazole por via oral. Formas adultas do
parasito foram recuperadas do figado 48, 72 e 96 horas apds o tratamento. Um ovino
controle também naturalmente infectado foi eutanasiado no tempo de 96 horas. As células
espermatogénicas dos parasitos recuperados dos ovinos tratados e do ovino controle foram
observadas por histopatologia. Também foram observadas a integridade da superficie
tegumentar e o preenchimento intestinal. AlteracBes nas células dos tdbulos seminiferos se
iniciaram 48 horas pos-tratamento e se tornaram evidentes no tempo de 72 horas, no qual
houve dificuldade em identificar os tipos celulares. As espermatogbnias primaria e
secundéria tornaram-se cada vez mais raras e as vacuoliza¢bes intercelulares mais
evidentes. Sinais de apoptose com nucleos picnoticos e cariorrexe foram notados em todos
os tempos avaliados. Restos celulares foram mais facilmente identificados 96 horas ap6s o
tratamento. Os resultados indicam que a espermatogénese foi severamente afetada pelo
albendazole além de demonstrar a importancia da utilizacdo de histopatologia para

diagndstico de eficacia em cepa de campo.

Palavras chave: fasciolose, espermatogénese, tratamento
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate by histopathology specimens of Fasciola hepatica
from sheep treated with albendazole. Three sheep naturally infected with Fasciola hepatica
were treated with 6 ml of albendazole orally. Adult forms of the parasite was recovered
from the liver 48, 72 and 96 hours after treatment. A control sheep also naturally infected
was euthanized in 96 hours. The spermatogenic cells of parasites recovered from treated
sheep and control sheep were observed by histopathology. The integrity of the cutaneous
surface and gut fill were also observed. Changes in cells of the seminiferous tubules after
treatment began 48 hours and became evident in the time of 72 hours, which was difficult
to identify the cell types. The primary and secondary spermatogonia become increasingly
rare, and the intercellular vacuolization more evident. Signs of apoptosis with pyknotic and
showing karyorrhexis nuclei were noted in all moments. Cell debris was easily identified
96 hours after treatment. The results indicate that spermatogenesis was severely affected
by albendazole plus demonstrate the importance of using histopathology for diagnostic

efficacy in strain field.

Keywords: fasciolosis, spermatogenesis, treatment

75



1 INTRODUCAO

Para um controle eficaz da Fasciola hepatica é necessaria associacdo entre manejo
da propriedade e tratamento de animais infectados. Existem diversos farmacos utilizados
em animais no tratamento contra infecgdo por F. hepatica, sendo os benzimidazois os mais
utilizados e acessiveis no mercado brasileiro.

O triclabendazole € o unico capaz de eliminar as formas adultas e jovens deste
parasito, enquanto albendazole, nitroxinil, clorsulon, closantel e rafoxanida possuem
somente acdo adulticida, sendo também muito importantes neste controle, uma vez que
diminuem ou impedem a eliminacdo de ovos no ambiente pelos hospedeiros definitivos.
Esses farmacos podem ser utilizados de forma isolada, mas € comum a combinacdo de
drogas, principalmente em infec¢des helminticas mistas. No Brasil, o albendazole é o
composto mais utilizado no controle de infecgé@o por F. hepatica e outras helmintoses.

Na avaliacdo da eficacia ou resisténcia destes farmacos é importante considerar a
cepa de cada regido e até mesmo de cada propriedade. Estudos relacionados a producéo,
desenvolvimento e/ou eliminacdo de ovos nas fezes, deteccdo de antigenos nas fezes e
alteraces morfoldgicas e funcionais no tegumento e no sistema reprodutor do parasito seja
por coleta e andlise de fezes, incubacdo de ovos in vitro, microscopia eletrénica de
varredura, microscopia eletronica de trasmissdo ou por histopatologia sdo essenciais para
correta demonstracdo desses resultados.

E importante que estes estudos sejam realizados de forma controlada, com
informacdes se a cepa € sensivel ou resistente, mas é de extrema importancia a utilizacéo
de animais naturalmente infectados uma vez que os resultados demonstrardo a condicao da
cepa de determinada regido, obtendo, assim, resultados mais satisfatorios a campo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar as alteracbes morfoldgicas das células
espermatogénicas de F. hepatica recuperadas de ovinos tratados com albendazole.
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2 MATERIAL E METODOS

Quatro ovinos, comprovadamente infectados por Fasciola hepatica pela técnica
descrita por Foreyt (2005), foram selecionados para o estudo. Trés ovinos foram separados
para tratamento e um ovino para controle. Cada um dos trés ovinos foi tratado com
albendazole (Valbazen Cobalto’) na dose de 10mg/Kg de peso vivo por via oral com
auxilio de pistola dosificadora, totalizando seis mililitros para cada animal.

Os trés ovinos foram eutanasiados em 48, 72 e 96 horas pds-tratamento com
recuperacdo dos parasitos do figado durante a necropsia. Um ovino controle foi
eutanasiado no tempo de 96 horas também com coleta de exemplares de F. hepatica.
Todos os exemplares foram encaminhados ao Laboratério de Patologia Animal do Hospital
Veterindrio da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) para observagdo
macroscopica da integridade da superficie tegumentar e preenchimento intestinal e
posterior processamento histologico.

Para processamento histologico, foram selecionados seis exemplares de F. hepatica
de cada animal sendo trés fixados entre laminas e os outros trés ndo. Cada dois exemplares,
um colocado entre 1aminas e outro ndo, foram fixados em trés diferentes solucGes durante
24 horas: formol a 10%, Bouin e Daividson. Ap6s este periodo permaneceram por 15
minutos em alcool 70° GL. Depois cada exemplar foi clivado transversalmente, na regido
que se encontra aparelho reprodutor, englobando metade direita e esquerda e plano
mediano e posteriormente foram colocados em cassetes plasticos. Os cassetes com 0
material foram lavados em alcool 70° GL e passaram por uma sequéncia de reagentes para
desidratacdo, clarificacdo e embebicdo em parafina: alcool absoluto I por uma hora, alcool
absoluto Il por uma hora, xilol a 37°C por 15 minutos, xilol e parafina numa solugéo 1:1 a
60°C por 15 minutos e inclusdo em parafina a 60°C. O material foi resfriado e os blocos de
parafina foram cortados com microtomo rotativo com trés micrometros de espessura e, em
seguida, os cortes foram depositados em laminas e corados por hematoxilina-eosina
conforme Luna (1968). As laminas foram examinadas e o aparelho reprodutor foi
fotografado utilizando microscépio Olympus® com uma camera Sony® nas objetivas de
10 e 40x, e posteriormente foram analisadas no programa Microimage Analyser®.

Laboratorio Pfizer®
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliacdo histopatoldgica notou-se que os parasitos fixados com Bouin
apresentaram melhores caracteristicas para analise morfoldgica do que os fixadoss com
Formol a 10% e Daividson. Os exemplares fixados entre 1aminas também apresentaram
melhores caracteristicas para esta andlise. Portanto, todas as avaliacbes microscopicas
foram realizadas em preparados fixados no Bouin entre laminas.

Os parasitos recuperados do animal controle apresentavam, macroscopicamente,
superficie tegumentar intacta e conteddo intestinal repleto. Os parasitos dos animais
tratados também apresentavam, macroscopicamente, superficie tegumentar intacta, porém,
com o decorrer do tempo ap6s o tratamento o conteddo intestinal apresentava variaces

quanto a saturagdo do mesmo.

3.1 Morfologia dos Testiculos Normais (Controle)

Os exemplares recuperados do animal controle mostraram morfologia testicular
normal, com células testiculares em todas as fases do processo de espermatogénese. Na
periferia nos tabulos testiculares foi possivel observar espermatog6nias primarias e
secundarias. Mais no interior dos tabulos foi possivel observar espermatogonias terciarias,
espermatocitos e espermatozdides.

As espermatogbnias primarias e secundarias se caracterizam por possuir nucleo
redondo, pequeno, com cromatina geralmente condensada. Essas células situam-se
adjacentes a membrana basal dos tdbulos. As espermatogbnias terciarias apresentam-se
maiores, com nucleo menos denso e citoplasma abundante. Os espermatdcitos primarios
possuem nucleo redondo, grande, com cromatina em diferentes graus de espiralizacao.
Localizam-se préximos as espermatogbnias, no interior do tubulo. E por fim, os

espermatozoéides possuem caracteristicas bem visiveis de células com cauda (Figura 1).
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Figura 1. Tabulo testicular de Fasciola hepatica recuperada de animal controle. SG:

espermatog6nia, SC: espermatdcito, SPTZ: espermatozoide.

3.2 Quarenta e Oito Horas Pos Tratamento

Analisando as laminas dos parasitos recuperados 48 horas ap0s o tratamento, notou-
se rarefacdo celular dos tabulos testiculares em relacdo aos tGbulos normais, resultando
num maior espaco entre as células.

As células observadas concentravam-se mais na periferia dos tabulos e na regido
central, na qual normalmente se observa espermatogdnias terciarias e espermatocitos
primarios, esses se encontravam em nimero muito reduzido.

Espermatogbnias, normalmente em contato com a parede do tabulo, apresentavam-
se em numero reduzido e muitas vezes com citoplasma vacuolizado. Essa vacuolizagdo
indica presenca de degeneracdo hidropica nos tubulos. O albendazole afeta diretamento a
producdode ATP e, consequentemente, ha alteracdo na permeabilidade da membrana
permitindo o carreamento de agua para o interior da célula.

Alguns ndcleos dessas celulas apresentaram sinais de picnose e cariorrexe,
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caracteristicos de morte celular. Espermatocitos primarios apresentaram eosinofilia

citoplasmatica que também indicam morte celular. Notou-se um ndmero reduzido de

espermatozdides em relacdo ao grupo controle (Figura 2).

Figura 2. Tubulo testicular de Fasciola hepatica recuperada de animal tratado com
albendazole e eutanasiado 48 horas apds o tratamento. SG: espermatogdnia, SC:

espermatocito.

3.3 Setenta e Duas Horas Pds Tratamento

Ao analisar as células testiculares 72 horas apds o tratamento notou-se que a
rarefacdo celular dos tubulos testiculares aumentou em relagdo ao tempo de 48 horas e 0s
mesmos apresentavam intensa vacuolizagéo.
As espermatogdnias primarias e secundarias, na periferia dos tubulos apresentavam
vacuolizacdo citoplasmatica incluindo sinais de morte celular difusa. Estas
espermatogOnias apresentavam-se indistinguiveis das espermatogbnias terciarias. O
numero de células com degeneracdo hidropica se apliaram para o centro dos tubulos,
caracterizando uma desorganizacdo celular com muitos espacos entre as células. Os
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espermatocitos apresentavam sinais de morte celular como a presenca de grande

quantidade de material celular amorfo eosinofilico dentro dos tubulos (Figura 3).

Figura 3. Tubulo testicular de Fasciola hepatica recuperada de animal tratado com
albendazole e eutanasiado 72 horas apds o tratamento. SG: espermatogdnia, SC:

espermatocito, MCE: material celular eosinofilico. Setas: vacuolos.

3.4 Noventa e Seis Horas P6s Tratamento

No tempo de 96 horas ap6s o tratamento notou-se aumento do espaco entre as
células e as que ainda restavam na regido apresentavam-se altamente vacuolizadas. N&o
havia mais presenca de novas células germinativas e raramente se observou
espermatozoides. Nas células que ainda restavam no centro dos tibulos foram observados
sinais de eosinofilia citoplasmatica e nucleo picndtico. Foram observados restos celulares

entre as células remanescentes (Figura 4).
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Figura 4. Tubulo testicular de Fasciola hepatica recuperada de animal tratado com
albendazole e eutanasiado 96 horas apds o tratamento. SG: espermatogdnia, SC:
espermatdcito. Seta: picnose nuclear.

Esses achados confirmam que a cepa de campo avaliada no presente estudo se
mostrou sensivel ao tratamento com albendazole uma vez que alteragdes morfolégicas nas
células espermatogénicas foram observadas com o decorrer do tempo. Estes resultados sdo
compativeis com o estudo realizado por Hanna et al. (2010) que relataram, apés tratamento
com triclabendazole, que cepas conhecidamente resistentes aos farmacos ndo apresentaram
alteracbes morfologicas enquanto as conhecidamente sensiveis apresentaram essas
alteracbes. Além disso, os autores demonstraram a importancia da utilizacdo de técnicas
histologicas em ensaios de campo para validar resisténcia as drogas ou testar a eficacia de
novos medicamentos ou medicamentos sensiveis.

A avaliacdo do aparelho reprodutor masculino de F. hepatica foi realizada no
presente estudo para demonstrar acdo do albendazole por histopatologia por essa regido ser
utilizada como modelo de estudo de acdo de fA&rmacos uma vez que os testiculos possuem
uma alta demanda metabolica para producdo de um grande numero de espermatozoides
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necessarios para manter a eliminagdo de grande nimero de ovos sendo, consequentemente,
muito sensiveis a acdo dos farmacos (HAPPICH; BORAY, 1969).

Os benzimidazois tém acdo na inibicdo de microtibulos do parasito e a
espermatogénese e a espermiogénese envolvem altas taxas mitoticas e meioticas que estao
relacionadas aos microtubulos, como parte do aparelho de fuso que ajuda a separacdo do
cromossomo, além de envolver mudancas consideraveis na forma da célula durante a
diferenciacdo celular, uma vez que essas mudancas sdo sustentadas pelos microtubulos
(STITT; FAIRWEATHER, 1990). Isso justifica as alteracbes observadas no decorrer dos
tempos de avaliagcdo no processo de diferenciacao celular, confirmando o modo de agédo do
albendazole, neste estudo.

As caracteristicas morfoldgicas observadas no animal controle sdo compativeis com
as observadas por Hanna et al. (2008, 2010), McConville et al. (2010) e Toner et al.
(2011). Observou-se que as espermatogdnias e espermatdcitos primarios ocuparam toda a
regido do tubulo seminifero garantindo assim a produgdo de espermatozoides viaveis e,
consequentemente, de ovos de F. hepatica.

No presente trabalho foi possivel notar que as alteraces na morfologia das células
espermatogénicas ocorreram a partir de 48 horas e que nos tempos de 72 e 96 horas ap06s o
tratamento essas alteragdes se tornaram cada vez mais evidentes o que condiz com 0s
achados de Toner et al. (2011). Estes autores relataram as mesmas alteracfes nos tubulos
seminiferos diferindo apenas no medicamento utilizado para teste, triclabendazole,
demonstrando que o mecanismo de acao adulticida do albendazole mostrou-se eficaz nesta
cepa de campo, assim como o triclabendazole no estudo de Toner et al. (2011).

De acordo com McConville et al. (2010) as vacuolizagdes observadas inicialmente
na periferia dos tubulos e posteriormente por todo o tdbulo podem estar relacionadas a
perda de células de sustentacdo. No presente estudo, essas vacuolizacdes foram observadas
a partir de 48 horas pos-tratamento, mas se tornaram mais evidentes na avaliacdo de 72
horas, mesmo resultado observado por estes autores.

O material celular eosinofilico, observado principalmente no tempo de 72 horas
apos o tratamento indica restos celulares decorrentes da morte das células nos tubulos.
Além da fragmentacéo e perda nuclear, o citoplasma se torna mais eosinofilico até ocorrer
morte celular completa. Estes achados sdo semelhantes aos encontrados por Hanna et al.
(2008, 2010) e Toner et al. (2011) com utilizacdo de triclabendazole, e McConville et al.

(2010) com utilizacdo de composto Alpha que também relacionaram a morte das células a
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presenca deste tipo de material.

No tempo de 48 horas pos-tratamento foi possivel observar as primeiras alteracdes
celulares nos tabulos seminiferos com perda de espermatogénias primarias e secundarias,
além das células de sustentacdo. Isso garante o ndo desenvolvimento das espermatogdnias
terciérias e espermatdcitos e, consequentemente, dos espematozoides. A morte celular e as
alteracdes nucleares se tornaram mais evidentes no tempo de 72 horas, no qual se
observaram muitas células com nudcleo em picnose e cariorrexe. I1sso demonstra que
algumas células ainda permanecem em desenvolvimento antes deste tempo, mas muitas
com alteracdo nucleares e citoplasmaticas.

Hanna et al. (2012) afirmaram que as alteracbes morfoldgicas no aparelho
reprodutor de F. hepatica iniciam-se a partir de 24 horas, 0 que nao pode ser confirmado
para o albendazole uma vez que o primeiro tempo de avaliacdo no presente estudo ocorreu
em 48 horas. Um trabalho realizado por Buchanan et al. (2003) com utilizacdo de
albendazole no tratamento in vitro de exemplares adultos deste parasito mostra que
alteracdes tegumentares interna e externa puderam ser observadas a partir de 24 horas,
porém os autores ndo avaliaram alteracdes nas células espermatogénicas. McConville et al.
(2010) com tratamento in vivo com composto Alpha observou alteracfes tegumentares a
partir do primeiro momento de avaliacdo, 48 horas pds-tratamento.

No presente estudo, as alteragdes tegumentares foram observadas apenas
macroscopicamente o que ndo demonstra detalhes de vesiculacdes e deformacdes na
superficie dos parasitos. Porém, o conteldo intestinal dos parasitos se mostrou repleto no
animal controle e com graus variados de saturacdo do mesmo no decorrer dos tempos de
avaliacdo. Isso pode significar diminuicdo e parada nas atividades metabdlicas do parasito
pelo modo de acdo dos benzimidazois, com inibicdo da formacdo de microttibulos que tém
como uma das funcdes a absorcdo de nutrientes (LACEY, 1988; JASMER et al., 2000),
com consequente morte do parasito.

Como observado por McConville et al. (2010) ao utilizar o composto Alpha para
tratamento dos animais, no presente estudo, na avaliagdo de 72 horas observaram
alterac6es morfologicas e dificuldade na identificacdo dos tipos celulares individuais. Este
mesmo resultado foi observado por Toner et al. (2011) em estudo com triclabendazole.
Esses achados confirmam a sensibilidade dos testiculos a agdo das drogas com interrupgéo
do desenvolvimento celular em maior extensdo que outros Orgdo reprodutores como

ovario, vitelaria e Utero, conforme afirmado por Hanna et al. (2006).
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Quanto a producdo de espermatozoides, foi possivel notar que houve uma redugédo
na producdo dos mesmos no decorrer dos tempos de avaliagdo devido, principalmente, a
perda de células. De acordo com Stitt; Fairweather (1992) os espermatozoides
remanescentes podem, inclusive, apresentar-se anormais devido a uma falha na
organizacdo dos microtUbulos dos seus axonemas, 0 que também pode ter ocorrido no
presente estudo.

As mudancas observadas nos testiculos sdo consequéncia da acao direta do farmaco
e ndo efeito colateral de outra acdo, causando deterioracdo do parasito. Este fato tem
impacto direto na producdo de ovos: menos ovos sdo produzidos, pode haver uma
producdo anormal de ovos, alguns podem ndo embrionar e/ou eclodir no ambiente. De
acordo com Alvarez et al. (2009) o albendazole possui excelente acdo ovicida contra F.
hepatica.

Qualquer falha na producédo de ovos afeta a cadeia epidemioldgica da doenca uma
vez que, neste caso interrompe ou diminui a contaminacdo da pastagem. Hanna et al.
(2006) relataram ainda que, ao se utilizar medicamento adulticida, como o albendazole
utilizado no presente estudo, € importante que se realize o tratamento quando todos o0s
parasitos tiverem atingido a maturidade para que realmente haja interferéncia na producéo
de ovos. Além disso, Scarcella et al. (2011) afirmaram que os parasitos que porventura
sobreviverem podem estimular o hospedeiro a desenvolver uma resposta imune frente a
infeccdo.

O presente estudo demonstrou a importancia do exame histopatologico em
exemplares adultos de F. hepatica contribuindo para o diagndstico de resisténcia ou
eficacia utilizando a espermatogénese como sensivel indicador de atividade dos farmacos.
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4 CONCLUSAO

Macroscopicamente o albendazole ndo interferiu na superficie tegumentar de
exemplares de Fasciola hepatica enquanto o conteddo intestinal apresenta-se repleto no
animal controle e com diminuicdo do grau de saturagdo no decorrer dos tempos.

O albendazole interferiu na producdo de ATP por F. hepatica com consequente
perda de integridade da membrana das células dos tubulos seminiferos caracterizando
degeneracéo hidrépica evoluindo até a morte celular.

No decorrer dos tempos de avaliacdo foi possivel notar que essas alteragdes se tornaram
mais evidentes demonstrando a interferéncia do medicamento na eliminacdo de células
relacionadas a espermatogénese interferindo na producdo de espermatozoides e,

consequentemente, na producéo de ovos do parasito.
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