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Resumo



Metacercarias de Fasciola hepatica foram utilizadas na infeccao de
Callithrix penicillata e Meriones unguiculatus. Os C. penicillata foram infectados
via oral com dez metacercarias. Foi verificada uma media diaria de 1.089 a
4.356 ovos, sugerindo que estes constituem modelos animais adequados a
manutengdo do ciclo biolégico de F. hepatica em laboratério. Os M.
unguiculatus foram infectados via oral com cinco metacercarias. O periodo pré-
patente foi em média de 55,57 = 2,34 dias. O baixo numero de ovos nas fezes
sugere que estes animais ndo constituem modelos de laboratério adequados a
manutencgao do ciclo do parasito. Miracidios foram utilizados na infecgao de L.
columella e a produgdo dos estadios evolutivos do parasito, determinada. O
nuamero meédio de rédias e metacercarias oriundas de F. hepatica de bovinos foi
superior as obtidas de F. hepatica dos C. penicillata. A analise morfométrica dos
ovos mostrou a ocorréncia de diferengas morfoldgicas. Foi realizada a infecgao
experimental de M. unguiculatus com diferentes cargas parasitarias e avaliadas
alteragdes patoldgicas macroscopicas e microscopicas e o perfil hematolégico
do sangue periférico através do hematdcrito e contagens global e diferencial de
leucdcitos. As lesdes se concentraram principalmente no figado. O perfil

hematolégico do sangue periférico indicou uma resposta celular inespecifica.



Abstract



Metacercariae of Fasciola hepatica deriving from bovines were used in
the experimental infection of Callithrix penicillata and Meriones unguiculatus.
The elimination of parasitic eggs in the excrements of both hosts was evaluated.
In the infection of C. penicillata significantly high averages of OPG were verified,
suggesting that these animal models are suitable to the maintenance of the
biological cycle of F. hepatica in laboratory. The reduced number of eggs of F.
hepatica eliminated in the excrements of M. unguiculatus suggests that these
animals are not suitable laboratory models to the maintenance of the biological
cycle of the parasite. Miracidia were used in the infection of L. columella and the
production of the evolutionary stadiums of the parasite, determined. The
average number of rediae and metacercariae of F. hepatica deriving from
bovines was higher to the number deriving from C. penicillata. The morfometric
analyses of eggs from the parasite showed the occurrence of morphological
differences. The experimental infection of M. unguiculatus was done with
different parasitic loads, the macroscopic and microscopic pathological
alterations and the hematological pattern of the peripheral blood, through
hematdcrito and global and differential counting of leukocytes, were evaluated.
The injuries concentrate mainly in the liver. The hematological pattern of the

peripheral blood indicated an unspecific cellular response.
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1. Introducgao



Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758) parasito da Classe Trematoda,
Subclasse Digenea e Familia Fasciolidae € um dos helmintos parasitos de
animais domésticos e silvestres mais importantes, devido a alta morbidade e
mortalidade, sendo responsavel pela doenga conhecida como fasciolose. Sua
importancia, em areas de criagdo de bovinos e ovinos, esta principalmente
associada as perdas com condenacgdes de figados, mortalidade, reducéo na
produgcdo de carne, leite e 13, as infecgbes bacterianas secundarias, a
interferéncia com a fertilidade e aos custos com tratamentos anti-helminticos
(Echevarria et al., 1992). Além disso, a fasciolose € uma zoonose e apresenta
também importante papel na saude publica.

A ocorréncia de F. hepatica esta relacionada a fatores como, presenca
do hospedeiro intermediario, moluscos do género Lymnaea; disponibilidade de
habitats adequados para a sobrevivéncia dos moluscos e condigcbes de
temperatura e umidade favoraveis. Além desses, a presenga do hospedeiro
definitivo eliminando ovos e contaminando as pastagens constituem mais um
dos importantes aspectos envolvidos na epidemiologia e controle da fasciolose
(Boray, 1969; Costa et al., 1987).

Estudos sobre a presenca de F. hepatica parasitando diferentes espécies
de hospedeiros indicam a participacdo destes animais como seus hospedeiros
definitivos e permitem a escolha de um modelo experimental adequado para
manutengao do ciclo bioldgico do parasito em laboratério. Diversos autores tém

demonstrado tanto em infeccbes naturais quanto experimentais a
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suscetibilidade de outros hospedeiros relatando a aquisicdo da infeccdo de
roedores das espécies Rattus rattus, Tscherskia triton, Mesocricetus auratus,
Mus musculus; de marsupiais Vombatus hirsutus e primatas da espécie
Callithrix penicillata e género Macaca (Tomimura et al., 1975; Espino et al.,
1997; Valero et al., 1998; Coelho, 2001; Terasaki et al., 2003).

Boray (1969), ao mencionar a ocorréncia de diferentes hospedeiros, além
de bovinos e ovinos suscetiveis a infeccado por F. hepatica, destacou a
importancia do estudo de pequenos animais domésticos e silvestres com o
propdsito do entendimento dos diferentes papéis destes na patogenia e
epidemiologia da fasciolose, podendo contribuir para o entendimento, da
transmissao e disseminagao da doenca entre as diferentes espécies de animais

domésticos e silvestres.
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2.1. Historico

O primeiro registro de F. hepatica data do século IX, quando no Tratado
de Saude Animal do Mundo Arabe no ano de 865AC, cita a ocorréncia de uma
“‘doencga do figado” em ovinos (Rezende, 1979). Lesdes encontradas no figado
de animais foram somente relacionadas a presenca de F. hepatica em 1739 por
Jehan de Brie (1379) in Taylor (1965). Foi o primeiro trematddeo a ter o ciclo
bioldgico descrito, a partir dos estudos de Leuckart (1882) na Alemanha, que
também citou a participacdo de Lymnaea truncatula como seu hospedeiro
intermediario.

No Brasil, o primeiro relato sobre F. hepatica foi feito por Lutz (1921),
através de um achado ocasional em figados de bovinos no municipio de Trés
Rios Estado do Rio de Janeiro. A partir desta data, diversas observagdes foram
realizadas, baseadas principalmente em dados sobre a ocorréncia e ou
prevaléncia da fasciolose em bovinos em frigorificos.

Carvalho (1940) mencionou a ocorréncia de F. hepatica em um bovino de
procedéncia ignorada enviado ao municipio de Vigosa pela Secretaria da
Agricultura do Estado de Minas Gerais.

A ocorréncia e ou prevaléncia de F. hepatica foi relatada em varias
regides do Brasil, principalmente por meio de observagbes realizadas em
matadouros e frigorificos. Ribeiro (1949) avaliou a condenagéao de carcagas e

visceras de bovinos em matadouros do Brasil Central (area que compreendia
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os Estados de Sao Paulo, Mato Grosso, Goias e zona do Tridangulo Mineiro) e
relatou uma incidéncia de 2,93% e 3,40% para os anos de 1946 e 1947,
respectivamente.

No Estado do Rio Grande do Sul, entre 1958 e 1963, Corréa (1965)
avaliou em 7,99% o indice de infeccao de bovinos abatidos em matadouro.

Dados igualmente significativos foram registrados por Franga (1969) para
o Vale do Paraiba, no Estado de Sao Paulo que relatou o encontro do parasito
em 10,1% dos 941 bovinos inspecionados no matadouro municipal de Taubaté.

Segundo Honer (1979), a maior area enzodtica esta situada ao sul do
pais, com uma extensdo de grande importancia na regido centro-sul, o Vale
Paraiba.

Ueno et al. (1982), avaliando a importancia econdmica da fasciolose na
exploragédo pecuaria em Santa Vitéria do Palmar no Estado do Rio Grande do
Sul, registraram que os indices médios anuais de condenacgbes de figados
durante o ano de 1979 corresponderam entre 12-13% em bovinos e 7% em
ovinos, revelando o encontro de varias areas endémicas proximas as regides
de fronteira do sul do Estado,. Estes autores também observaram a presenca
de duas espécies de limineideos, L. viatrix e L. columella, distribuidas pelas
regides do Estado atuando como hospedeiros intermediarios de F. hepatica.

Amato et al. (1986), no Estado do Rio de Janeiro, demonstrou através de
estudos epidemiolégicos em animais tragadores a incidéncia da fasciolose.

Beck (1993), ao relatar dados sobre a prevaléncia de F. hepatica no

rebanho bovino nacional investigado através da inspe¢cdo em matadouros ou
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em exames de fezes assinalou a ocorréncia do parasito nos Estados do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, S&o Paulo, Rio de Janeiro e Minas
Gerais.

Caldas et al. (1995) ao pesquisarem em amostras de fezes de bovinos
oriundos de 51 municipios em seis mesoregides do Estado de Minas Gerais
observaram maior indice de prevaléncia, 9,05%, no o municipio de Itajuba, sul
do Estado.

Dados estatisticos fornecidos pelo Servico de Inspecdo Federal do
Ministério da Agricultura no Brasil demonstram que a ocorréncia de F. hepatica
e a condenacgao de figados pela fasciolose vém aumentando gradativamente.
As areas mais atingidas estao localizadas no Rio Grande do Sul (principalmente
em areas de fronteira), Santa Catarina (Vale do Itajai), S&do Paulo (Vale do
Paraiba), Rio de Janeiro, regidao Sul de Minas Gerais e mais recentemente nos
municipios de Bocaiiva do Sul e Tunas do Parana no Estado do Parana

(Queiroz et al., 2002).

2.1.1. Hospedeiro intermediario

A participacdo de moluscos aquaticos do género Lymnaea no ciclo
biolégico de F. hepatica foi mencionada pela primeira vez no Brasil por Lutz
(1921) ao relatar a presenga no Estado do Rio de Janeiro de moluscos da

espécie Lymnaea ochrostigma infectado com rédias e cercarias.
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Estes moluscos encontram-se amplamente distribuidos nos Estados do
Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Goias, Sdo Paulo, Distrito Federal, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul e Minas Gerais (Paraense, 1982). A primeira
referéncia sobre o encontro de limneideos na regido nordeste do Brasil ocorreu
apos a descrigao feita por Paraense (1986) de uma populagao de L. columella
presente no Dique do Torord, um lago urbano da cidade de Salvador, Estado da
Bahia. Nesse trabalho, o autor também relatou a presenca do molusco em Tefé,
no Estado do Amazonas regido norte do pais. Entre os anos de 1995 e 1996
um estudo malacoldgico realizado por Abilio et al. (1998), registrou a ocorréncia
de L. columella na regiao nordeste do pais, Estado da Paraiba.

Ueta (1980) observou a ocorréncia de infecgdo natural de L. columella
por F. hepatica no Vale do Paraiba em Sao Paulo.

No ano de 1995, Silva et al., fizeram o primeiro relato sobre a ocorréncia
do molusco L. columella, hospedeiro intermediario de F. hepatica, encontrado
naturalmente infectado por estadios larvares do parasito em regides de varzea
no municipio de Itajuba em Minas Gerais.

Coelho & Lima (2003) entre os meses de Setembro de 1999 a Dezembro
de 2000, ao estudarem a dindmica e a taxa de infecgdo natural de uma
populacdo de L. columella em area de varzea localizada no municipio de
Itajuba, observaram que entre os fatores capazes de causar impacto na
densidade populacional destes, estdo as fortes chuvas e a drenagem dos
criadouros. Apesar da drastica redugcao e desaparecimento dos moluscos, estes

autores observaram que novos criadouros surgiram, demonstrando a
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recuperacao da populagdo. As taxas de infeccdo natural por F. hepatica foram
maiores nos meses de Setembro de 1999 e Julho de 2000, respectivamente
5,2% e 3,9%. Quando estas taxas foram relacionadas aos periodos de maior
densidade populacional os autores indicaram a existéncia de uma correlagao

positiva entre estas.

2.2. Biologia

No meio ambiente, em areas umidas ou alagadigas e temperatura média
acima de 10°C os ovos eliminados nas fezes do hospedeiro definitivo ao
entrarem em contato com a agua passam por um desenvolvimento embrionario
originando apds um periodo médio e 12 e 14 dias a larva miracidio. Os
miracidios, embrides piriformes e ciliados, sao liberados dos ovos por estimulos
térmicos e luminosos, necessarios para a secrecao de enzimas que digerem a
substancia que circunda o opérculo do ovo. No ambiente aquatico o miracidio
nada ativamente procurando pelo hospedeiro intermediario, molusco do género
Lymnaea, onde penetra pelas partes moles para completar seu
desenvolvimento. Assim que penetra no molusco o miracidio perde os cilios e
transforma-se em esporocisto, um saco alongado formado por células
germinativas, que cresce e origina no seu interior formas denominadas rédias.
O esporocisto rompe-se liberando as rédias que migram para a glandula
digestiva do molusco. Neste local as rédias, formas evolutivas que apresentam

abertura bucal, esbogo de tubo digestivo e células germinativas desenvolvem-
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se podendo originar rédias de segunda geragao dependendo das condi¢des do
ambiente, ou cercarias. As cercarias maduras abandonam as rédias pelo poro
de nascimento e vao para os tecidos do molusco de onde emergem. O frio, a
chuva e mudangas bruscas de temperatura da agua estimulam a emergéncia
das cercarias. No ambiente aquatico as cercarias nadam ativamente e se fixa a
um substrato onde perdem a cauda e encistam com o auxilio de substancias
secretadas pelas glandulas cistogénicas e ventrais, originando as formas
infectantes, metacercarias. O periodo apdés a penetracdo do miracidio até a
formacao de metacercarias varia entre 45 a 60 dias sob condigdes favoraveis
de temperatura e umidade (Silva et al., 1980).

Os hospedeiros definitivos se infectam ao ingerirem as metacercarias
encistadas na vegetagcado. No trato digestivo os vermes imaturos desencistam,
atravessam as paredes do intestino delgado, alcangam a cavidade abdominal e
normalmente migram até o figado. Penetram no figado pela capsula hepatica.
Entre 35 a 45 dias as formas imaturas permanecem migrando pelo parénquima
hepatico formando tuneis e alimentando-se de sangue e tecidos até alcancgar os
ductos biliares onde atingem a maturidade sexual. Em mais ou menos 60 dias
apos a infeccao iniciam a postura dos ovos que passam via canal colédoco para
os intestinos de onde sao eliminados juntos com as fezes. Dependendo do
hospedeiro definitivo os parasitos adultos podem produzir cerca de trés a sete
mil ovos por dia e permanecer no ducto biliar durante um a dois anos (Silva et

al., 1980; Beck, 1993).
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2.3. Patogenia

A patogenia e sintomatologia provocadas por F. hepatica variam de
acordo com fatores como carga parasitaria, fase de desenvolvimento do
parasito, tipo e idade do hospedeiro, localizagdo e condigdo da pastagem, e
época do ano. O desenvolvimento da doenga € caracterizado na fase aguda
pela presenga dos parasitos jovens no parénquima hepatico e na fase crénica
pelos parasitos adultos nos ductos biliares (Boray, 1969).

Apos ingestdo as metacercarias desencistam no intestino delgado
liberando as formas imaturas que iniciam suas migragdes, abrindo caminhos
para alcangarem a cavidade peritoneal e penetrarem no figado. Durante este
trajeto as formas imaturas causam lesdes caracterizadas por escavagdes na
area central das vilosidades, corrosdes nas camadas mucosa, submucosa e
muscular e destruicdo da serosa provocando micro-hemorragias devido aos
pequenos pontos hemorragicos que deixam ao atravessarem a parede
intestinal. Chegando no figado os parasitos jovens continuam suas migracoes
pelo parénquima hepatico, destruindo o parénquima, provocando hemorragia e
surgimento de areas de necrose, devido principalmente ao traumatismo
mecanico ocasionado pela ingestdo de sangue e tecidos. Em geral, nesta fase
0s animais podem se apresentar fracos, com mucosas palidas, dispnéicos e em
alguns casos com figado dilatado e palpavel, associado a dor abdominal e

ascite, sintomas caracteristicos da fase aguda causadora de alta mortalidade.
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Quando os parasitos alcangam a maturidade, penetram nos ductos
biliares e iniciam suas migragdes através do epitélio alimentando-se de sangue,
ocasionando extensas areas de erosao e necrose da mucosa, associadas a
reacoes inflamatérias. Os ductos biliares aumentam de volume e
frequentemente ocorre hiperplasia das paredes. Nesta fase alguns dos
sintomas sao: anemia, palidez de mucosas, edema submandibular e ascite.
Durante a fase crbnica, além da hiperplasia das paredes dos ductos biliares,
ocorre também a calcificacdo das lesbes tissulares, estas mais evidentes em

bovinos do que em ovinos (Silva et al., 1980; Beck, 1993; Berne 1994).

2.4. Epidemiologia

Na natureza os indices de prevaléncia que ocorrem nas infecgdes por F.
hepatica sdo acompanhados pelas caracteristicas proprias de cada regiao,
variando de acordo com as condi¢gdes climaticas, ocorréncia de areas
alagadicas, presenca de hospedeiros vertebrados e principalmente pela
presenga de moluscos do género Lymnaea (Silva et al., 1980; Beck, 1993).

No Brasil os limneideos sdo encontrados normalmente em areas
irrigadas que oferecem condi¢cbes adequadas a sua proliferagdo, como valas de
irrigacao, pastagens alagadicas e pantanosas, principalmente com aguas lentas
e superficiais (Silva et al., 1980). Durante as estagbes chuvosas a presenga dos
limneideos nestes ambientes facilita a sua disseminagao e formacao de novos

criadouros.
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Em condi¢des climaticas favoraveis, como temperatura acima de 10°C,
0s ovos produzidos pelos moluscos, eclodem e uma nova geragdo de juvenis
pode ser formada em apenas um més. A populacdo de moluscos aumenta
durante as estagdes chuvosas e diminui apds os periodos de frio e seca. Nos
periodos em que as condicbes climaticas sao desfavoraveis os moluscos
podem sobreviver, entrando em estivagao por varios meses (Silva et al., 1980).

Além dos fatores que contribuem para a manutengao e infecgdo das
populagdes de moluscos, o conhecimento sobre a espécie transmissora, quanto
a suscetibilidade a aquisicdo e sucesso da infecgdo e qual seu papel na
transmissao da doenca nas diferentes regides onde se encontram permitem a
implantagdo de medidas de controle mais efetivas.

Gomes (1985), no Vale do Paraiba e regiao Serrana do Estado do Rio de
Janeiro, ao observar a ocorréncia de L. columella naturalmente infectada por F.
hepatica, avaliou experimentalmente a suscetibilidade destes a infecgao com
trés e cinco miracidios originados de ovos de F. hepatica de ovinos. Os
resultados indicaram que nas infeccbes com trés miracidios o numero de
moluscos sobreviventes infectados foi maior que nas infecgcbes com cinco ou
mais miracidios. A producdo de metacercarias avaliada em ambas as infec¢des
foi maior naquelas com trés miracidios. Com relagdo ao tamanho dos moluscos
aqueles que mediram entre 3 e 5 mm adquiriram a infeccdo permitindo a

multiplicagdo do parasito.
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Dacal et al. (1988) ao avaliar a suscetibilidade de L. columella
encontrada em quatro diferentes regides do Estado de Minas Gerais
comparando-as a amostras de localidades dos Estados do Rio de Janeiro e Rio
Grande do Sul verificaram que estas foram igualmente suscetiveis a infecgéo
por miracidios originados de ovos de F. hepatica proveniente de ovinos. Os
mesmos autores analisaram a suscetibilidade dos moluscos quanto a infeccéo
por seis, oito e dez miracidios. As analises dos resultados indicaram que todas
as amostras se infectaram e ndo mostraram diferengas significativas quanto a
exposicao as diferentes quantidades de miracidios.

O estudo realizado por Boray (1978) comparando a alta suscetibilidade
de L. columella e L. viridis, a infecgao por F. hepatica, ocorrendo em uma regiao
onde L. tomentosa € a espécie nativa, demonstra a capacidade dos limneideos
em colonizar diferentes regides disseminando a doenga. Ao verificar a
ocorréncia de L. columella em areas de pastagem naturalmente infectada,
Boray (1985) estudou em laboratério a suscetibilidade a infeccdo por F.
hepatica em moluscos da mesma espécie, encontrados nas proximidades de
duas areas metropolitanas em uma mesma regidao. Os moluscos infectados
experimentalmente mostraram-se suscetiveis, produzindo metacercarias
viaveis. Estes resultados indicaram que L. columella, encontrada em areas
metropolitanas, vem se espalhando pela regido podendo ter um importante
papel na epidemiologia da fasciolose.

Na fasciolose, além de se considerar a suscetibilidade dos limneideos a

infeccdo com diferentes quantidades de miracidios, a espécie de hospedeiro
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definitivo eliminando ovos viaveis em ambientes propicios ao seu
desenvolvimento € igualmente importante podendo contribuir para o “sucesso”
da infecgao dos moluscos.

Jimenez-Albarran et al. (1977) coletaram ovos da vesicula biliar de
ovelhas, vacas e cabras e incubaram a 26°C por 12 dias, até que miracidios
fossem formados. Em seguida os autores compararam o desenvolvimento dos
ovos de cada um dos hospedeiros, observando que o maior numero de ovos
capaz de formar miracidio foram os de vacas, no entanto o maior numero de
ovos viaveis (com miracidios liberados) foram os de ovelhas. Estes resultados
permitiram aos autores concluirem que a suscetibilidade do hospedeiro
definitivo contribui para a transmissao da doenca.

Rondelaud & Dreyfuss (1995), investigando a influéncia do hospedeiro
definitivo sobre a prevaléncia da infecgao de L. truncatula exposta a miracidios
oriundos de ovos de diferentes hospedeiros demonstraram que os ovos
originados de bovinos ou ovinos foram mais eficientes na transmissdo da
doenca do que aqueles obtidos de coelhos. A prevaléncia da infecgao dos
moluscos foi de 35%, 66% e 86% nos grupos expostos a miracidios de coelho,
ovino e bovino respectivamente.

Haroun & Hillyer (1986) ao associar o comportamento de F. hepatica no
hospedeiro intermediario observaram que os ovos do parasito adulto sao
diretamente afetados pelas condigdes e tipo de hospedeiro definitivo nos quais

estes se desenvolvem.
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Segundo Hurtrez-Bousses et al. (2001), em algumas regides a
prevaléncia da infeccdo por F. hepatica € extremamente alta. Na América do
Sul (Bolivia e Peru) a fasciolose € um sério problema de saude publica, sendo a
area que corresponde ao chamado Altiplano Boliviano, uma regido onde a
fasciolose humana é hiperendémica com prevaléncia de 72 a 100%. Nesta
regido os ovinos e bovinos constituem os principais reservatorios e asininos e
suinos sao considerados hospedeiros secundarios (Valero et al., 2000). Ja no
continente Europeu os suinos sao considerados reservatérios ocasionais
(Hurtrez-Boussés et al., 2001). No mesmo continente, Ménard et al. (2000),
demonstrou a suscetibilidade de hospedeiros silvestres lagomorfos Oryctolagus
cuniculus e roedores Myocastor coypus, encontrando uma taxa de infecgao
natural de_respectivamente 34 e 55%. No Brasil Costa et al. (1987), apontaram
0 Mpyocastor coypus como um dos principais reservatorios e provavelmente
disseminador de F. hepatica na Estacdo Experimental Zootécnica de Dom
Pedrito, no Estado do Rio Grande do Sul.

Evidéncias sobre a variabilidade morfolégica de ovos de F. hepatica
relacionando a espécie de hospedeiro e sua regiao de origem, foram
investigadas por Abrous et al. (1998), a partir dos dados encontrados na
literatura de alguns paises europeus. Os resultados mostraram que os ovos
encontrados em roedores e lagomorfos eram menores que aqueles
encontrados em ruminantes. A relacdo entre as diferengcas de tamanho dos
ovos e espécie de hospedeiro foi observada com a passagem dos ovos de F.

hepatica de bovino em ratos e em coelhos. Estes resultados permitiram aos
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autores verificar que a espécie de hospedeiro € o principal componente da
variabilidade morfolégica de ovos de F. hepatica e que a distribuicdo geografica
nao parece ser um fator que venha a contribuir com essa variabilidade.

Vaughan et al. (1997) descreveram dois casos de animais naturalmente
parasitados por F. hepatica em que o0s ovos encontrados nas fezes foram
considerados irregulares no tamanho e forma quando comparados com os de
outros animais. A explicagao para este fato segundo os autores € que os
animais em questdo, emus (Dromaius novaehollandiae) eram vertebrados
representantes da Classe das Aves.

A relacao entre o hospedeiro definitivo e o parasito pode também ser
observada quando este é exposto a diferentes cargas parasitarias. Helfer &
Knapp (1968), trabalhando com a infecgdo de Meriones unguiculatus com a
finalidade de determinar um novo modelo experimental para F. hepatica
demonstraram a suscetibilidade destes expondo-os a infecgdo com 1, 2, 4, 8,
16 e 20 metacercarias. De acordo com os autores, nas infecgdes com 20
metacercarias todos animais morreram entre o 27° e 33° dias ap0s a infecgao.
Nas infeccbes com 4, 8 e 16 metacercarias as mortes ocorreram entre o 26° e
36° dias de infeccdo. Os animais infectados com 1 e 2 metacercarias

sobreviveram por até 55 dias, final do experimento.

2.5. Diagnéstico

2.5.1. Diagnéstico parasitologico
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Na fase cronica da doenga em rebanhos de bovino, ovino e de bubalinos
ou em outros animais naturalmente e/ou experimentalmente infectados como,
porcos, coelhos, ratos, hamsters e outros, ou nas infecgcbes humanas, F.
hepatica pode ser diagnosticada através do encontro de ovos nas fezes (Boray,
1969).

No diagndstico parasitoldgico, a detecgdo de ovos nas fezes pode ser
feita utilizando-se a técnica de processamento pela filtracdo sequencial em dois
tamises ou “Flukefinder” ou a técnica de quatro tamises metalicos modificada
(Girao & Ueno, 1982). Faria (2000), ao comparar a utilizagdo destas para o
diagnostico quantitativo e qualitativo de ovos de F. hepatica observou uma
6tima concordancia demonstrando a validade de ambas em predizer a
ocorréncia da infeccdo. No entanto, a técnica de quatro tamises metalicos
modificada apresentou melhor operacionalidade devido a sua maior praticidade
quanto ao material e tempo gastos na sua execucao.

Na fase aguda ou subaguda nao sao detectados ovos nas fezes, porém
as lesdes patoldgicas caracteristicas da infeccdo ja estdo presentes. O
diagndstico baseia-se no uso de testes laboratoriais que permitam detectar
enzimas liberadas no sangue que caracterizam a infeccdo no parénquima
hepatico e lesdo dos ductos biliares (Berne, 1994).

Nos achados de necropsia o diagndstico da fasciolose se da pelo
encontro dos parasitos. Em geral, com a presenca das formas jovens no
parénquima hepatico durante a fase aguda, e presencga das formas adultas nos

ductos biliares na fase crénica (Boray, 1969).
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2.5.2. Diagnéstico hematolégico

Na fasciolose, Keegan & Trudgett (1992) pesquisando células do sangue
periférico, mostraram a ocorréncia durante a infeccdo do aumento de células
polimorfonucleares e profunda eosinofiia. Em cortes histolégicos do
parénquima hepatico os autores descreveram a presenca de eosindfilos,
neutrofilos, linfocitos e mondcitos circundando o parasito durante sua migragao.

Milbourne & Howell (1990), avaliando altera¢des celulares do sangue
periférico de ratos e camundongos infectados por F. hepatica observaram que
em ambos animais ocorrem aumento no numero de eosindfilos durante a
infeccdo. Nos ratos, o numero de eosinéfilos no inicio da infecgdo néo
apresentou alteragdes significativas. Os autores relataram um aumento
acentuado aos 21 dias apods a infecgdo. Nos camundongos, as observagdes
encontradas mostraram um aumento significativo no niumero de eosinéfilos logo
apo6s o inicio da infecgao, ocorrendo apods sete dias de infecgdo um pico de

eosinofilos.

2.6. Fasciola hepatica em hospedeiro primata nao humano

Tomimura et al. (1975), estudaram o desenvolvimento da Fasciola
hepatica em onze macacos do género Macaca. Estes hospedeiros mostraram-
se altamente suscetiveis a infecgdo. O periodo pré-patente foi

significativamente longo para M. nemestrina e M. irus que para a espécie M.
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cyclopis, respectivamente 96, 89 e 51 dias. Os autores atribuiram essas
variagdes as diferencas de suscetibilidade entre as espécies dos hospedeiros.
Durante o experimento seis animais infectados com 100 ou mais metacercarias
morreram com 48 a 80 dias apds a infecgdo. Em trés destes animais, cujas
mortes ocorreram entre 50 a 75 dias apoés a infecgao, os autores demonstraram
relativa perda no conteudo de eritrécitos pouco antes da morte. Os achados da
necropsia indicaram como causa das mortes uma hemorragia interna afetando
0 numero de eritrocitos. Foram observadas alteragcdes na resposta celular
contra os parasitos. Segundo os autores, todos os animais apresentaram
mudangas proeminentes em relagdo aos eosindfilos. No inicio da infecgédo as
contagens de eosinofilos apresentavam-se baixa havendo aumento durante a
fase de migracao do parasito pelo parénquima hepatico e queda gradativa com
a entrada destes nos ductos biliares.

No Brasil, Coelho (2001) com o objetivo de avaliar a dindmica de
infecgdes de L. columella por F. hepatica infectou experimentalmente dois

saguis da espécie Callithrix penicillata fechando o ciclo do parasito.

2.7. Fasciola hepatica em gerbil

Helfer & Knapp (1968), avaliaram o emprego de gerbil (Meriones
unguiculatus) como um novo modelo experimental para estudo da patologia de
F. hepatica, realizando dois experimentos. No primeiro experimento os autores

infectaram quatro animais com vinte metacercarias de F. hepatica. No segundo
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experimento os autores utilizaram dez divididos em cinco grupos, cada um com
dois animais infectados, respectivamente, com uma, duas, quatro, oito e
dezesseis metacercarias de F. hepatica.

Segundo os autores, ambos os grupos apresentaram lesées no figado
semelhantes as encontradas na infecgado de coelhos. A necropsia dos animais
mostrou a presenca de alteracbes macroscopicas descritas por focos de
necrose, fibrose, hiperplasia dos ductos biliares e traumatismo hepatico. Foi
recuperado um parasito no ducto biliar de um animal infectado com vinte
metacercarias, aos 31 dias apds a infeccdo. As alteracbes microscopicas
revelaram infiltrado inflamatério ao redor de vasos, proliferacdo dos ductos
biliares, areas de hemorragia, necrose e fibrose. Foi observado um parasito no
corte histoldgico do parénquima hepatico de um animal também infectado com

vinte metacercarias aos 27 dias apds a infecgao.



3. JUSTIFICATIVA
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Dentre os helmintos de importancia médica e veterinaria a F. hepatica é
um importante trematdédeo devido as expressivas perdas econdmicas que
acarreta a exploragdo pecuaria assim como também por tratar-se de uma
zoonose que esta em franca expanséo em varias regides do Brasil.

Estudos sobre o parasitismo de diferentes tipos de hospedeiros
vertebrados, como roedores e primatas ndo humanos além, de proporcionar um
melhor entendimento sobre o comportamento e desenvolvimento de F. hepatica
em outros hospedeiros podem contribuir para o conhecimento das espécies
suscetiveis auxiliando na escolha de um animal de laboratério para a
manutengao do ciclo biolégico do parasito. Igualmente importante € o estudo da
interacao entre os diferentes tipos de hospedeiros vertebrados e a influéncia
destes no desenvolvimento do parasito no hospedeiro intermediario, avaliando
a eliminacao de cercarias e formagao de metacercarias, contribuindo com a
transmissdao da doenca. Estes estudos ampliam as discussdes sobre a
importancia de um hospedeiro para trabalho em laboratério de facil manutencéao

e consequentemente com custos mais acessiveis.



4. OBJETIVOS
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4.1. Objetivo geral

Estudar o comportamento e desenvolvimento de uma cepa de F.
hepatica de bovinos naturalmente infectados do municipio de Itajuba,
Estado de Minas Gerais, em sagui (Callithrix penicillata) e gerbil

(Meriones unguiculatus).

4.2. Objetivos especificos

Observar e avaliar o desenvolvimento de F. hepatica de bovinos
naturalmente infectados através da eliminagao de ovos do parasito apos
a passagem em C. penicillata e passagem de C. penicillata em M.

unguiculatus infectados experimentalmente.

Observar as caracteristicas morfolégicas de ovos de F. hepatica de
bovinos naturalmente infectados apds passagem em C. penicillata e

passagem de C. penicillata em M. unguiculatus.

Observar e avaliar a producao dos estadios evolutivos de F. hepatica na
infeccdo experimental de Lymnaea columella por miracidios de ovos de

diferentes hospedeiros.
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Observar alteragbes patoldgicas macroscopicas e microscopicas na
infeccdo experimental de M. unguiculatus por trés, cinco e oito

metacercarias de F. hepatica de bovinos naturalmente infectados.

Observar o perfil hematoldgico, através do hematdcrito e contagens total
e diferencial, de células do sangue periférico, na infecgdo experimental
de M. unguiculatus por trés, cinco e oito metacercarias de F. hepatica de

bovinos naturalmente infectados.

Avaliar a utilizagao de C. penicillata e M. unguiculatus como animais de

laboratorio para manutengdo do ciclo biolégico de F. hepatica.



5. MATERIAL E METODOS
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5.1. Manutenc¢ao do ciclo de F. hepatica em laboratério

A criacdo de Lymnaea columella originados de posturas de moluscos
coletados no municipio de Itajuba, Estado de Minas Gerais, foi mantida no
laboratério de Helmintologia Veterinaria do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
(ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais. Os moluscos foram mantidos
em temperatura ambiente, em cubas de plastico de tamanho 25x 6x 10cm
contendo 500ml de agua desclorada e placas de isopor de 5x 5x 1cm para
realizacao de posturas. Semanalmente foram alimentados com folhas de alface,
e realizadas as limpezas das cubas.

As placas com posturas foram transferidas para cubas semelhantes as
anteriores, contendo agua desclorada, para desenvolvimento dos moluscos. A
cada 30 dias, cerca de 45 a 90 moluscos medindo entre 4 a 8mm, originados
das posturas, foram retirados das cubas e utilizados para manutencéo do ciclo
biologico através da infecgdo por miracidios recuperados de ovos F. hepatica
de bovinos oriundos da mesma regiao de coleta destes.

Os ovos foram obtidos com a realizagao do exame das fezes dos bovinos
utilizando-se a técnica de Girdo & Ueno (1982), descrita no item 5.3. Apds
obtencado dos ovos, estes foram colocados em placas de Petri e incubados a
27°C para desenvolvimento e formacado do miracidio. A partir do oitavo dia de
incubadas, as placas com ovos foram diariamente observadas sob microscopio

estereoscépio no aumento de 100X com a finalidade de acompanhar a
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formacdo dos miracidios. As placas contendo ovos com miracidios foram
colocadas sob foco de luz com lampada de 60 watts, a uma distancia de 50 cm,
por um periodo de quatro horas, para estimular a eclosao destes. Os miracidios
eclodidos foram recolhidos com o auxilio de uma pipeta capilar e utilizados na
infecgdo dos moluscos L. columella, procedimento descrito no item 5.4.; 1.
Infecgdo de moluscos.

Sessenta dias apo6s a infeccado os moluscos foram sacrificados, para
obtencao de cercarias e metacercarias, procedimentos descritos nos itens 5.4.2
e 5.4.3. Apds o encistamento, as placas com metacercarias foram devidamente

etiquetas e armazenadas em geladeira a 4°C para uso posterior.

5.2. Animais

5.2.1. Infecgao de Callithrix penicillata

Trés animais da espécie Callithrix penicillata (Primates, Callitrichidae)
cedidos pelo Laboratério de Primatas do Departamento de Parasitologia do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas -ICB, UFMG, foram infectados individualmente
com dez metacercarias (Mc) de F. hepatica oriundas de bovinos naturalmente
infectados. A infecgdo foi realizada inoculando via oral as metacercarias,
suspensas em agua desclorada, diretamente na porcgao final da cavidade bucal
dos animais com o auxilio de uma pipeta volumétrica de 250 pl. Apos a

inoculagao os animais foram mantidos no Laboratério de Primatas em gaiolas
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individuais com fundo forrado por papel jornal e alimentados com ragéo
comercial para caes, banana, mag¢a, mamao e agua trocada diariamente.
As metacercarias foram obtidas de acordo com a metodologia descrita

nos itens 5.4.2. € 5.4.3.

5.2.2. Infecgao de Meriones unguiculatus

Foram utilizados 20 animais com idade de 10 semanas, peso médio de
60g e ambos os sexos. Estes foram divididos aleatoriamente em dois grupos
denominados grupos Gl e GNI. O grupo Gl foi formado por 15 animais, oito
machos e sete fémeas, infectados individualmente com cinco metacercarias
(Mc) de F. hepatica de bovinos apds a passagem em C. penicillata , obtidas
também de acordo com a metodologia descrita nos itens 5.4.2. e 54.3. A
infeccao foi realizada inoculando via oral na porgao final da cavidade bucal as
formas infectantes suspensas em agua desclorada com auxilio de uma pipeta
volumétrica de 200 ul. O grupo GNI foi formado por cinco animais, trés machos
e duas fémeas, nao infectados. Estes receberam individualmente por via oral
0,5 ml de solugdo salina. Os animais foram mantidos no Biotério do
Departamento de Parasitologia do ICB-UFMG, separados por sexo em duas
gaiolas coletivas com fundo forrado por papel jornal, alimentados com ragao
comercial para roedores (Racao Labina — Purina) e recebendo agua trocada a

cada dois dias.



44

5.3. Coleta de fezes e exame coprolégico para obtencao de ovos

Trinta dias apds o periodo pré-patente foram realizadas coletas das fezes
dos C. penicillata e M. unguiculatus infectados experimentalmente. Diariamente
o papel jornal que forrava cada uma das gaiolas destes animais foram
substituidos. As fezes depositadas no papel jornal retirado foram coletadas com
o auxilio de um pinga. Estas foram colocadas em copos plasticos devidamente
etiguetados e transportadas em caixas de isopor para o Laboratério de
Helmintologia Veterinaria, onde foi realizado o exame de fezes para obtencgéo
de ovos de F. hepatica.

Fezes dos C. penicillata infectados foram coletadas, processadas e
examinadas. Apos determinar o periodo pré-patente na infeccao dos trés
animais foram realizadas contagens diarias do numero de ovos por grama de
fezes (OPG) de um dos animais. As contagens foram realizadas a partir do 30°
dia ap6s o periodo pré-patente até 360 dias, final do experimento.

Fezes dos M. unguiculatus infectados foram coletadas diariamente de
cada uma das gaiolas formando-se um “pool” de fezes dos animais machos e
um “pool” de fezes dos animais fémeas, examinadas e realizadas contagens do
OPG de cada “pool” individualmente. Assim que foram encontrados os
primeiros ovos o0s animais foram colocados em gaiolas individuais com a
finalidade de detectar a positividade da infeccdo em cada animal. Fezes de

cada um dos animais positivos foram examinadas e realizadas contagens
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diarias, a partir do 30° dia até 226 dias apds o periodo pré-patente, do OPG de
cada um destes animais.

Fezes de cinco bovinos naturalmente infectados foram coletadas em uma
fazenda do municipio de Itajuba, Estado de Minas Gerais, acondicionadas em
sacos plasticos e transportadas em caixa de isopor até o laboratorio de
Helmintologia Veterinaria. Estas foram homogeneizadas formando-se um “pool”
para o processamento e obtencdo dos ovos de F. hepatica.

Os exames de fezes para pesquisa de ovos de F. hepatica de todos os
animais foram realizados utilizando-se a técnica de Girdo & Ueno (1982), para
diagndstico quantitativo e qualitativo de ovos de F. hepatica. Esta técnica
consiste em pesar até quatro gramas de fezes que foram colocadas em copos
plasticos e homogeneizadas com o auxilio de um bastdo de vidro
acrescentando 30ml de agua desclorada. Apés a homogeneizagdo por 2
minutos a mistura foi vertida em um conjunto de tamises de malhas variadas
com aberturas de 174, 96, 87 e 65um, dispostos uns sobre os outros em ordem
decrescente de aberturas e lavada em agua corrente. Apds lavagem continua o
material retido no ultimo tamis foi recolhido em um Becker utilizando-se um jato
de agua no sentido inverso. Em seguida, este foi transferido para um tubo de
ensaio de 30ml e deixado por cinco minutos para sedimentagdo. O
sobrenadante foi retirado com o auxilio de pipeta de Pasteur e o material
homogeneizado com jato de agua sobre o tubo. Os processos de retirada do

sobrenadante e homogeneizagdo do material foram repetidos por mais oito
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vezes a cada cinco minutos. Apdés a limpeza final, o sedimento foi
homogeneizado, transferido para placas de Petri e observado sob microscopio
estereoscépio no aumento de 100X para coleta e contagem dos ovos de F.
hepatica. Foram contados os ovos eliminados no “pool” de fezes dos bovinos
naturalmente infectados, nas fezes de cada um dos C. penicillata infectados
experimentalmente, no “pool” das fezes de cada uma das gaiolas dos animais
machos e dos animais fémeas M. unguiculatus e nas fezes de cada um dos M.
unguiculatus positivos infectados experimentalmente. Depois de contados os
ovos foram transferidos para novas placas de Petri contendo agua desclorada,
devidamente etiquetadas e colocados em estufa a 27°C para desenvolvimento

de miracidios.

5.4. Obtencgao dos estadios evolutivos

5.4.1 Miracidios

A partir do oitavo dia de incubadas as placas com os ovos de F. hepatica
de cada um dos hospedeiros foram diariamente observadas sob microscépio
estereoscépio no aumento de 150X com a finalidade de verificar a formacéao de
miracidios.

Assim que foram observados ovos com miracidios as placas foram
colocadas sob um foco de luz com lampada de 60 watts, a uma distancia de 50

cm, por um periodo de quatro horas, para estimular a eclosdo dos miracidios.
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Os miracidios eclodidos foram recolhidos com o auxilio de uma pipeta capilar
sob microscopio estereoscopio no aumento 100X e utilizados na infecgao de L.

columella para obtencgao dos estadios evolutivos de F. hepatica.

1. Infeccdo de moluscos

Foram utilizados 900 moluscos L. columella medindo entre 4-8mm,
criados no laboratério de Helmintologia Veterinaria, divididos em trés grupos
denominados grupos I, Il e lll, formados cada um por 300 moluscos. Os animais
dos grupos I, Il e lll foram infectados individualmente por quatro miracidios
originados de ovos de F. hepatica de bovinos naturalmente infectados apés a
passagem em C. penicillata; apdés a passagem em C. penicillata e M.
unguiculatus e de bovinos naturalmente infectados, respectivamente.

A infecgdo dos moluscos foi realizada utilizando-se 'placas de cultura de
12 pogos. Cada molusco foi medido com o auxilio de um paquimetro e em
seguida transferido individualmente para um poc¢o da placa de cultura. Em cada
poco foram colocados 2 ml de agua desclorada e quatro miracidios,
recuperados como descrito no item 5.4.1., originados de ovos de F. hepatica
dos trés hospedeiros.

A cada infecgao foram utilizadas nove placas de cultura. Os pocos de
cada uma das placas foram examinados sob microscopio estereoscopio com a
finalidade de certificar a presenca dos quatro miracidios e a infeccdo dos

moluscos. Os moluscos foram mantidos nas placas de cultura por um periodo
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de 24 horas sob um foco de luz com lampada de 60 watts, a uma distancia de
50 cm. Apds esse periodo, moluscos de cada um dos grupos foram transferidos
para 15 cubas de plastico, cada uma com 20 individuos, de tamanho 25x 6x
10cm contendo agua desclorada, formando os grupos |, Il e lll. Os moluscos
foram mantidos em temperatura ambiente, semanalmente alimentados com
folhas de alface e a limpeza das cubas realizada.

O grupo controle foi formado por 100 individuos nao infectados. Estes
foram divididos em cinco cubas de plastico, no tamanho ja citado, cada uma
com 20 moluscos, mantidos nas mesmas condicoes.

Moluscos dos grupos |, Il e Il e grupo controle foram utilizados para
avaliar a producdo dos estadios evolutivos de F. hepatica, procedimento

descrito no item 5.5.

5.4.2. Cercarias

Para verificar a emergéncia das cercarias 50 dias apds a infecg¢ao, cinco
moluscos infectados com miracidios originados de ovos de F. hepatica de
bovinos; de bovinos apds a passagem em C. penicillata e de bovinos apds a
passagem em C. penicillata e M. unguiculatus foram submetidos a choque
térmico e luminoso. Os moluscos foram colocados isoladamente em placas de
Petri forradas com papel celofane, contendo 20ml de agua desclorada sob um
foco de luz com lampada de 60 Watts a uma distancia de 50cm por duas horas.

Durante este periodo, em intervalos de 30 minutos, as placas com moluscos



49

foram examinadas sob microscopio estereoscopio no aumento de 100X com o

objetivo de verificar a emergéncia espontanea de cercarias.

5.4.3. Metacercarias

As metacercarias foram obtidas a partir das cercarias que encistaram no
papel celofane ou no fundo das placas de Petri. Apds 24 horas de encistadas,
sob microscoépio estereoscépio no aumento de 100X estas foram contadas,
retiradas com o auxilio de um estilete, coletadas com pipeta capilar e
transferidas para tubos de ensaio de 5ml com agua desclorada e mantidas em
geladeira a 4°C para uso posterior.

Os moluscos que nao eliminaram cercarias logo apds serem submetidos
aos procedimentos do choque térmico e luminoso foram colocados em novas
cubas de plastico e apds 60 dias de infecgdo foram sacrificados. Estes foram
colocados em placas de Petri com agua desclorada e tiveram a concha
esmagada utilizando-se bastdo de vidro. Em seguida foram dissecados com o
auxilio de estiletes e as placas observadas sob microscopio estereoscopio no
aumento de 100X para pesquisa dos estadios evolutivos. Os estadios evolutivos
obtidos destes moluscos foram contados, retirados e transferidos para tubos de
ensaio de 5ml com agua desclorada. Estes foram armazenados em geladeira a

4°C para uso posterior.
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5.5. Estadios evolutivos de F. hepatica na infec¢cao experimental de L.

columella

A produgédo dos estadios evolutivos foi determinada pelo nimero médio

de formas obtidas por moluscos que formaram os grupos I, Il e lll, entre 60 a 74
dias apo6s a infeccdo dos 900 moluscos L. columella citados no item 5.4.; 1.

Infecgdo de moluscos.

5.6. Variabilidade morfolégica de ovos de F. hepatica

Para o estudo da variabilidade morfolégica foram obtidas as medidas de
comprimento e largura de 100 ovos de F. hepatica originados da infecgao
natural de bovinos; 100 ovos de F. hepatica apds passagem em C. penicillata e
100 ovos de F. hepatica ap6s passagem de C. penicillata em M. unguiculatus. A
analise morfométrica foi realizada utilizando-se microscépio 6ptico com ocular

micrométrica no aumento de 100X.

5.7. Alteracoes patoldgicas

Para observagdo das alteragbes patoldgicas macroscopicas e
microscopicas na infeccdo de M. unguiculatus por F. hepatica exposto a

diferentes cargas parasitarias, foram utilizados 190 animais de ambos os sexos,
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com idade entre 8 e 9 semanas e peso médio de 58g. Os animais foram
divididos aleatoriamente em quatro grupos, denominados da seguinte forma:
e Grupo G3Mc, com 60 animais infectados com trés metacercarias;
e Grupo G5Mc com 60 animais infectados com cinco metacercarias;
e Grupo G8Mc com 60 animais infectados com oito metacercarias;
e Grupo GSI com 10 animais nao infectados.

Os animais dos grupos G3Mc, G5Mc e G8Mc foram infectados
respectivamente com trés, cinco e oito metacercarias (Mc) provenientes de F.
hepatica de bovinos naturalmente infectados apds passagem em C. penicillata.
O grupo controle, GSI, foi utilizado como grupo controle. Os animais foram
inoculados via oral com 0,5 ml de solugdo salina. As metacercarias foram
diluidas em 0,5 ml de &agua desclorada e inoculadas individualmente na
cavidade oral utilizando-se pipeta volumétrica de acordo com a metodologia do

item 5.2.2..

5.7.1. Alteragdes macroscoépicas e microscopicas

As alteragdes macroscopicas dos 6rgaos internos (figado, intestino
delgado e pulmdes) foram observadas através de necropsias realizadas aos 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 dias apods infeccao. A cada intervalo de dez
dias foram sacrificados seis animais de cada um dos grupos, G3Mc, G5Mc e

G8Mc e um animal do grupo controle GSI. Os animais foram anestesiados por
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inalacdo ao éter sulfurico e em seguida sacrificados. Cada animal foi colocado
em uma caixa plastica de tampa transparente com um chumacgo de algodao
embebido com éter sulfurico. Antes que ocorresse a parada respiratoria o
animal foi retirado da caixa e realizada a sec¢ao da aorta toracica. Em seguida
0s animais foram necropsiados.

As observagdes macroscopicas foram analisadas seguindo os
parametros de Dawes (1963a, 1963b, 1963c) e Sinclair (1967).

Para observacdo das alteracbes microscopicas foram retirados
fragmentos dos érgaos que apresentaram alteragdes. Estes foram fixados em
solucdo de formol a 10%. Posteriormente foram feitas desidratagcdo em alcool e
diafanizacdo em xilol; os tecidos foram incluidos em parafina e realizados cortes
de cinco micrometros. Os cortes foram corados com Hematoxilina-Eosina,

Tricrobmico de Gomori e Azul da Prussia, para exame histopatologico.

5.7.2. Perfil hematologico

Antes do sacrificio e realizagao das necropsias, a cada intervalo de dez
dias apods a infeccao, foram feitas coletas de sangue do plexo retrorbital de
cada um dos animais dos grupos G3Mc, G5Mc, G8Mc e um animal do grupo
controle.

O hematdcrito foi determinado pelo método do micro hematdcrito, usando
tubos capilares sem anticoagulante, vedados com plasticina e centrifugados por

cinco minutos em ultracentrifuga para micro hematdcrito.



53

Para a contagem global de leucdcitos segundo a técnica descrita no livro
de Ferreira Neto et al. (1982), aliquotas de 0,02 ml de sangue foram diluidas
1:20 em solugdo de Turk, sendo feita contagens das células em camara de
Neubauer e contador manual. O numero de células foi multiplicado pelo fator de
corregao da camara e diluicdo da amostra, sendo expresso por mm?® de sangue.

Para as contagens diferenciais de leucécitos segundo a técnica descrita
por Ferreira Neto et al. (1982), foram realizados esfregagos sanguineos corados
pelo método de May-Grunwald-Giemsa. Foram contadas 200 células em cada
ldamina e o numero de cada tipo celular calculado a partir da percentagem

encontrada em relacdo ao numero total de células.

6. Analise estatistica

As analises dos resultados foram realizadas com a utilizacdo dos pacotes
estatisticos MINITAB, PRISMA e software R 2.2.1.

As contagens de ovos de Fasciola hepatica na infecgdo experimental dos
C. penicillata e M. unguiculatus foram interpretados através da Analise de
Regressao utilizando teste de autocorrelagédo e correlagdo, respectivamente.
Para estimar a probabilidade de ocorréncia de ovos de F. hepatica na infeccao
experimental dos M. unguiculatus foi utilizado o Modelo de Regressao Logistica.

Para avaliar o comportamento dos estadios evolutivos de rédias e
metacercarias e testar a interagcdo entre as variaveis, tipo de hospedeiro e

tempo de infecgao foi utilizado o Modelo de Poisson e software R 2.2.1.
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As medidas de comprimento e largura dos ovos de F. hepatica originados
da infeccao natural de bovinos e experimental dos C. penicillata e
M.unguiculatus foram analisadas utilizando-se andlise de variancia (ANOVA).

Os parametros hematologicos foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA), Bonferroni's Multiple Comparison Test, através do pacote estatistico

PRISMA.



7. RESULTADOS



56

7.1. Dinamica da eliminacao de ovos de F. hepatica na infec¢cao de C.

penicillata

Os primatas Callithrix penicillata mostraram-se suscetiveis a infecgao
pela cepa de Fasciola hepatica de bovinos.

A partir do trigésimo dia apds o periodo pré-patente, foram realizadas
contagens diarias do numero de ovos de F. hepatica por grama de fezes
eliminados na infeccdo experimental dos C. penicillata. Os periodos pré-
patentes foram de 42, 45 e 47 dias para os trés animais com uma média de
44,3 + 2,51 dias apds a infecgdo. As primeiras contagens do OPG foram em
média de trés ovos para cada um, dos animais. A FIGURA 1 mostra os valores
meédios das contagens do numero de ovos eliminados por um dos C. penicillata,
em intervalos de 30 dias apds o periodo pré-patente até 360 dias.

Trinta dias apos o periodo pré-patente observou-se um aumento
gradativo nos valores medios do umero de ovos eliminados até os 120 dias.

Nos intervalos seguintes até os 180 dias ocorreu uma diminuicdo no
valor médio do numero de ovos eliminados com diferenga significativa em
relagao aos intervalos anteriores e subsequentes.

Apos este periodo foi observado um novo aumento nas contagens de
ovos até os 270 dias que mantiveram valores semelhantes nos intervalos
subsequientes até o final do experimento aos 360 dias.

Os testes de correlagdo mostraram que as comparagdoes dos valores
médios do numero de ovos eliminados nos intervalos de 30, 60, 90, 120 e 150

dias apresentaram diferengas significativas entre si ( p < 0,05 ); enquanto entre
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os intervalos de 30 e 180, 60 e 150, 120 e 360, 150 e 240 e de 270 a 360 dias
nao ocorreram diferengas significativas nos valores médios do numero de ovos

eliminados ao longo do tempo ( p > 0,05).
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FIGURA 1- Valores médios das contagens de ovos por grama de fezes de Fasciola hepatica
oriunda de Callithrix penicillata.
* Outline
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7.2. Dindmica da eliminagcao de ovos de F. hepatica na infeccao de M.

unguiculatus

O encontro dos primeiros ovos de F. hepatica no “pool” das fezes dos
animais machos e no “pool” das fezes dos animais fémeas ocorreu aos 53 dias
apo6s a infecgdo. Foram contados dois ovos no “pool” das fezes dos animais
machos e um ovo no “pool” das fezes dos animais fémeas.

A positividade da infecgao foi observada em 46,6% dos animais, sendo
estes quatro machos e trés fémeas. Na TABELA 1 encontram-se os valores
médios das contagens do OPG dos animais positivos realizadas em intervalos
de 30 dias até 226 dias apos o periodo pré-patente. As comparagdes entre os
valores médios do numero de ovos eliminados pelos animais positivos
mostraram que os valores obtidos nos intervalos de 30 a 60 dias ap6s o periodo
pré-patente foram inferiores aos encontrados entre os intervalos de 60 a 180
dias e superiores apos os 180 dias.

A partir dos valores médios do numero de ovos observados foram
estimadas as probabilidades da ocorréncia de ovos de F. hepatica nas fezes
dos M. unguiculatus durante o tempo de estudo. Os testes de estimativas de
probabilidade mostraram que nao ocorreram diferencas estatisticamente
significativas entre os valores médios estimados e observados, p < 0,05.

A FIGURA 2 ilustra a relacdo entre estes valores indicando que a
probabilidade de ocorréncia de ovos de F. hepatica na infecgdo experimental de
cada um dos M. unguiculatus nos intervalos do tempo apresentam

comportamento semelhante aos resultados observados nas contagens
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realizadas. Ao longo do tempo os valores estimados para a probabilidade de
ocorréncia de ovos de F. hepatica obtidos na infecgdo experimental dos M.
unguiculatus nos intervalos entre 30 a 60 dias foram inferiores aos obtidos entre

os intervalos de 60 a 180 dias e superiores apés os 180 dias.
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TABELA 1- Valores médios das contagens do OPG dos Meriones unguiculatus positivos,

realizadas em intervalos de 30 dias até 226 dias apds o periodo pré-patente.

Intervalos Animais positivos e nimero de ovos eliminados nas fezes
apos o em cada um dos intervalos de observagéo Valor médio do
periodo OPG
pré-
patente G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7
///—\\\
30 4 1 3 3 2 3 2 / 26
/
| ‘,
/
60 0 3 3 3 1 0 2 \\\ 1,7 _~
90 5 3 5 6 5 5 7
120 5 4 6 2 2 3 4
150 3 4 4 2 5 3 2
180 5 4 6 3 4 4 4
210 1 2 0 0 0 0 0 & 04
226 0 1 0 1 o) 0 1 " 04 .0

G1 (Gerbil numero um) a G7 (Gerbil numero sete); Valores médios do numero de ovos eliminados
nas fezes dos animais positivos nos intervalos de 30 a 60 dias ( _ _ _ ); de 60 a 180 ( ) € apos

180 dias até 226 dias do periodo pré-patente ( ....... ).



62

B valor estimado ® Valor observado

0,351

0,30+ u u

0,25+ u u

0,20-

0,15-

Proporgao do numero de
ovos/arama de fezes

0,10-

0,05+

0,00+ i u u

1 1 1
30 60 90 120 150 180 210 226

Dias ap6s o periodo pré-patente

FIGURA 2 — Proporgao dos valores médios observados e estimados para a probabilidade de

ocorréncia de ovos de Fasciola hepatica oriunda de Meriones unguiculatus.
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7.3. Variabilidade morfolégica dos ovos de F. hepatica

Na TABELA 2 podem ser, observados os valores médios das medidas de
100 ovos de F. hepatica originados de bovinos naturalmente infectados; 100
ovos apoés a passagem em C. penicillata e 100 ovos apds a passagem em M.
unguiculatus.

Nas comparacodes entre as médias das medidas de comprimento de ovos
de F. hepatica oriunda dos trés hospedeiros foram observadas diferengas
significativas (p < 0,00001). No entanto, ndo foram observadas diferencas
significativas nas comparagdes entre as médias das medidas de largura dos
ovos de F. hepatica oriunda dos trés hospedeiros (p = 0,07).

Os ovos de F. hepatica oriundos de bovinos naturalmente infectados
apresentaram comprimento maior em relagdo aos ovos originados na infec¢ao
experimental de C. penicillata.

A comparagao entre o comprimento dos ovos de F. hepatica oriunda de
bovinos em relagcdo aos ovos de F. hepatica oriunda de M. unguiculatus
experimentalmente infectados mostrou que entre estes também ocorreram
diferencgas significativas. Ovos de F. hepatica oriunda de bovinos apresentaram
comprimento maior em relagcdo aos ovos de F. hepatica oriunda de M.
unguiculatus.

Ovos de F. hepatica eliminados na infeccdo experimental de C.
penicillata infectados experimentalmente também apresentaram comprimento

maior em relagc&o aos ovos de F. hepatica oriunda de M. unguiculatus.
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TABELA 2 — Medidas de comprimento e largura de ovos de Fasciola hepatica oriunda de

bovinos, de Callithrix penicillata € Meriones unguiculatus.

Tipo de Numero de  Numero de ovos Média em pym * desvio padrao
hospedeiro animais examinados
Largura Comprimento
Bovinos 5 100 73,131+ 0,0933 138,396 + 0,1464°
C. penicillata 3 100 71,649 £ 0,1007 133,655 + 0,0845°
M. unguiculatus 7 100 71,364 £ 0,1078 129,96 + 0,1512°

Médias com letras diferentes apresentaram diferengas estatisticamente significativas nas

comparacodes entre si.
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7.4. Producao de rédias e metacercarias de F. hepatica

Na FIGURA 3, e 4 encontram-se os valores medianos e o numero médio
de rédias e metacercarias obtidas nos intervalos de 60 a 74 dias apods a
infecgdo de L. columella por miracidios originados de ovos de F. hepatica
oriunda de bovinos antes e apds a passagem do parasito em C. penicillata.

As comparacdes entre os valores medianos encontrados para o numero
de rédias e metacercarias de cada um dos hospedeiros em todo o periodo do
estudo mostraram que entre estes existem diferencas estatisticamente
significativas, p < 0,05. A produgéo, tanto de rédias quanto de metacercarias de
F. hepatica oriunda de C. penicillata foi inferior em relagdo a produgao das
formas evolutivas de F. hepatica oriunda de bovinos, durante todo o periodo de
estudo (FIGURA 3).

Para verificar, se o comportamento das contagens de rédias e
metacercarias foram influenciados pelo tipo de hospedeiro definitivo e tempo de
infecgao foi utilizado o modelo de Poisson. Foi observado que, tanto para rédias
quanto para metacercarias de F. hepatica oriunda de bovinos e de C. penicillata
os valores encontrados apresentaram comportamento semelhante ao longo do
tempo (FIGURA 4).

O numero médio de metacercarias de F. hepatica oriunda de bovinos
apresentou picos na producdo aos 63 e 68 dias em relacdo ao numero médio
de metacercarias de F. hepatica oriunda de C. penicillata que apresentou picos
aos 64 e 66 dias apos a infeccdo. O numero médio de rédias de F. hepatica

oriunda de bovinos apresentou picos, aos 60 e 68 dias em relacdo ao numero
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meédio de rédias de F. hepatica oriunda de C. penicillata que apresentou picos
aos 66 e 70 dias ap6és a infecgédo (FIGURA 4).

Nao foram obtidos dados da producdo de formas evolutivas originadas
do parasito na infeccdo de M. unguiculatus devido ao baixo numero de ovos
eliminados nas fezes e ao fato de que quando incubados estes ndo formaram

miracidio.
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FIGURA 3- Valores medianos do numero de metacercarias e rédias de Fasciola
hepatica de bovinos naturalmente infectados (B) e apds a passagem em Callithrix
penicillata (A), durante todo o periodo de estudo.
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7.5. Alteragdoes patolégicas macroscopicas observadas em M.
unguiculatus infectados por diferentes nimeros de metacercarias de F.

hepatica

Na TABELA 3, 4 e 5 estao relacionadas as percentagens de animais que
apresentaram lesdes, os oOrgdos onde foram encontrados alteracdes
macroscopicas e o numero de parasitos e ovos recuperados no periodo do 10°
ao 100° DPI com intervalos de dez dias quando foram realizadas necropsias de
cada um dos animais dos grupos G3Mc, G5Mc e G8Mc.

No intestino delgado foram observados: edema da mucosa caracterizado
por coloracdo brilhante, aumento de volume e acumulo de liquido; nédulos
esbranquigcados com halo de hemorragia e pontos de hemorragia na serosa

As alteragdes do figado foram caracterizadas por: 6rgao apresentando
superficie irregular ou lisa; coloragdo amarelada ou avermelhada, bordas
abauladas; consisténcia friavel; presenga de nddulos em alguns casos de
coloragédo amarelo brancacentos ou vermelho enegrecidos, fluindo ao corte
liquido amarelo esverdeado ou vermelho escuro, de consisténcia firme ou
encapsulado; focos de necrose com coloragdo enegrecida, focos de fibrose e
pontos hemorragicos distribuidos difusamente pelo parénquima; dilatagao da
vesicula biliar as vezes fluindo liquido alaranjado formando grumos e capsula
enrijecida (FIGURA 5).

Nos pulmdes foram encontradas alteracbes caracterizadas por:
coloracao de vermelho escuro brilhante, consisténcia firme, superficie lisa e
uniforme ou irregular e areas hemorragia nas superficies ventral e dorsal.

No baco foram observadas: areas hemorragicas, bordas abauladas,
focos de fibrose, coloragcdo esbranquicada ou vermelho intenso e pontos
brancos distribuidos difusamente que se aprofundavam ao corte.

Os linfonodos mesentéricos, apresentaram aumento de volume,
consisténcia esponjosa ou firme, coloracdo vermelho escuro ou acinzentada e

liquido amarelado fluindo ao corte.



70

No diafragma de um animal infectado com 3Mc aos 80 DPI foram
observados pontos hemorragicos distribuidos difusamente.

Apenas o rim direito de um animal infectado com 8Mc aos 40 DPI
apresentou alteracbes. Foram observadas extensas areas de coloracdo em
vermelho escuro, consisténcia friavel e nodula¢des de coloragdo brancacentas
firmemente aderidas ao tecido. Ao corte fluindo liquido viscoso em discreta
quantidade com ovos de F. hepatica também encontrados aderidos a superficie
do 6rgado, observados em microscopio estereoscépio no aumento de 100X.
Foram recuperados doze ovos de F. hepatica (FIGURA 6).

No pancreas de um animal infectado com 5Mc aos 40 DPI foi observado
aumento de volume e presenga de pontos hemorragicos de consisténcia firme

localizados na parte medial, face dorsal do 6rgéo, medindo 2x2mm.

7.5.1. Recuperagao de parasitos

A necropsia foi recuperado no ducto biliar de um animal infectado com
5Mc aos 30 DPI um parasito medindo 11,20 X 5,95um.

Em outros dois animais infectados com 5Mc e 8Mc, aos 40 e 50 DPI, foi
recuperado um parasito no lavado da cavidade peritoneal de cada um dos
animais, medindo 13,68 X 5,60 e 15,93 X 6,85 uym, respectivamente. Em ambos
animais, também no lavado da cavidade peritoneal, foram recuperados ovos do
parasito, respectivamente 56 e 18 ovos contados em microscépio estereoscopio
aumento de 100X.

Dois animais do grupo G5Mc e um do grupo G3Mc, que seriam
sacrificados aos 40 dias apdés a infeccdo morreram aos 34, 35 e 36 dias
respectivamente.

Nos trés casos o figado apresentava superficie irregular; bordas
abauladas; pontos hemorragicos distribuidos difusamente pelo parénquima;
areas de necrose caracterizadas por tecido branco acinzentado ou coloragao
vermelho-enegrecida e consisténcia firme; fibrose caracterizada por substituicao

do tecido formando nddulos na superficie do 6rgéo e vesicula biliar repleta de
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bile formando precipitado. Em dois animais os pulmdes apresentavam
coloragao esbranquigada.

Nos animais que morreram aos 34 e 35 dias, infectados com 5Mc foi
recuperado um parasito no lavado da cavidade peritoneal de cada um dos
animais, medindo 11,45 X 5,25 e 11,60 X 5,20um, respectivamente. No animal
morto aos 36 dias nao foi encontrado parasito.

Em dois animais infectados com 8Mc aos 30 e 40 DPI foram recuperados
apenas ovos de F. hepatica no lavado da cavidade peritoneal, respectivamente,
12 e 16 ovos observados e contados em microscépio estereoscédpio no
aumento de 100X.

Aos 50 e 80 DPI em dois animais infectados com 3Mc foram recuperados
apenas ovos do parasito. Aos 50 dias foram recuperados 62 ovos no lavado da
cavidade peritoneal, observados e contados em microscopio estereoscopio
aumento de 100X. Aos 80 dias os ovos foram visualizados, em microscépio
estereoscépio no aumento de 100X, aglomerados na superficie e no interior dos
linfonodos mesentéricos, impossibilitando a contagem dos mesmos.

Aos 100 DPI em um animal infectado com 5Mc foi recuperado apenas

um ovo no lavado da cavidade peritoneal.



72

TABELA 3- Percentagem dos Meriones unguiculatus dos grupos G3Mc, G5Mc e G8Mc,

infectados experimentalmente com trés, cinco e oito metacercarias de Fasciola hepatica oriunda

de bovinos, respectivamente, apds a passagem em Callithrix penicillata, que apresentaram

lesbes no periodo do 10° ao 100° DPI com intervalos de dez dias, quando foram realizadas

necropsias.

DPI 10 20 30 34 35 36 40 50 60 70 80 90 100
Grupos

G3Mc * 222 1,8 * * * 16,2 16,2 1,8 11,2 * *
G5Mc * * 11,2 18 18 18 16,2 1,8 1,8 * * 11,2 1,8
G8M 1,8 11,2 11,2 * * * 1,2 16,2 1,8 * * * *

DPI (Dias apos a infecgao); * (Nada observado); G3Mc (Gerbil infectado com trés metacercarias); G5Mc

(Gerbil infectado com cinco metacercarias); G8Mc (Gerbil infectado com oito metacercérias); * (Nada

observado).
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TABELA 4- Orgdos que apresentaram alteragdes macroscépicas encontradas nos Meriones

unguiculatus dos grupos G3Mc, G5Mc e G8Mc, infectados experimentalmente com trés, cinco e

oito metacercarias de Fasciola hepatica oriunda de bovinos, respectivamente, apdés a

passagem em Callithrix penicillata, no periodo do 10° ao 100° DPI com intervalos de dez dias

quando foram realizadas necropsias.

DPI 10 20 30 34 35 36 40 50 60 70 80 90 100
Grupos

G3Mc * F-ID ID * * * F-ID F-ID F * F-ID * *

Pu-B Lm Pu Pu-B

Lm-D
G5Mc * * F-ID F F-ID F-Pu F-ID Pu F * * Pu F
Pu-B Pu Pu B Pu-B Lm ID

Pa
G8Mc F F-Pu F * * * F-ID F-1D F-ID * * * *
Lm B B Pu-R Pu

DPI (Dias apos a infeccéo); F (Figado); ID (Intestino delgado); B (Bago); Lm (Linfonodos mesentéricos);

Pu (Pulméo); Pa (Pancreas); D (Diafragma); R (Rim); G3Mc (Gerbil infectado com trés metacercarias);

G5Mc (Gerbil infectado com cinco metacercarias); G8Mc (Gerbil infectado com oito metacercarias); *

(Nada observado).
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TABELA 5- Numero de parasitos e ovos de Fasciola hepatica recuperados dos Meriones
unguiculatus infectados experimentalmente com trés, cinco e oito metacercarias de Fasciola
hepatica oriunda de bovinos, respectivamente, apos a passagem em C. penicillata, no periodo do

10° ao 100° DPI com intervalos de dez dias quando foram realizadas necropsias.

DPI 10 20 30 34 35 36 40 50 60 70 80 90 100

Grupos

G3Mc * * * * * * * 620vos * * Ovos® * *

G5Mc  * * 1PR 1PR 1PR * 1PR * * * * * 10vo
560vos

G8Mc * * 120vos * * * 160vos 1PR * * * * *

180vos

DPI (Dias apos a infecgdo); PR-(Nimero de Parasitos recuperados); * (Nada observado); Ovos “ (Ovos
nao contados); G3Mc (Gerbil infectado com trés metacercarias); G5Mc (Gerbil infectado com cinco
metacercarias); G8Mc (Gerbil infectado com oito metacercarias).
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FIGURA 6- Rim direito de um gerbil infectado com cinco metacercarias, aos 40
DPI, apresentando aumento de volume, superficie irregular, areas de
hemorragia e focos necrose (setas).
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7.6. Alteragoes patolégicas microscopicas observadas em M. unguiculatus
infectados por diferentes nimeros de metacercarias de F. hepatica

No figado de um gerbil infectado com 3Mc os 20 DPI foram visualizadas
no parénquima hepatico areas com hemorragias caracterizadas por espagos
formando tuneis preenchidos por hemacias integras (areas em tons
avermelhadas) e hemacias ja destruidas (areas em tons de vermelho-claro) e
por proteinas do parasito (areas em tons de rosa e acinzentadas). Margeando
estes espacos foi observado um discreto infiltrado inflamatério constituido de
polimorfonucleares caracterizando a ocorréncia de areas de necrose (Figura
7A). Foram observadas alteragbes em um espaco porta, caracterizadas por
dilatagdo do ducto biliar, dilataggo em um ramo da artéria hepatica e
rompimento da veia porta com hemorragia (Figura 7B).

Além da presenca de areas hemorragicas recentes, caracterizadas por
hemacias em tons avermelhados e tons em vermelho-claro, o exame
microscoépico do figado de um gerbil infectado com 3Mc aos 80 DPI apresentou
areas hemorragicas mais antigas e infiltrado inflamatério indicando a presenca
de areas de necrose no parénquima hepatico. As areas com hemorragias
antigas foram identificadas por espagos de coloragdo em castanho-escuro,
preenchidos por deposicdo de hemossiderina, pigmento derivado do
metabolismo de hemoglobina (Figura 8A e B).

A avaliagdo microscoépica do figado de um gerbil infectado com 5Mc aos

30 DPI mostrou ao redor de areas de hemorragia e deposigédo de proteinas do
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parasito uma reacdo inflamatdria caracterizada pela presenca de
polimorfonucleares e predominio de mononucleares (Figura 9A e B).

No bago de um gerbil infectado com 3Mc aos 20 DPI foram visualizados
varios espacgos vazios formando tuneis preenchidos por hemacias integras e
algumas ja destruidas (areas em vermelho mais escuro e vermelho mais claro)
caracterizando a presenga de diversas areas com hemorragia, infiltrado
inflamatorio e surgimento de varios focos de necrose. Foi observada destruicao
da capsula do parénquima, ocasionada pelo rompimento de um foliculo e areas
de necrose, com discreto infiltrado inflamatério ao redor. Foram observadas
areas de fibrose indicadas por deposicéo de fibrina no tecido (Figura 10A e B).

No parénquima pulmonar de um gerbil infectado com 5Mc aos 30 DPI
foram visualizadas areas com hemorragia antiga, também de coloragao
castanho-escuro, caracterizada pela deposicdo de hemossiderina no interior de
macrofagos.

No rim direito de um gerbil infectado com 5Mc aos 40 DPI foram
visualizados varios espacos formando tuneis preenchidos por secrecbes do
parasito e hemacias destruidas e integras originando o aparecimento de varios
focos hemorragicos e intensa reagdo inflamatéria formada por
polimorfonucleares e mononucleares. No parénquima do 6rgao foram
observados varios ovos de F. hepatica margeados por infiltrado inflamatorio
formado por polimorfonucleares e mononucleares (Figura 11A, B e C).

No diafragma de um gerbil infectado com 3Mc aos 80 DPI, foram

encontrados ovos de F. hepatica no tecido conjuntivo formando uma discreta
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reacao fibrética ao redor caracterizada pela presenca de escassos macrofagos
(Figura 12).

Nos linfonodos mesentéricos do mesmo animal foi observada uma
intensa reacdo macrofagocitaria de cunho hemorragico devido a intensa
desintegracdo de eritrocitos. A analise microscopica mostrou extensas areas
com deposicdo de hemossiderina, ocasionadas pelo metabolismo da
hemoglobina, visualizada através da reagdo do Azul da Prussia, dentro de
macréfagos fortemente corados em azul-escuro. Foram observados varios ovos

de F. hepatica aderidos ao tecido (Figura 13A e B).
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FIGURA 7A- Fotomicrografia do figado de um gerbil infectado com 3Mc, aos 20 DPI,
mostrando extensa area de hemorragia (asterisco) e discreto infiltrado inflamatério
com polimorfonucleares ao redor (seta). FIGURA 7B- Fotomicrografia do detalhe
anterior mostrando alteragbes no espago porta; dilatagdo do ducto biliar (seta em
flecha), dilatagdo em ramo da artéria hepatica (asterisco) e rompimento da veia porta

com hemorragia (seta de duas cabecas). HE. Escala 100um.
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FIGURA 8A- Fotomlcrograﬂa do figado de um gerbil infectado com 3Mc, aos 80
DPI, mostrando area de hemorragia antiga de coloragdo castanho-escuro, com
deposicao de hemossiderina (seta de duas cabegas). FIGURA 8B- Fotomicrografia
do detalhe anterior mostrando infiltrado inflamatério (seta) ao redor da area de

hemorragia antiga. HE. Escala 100um.
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FIGURA 9A- Fotomicrografia do figado de um gerbil infectado com 5Mc, aos 30
DPI, mostrando extensa area de hemorragia (asterisco) e area de deposigcéo de
proteinas do parasito (seta de pontas redondas). FIGURA 9B- Fotomicrografia do
detalhe anterior mostrando infiltrado inflamatério formado por polimorfonucleares e
predominio de mononucleares (setas) ao redor das areas de hemorragia
(asteriscos) e deposicado de proteinas do parasito (seta de pontas redondas). HE.
Escala 100um.
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FIGURA 10A- Fotomicrografia do bagco de um gerbil infectado com 3Mc, aos 20
DPI, mostrando o rompimento de um foliculo (seta); areas de hemorragia
(asteriscos) e de necrose (seta larga). FIGURA 10B- Fotomicrografia mostrando
extensa area de hemorragia (asterisco) e deposi¢ao de fibrina ao redor (seta larga

de uma cabega). HE. Escala 100pum.
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FIGURA 11A- Fotomicrografia do rim direito do gerbil infectado com 5Mc, aos
40DPI, mostrando quatro ovos de Fasciola hepatica com infiltrado inflamatério
constituido predominantemente por polimorfonucleares (setas) e areas de
hemorragia no parénquima (asteriscos). FIGURA 11B- Fotomicrografia do rim
direito mostrando intenso infilirado inflamatério com predominio de mononucleares,
no parénquima do 6rgao e ao redor de dois ovos de Fasciola hepatica (setas). HE.
Escala 30um.
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FIGURA 11C- Fotomicrografia do rim direito do gerbil infectado com 5Mc, aos 40 DPI,
mostrando um ovo de Fasciola hepatica com infiltrado inflamatério ao redor formado
por polimorfonucleares e areas de hemorragia no parénquima do 6rgao (asteriscos).

HE. Escala 30um.
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FIGURA 12- Fotomicrografia do diafragma de um gerbil infectado com 3Mc, aos 80
DPI, mostrando ovos de Fasciola hepatica aderidos ao tecido conjuntivo e escassos
macrofagos formando discreta reagao fibrética (seta). Tricrobmico de Gomory. Escala
100um.
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FIGURA 13A- Fotomicrografia dos linfonodos mesentéricos de um gerbil infectado
com 3Mc, aos 80 DPI, mostrando varios ovos de Fasciola hepatica aderidos ao
tecido. Escala 100um. FIGURA 13B- Fotomicrografia do detalhe anterior mostrando
um ovo de Fasciola hepatica. Azul da Prussia. Escala 30um.
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7.7.Perfil hematolégico na infeccdo de M. unguiculatus infectados por

diferentes numeros de metacercarias de F. hepatica

7.7.1 Hematocrito

Na FIGURA 14 encontram-se os valores médios do hematocrito dos
grupos de M. unguiculatus infectados experimentalmente com metacercarias de
F. hepatica.

O valor médio do hematdcrito dos animais do grupo GSI (Controle) foi de
45%, variando entre 43 a 49%. Os animais dos grupos G3Mc, G5Mc e G8Mc
apresentaram valores médios inferiores aos animais do grupo GSI em todos os
intervalos observados.

Ocorreram diferengas significativas, p < 0,05, entre os animais do grupo
GSI e dos grupos, G3Mc aos 10, 50, 60 e 70 dias; G5Mc aos 10 e 60 dias e
G8Mc aos 10 e 50 dias apds a infecgéo.

Nas interagdes entre os grupos de M. unguiculatus infectados os animais
do grupo G3Mc apresentaram valores médios inferiores aos dos grupos G5Mc
e G8Mc na maioria dos intervalos exceto aos 10 e 60 dias apds a infecgao.
Foram observadas diferencas significativas, p < 0,01, nestes intervalos e aos
40, 70, 80 e 90 dias ap6s a infeccdo em relagdo aos animais dos grupos G5Mc
e G8Mc.

Os valores médios do hematdcrito dos animais dos grupos G5Mc e

G8Mc mostraram-se semelhantes em quase todos os intervalos. Ocorreram
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diferencgas significativas entre os grupos, p < 0,05, aos 10 e 60 e 50 dias apos a

infeccdo, quando os valores médios dos animais do grupo G5Mc foram
respectivamente inferiores e superior aos valores médios dos animais do grupo

G8Mc.
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FIGURA 14 — Valores médios do hematdcrito dos Meriones unguiculatus grupo controle
(GSI) e infectados experimentalmente com trés metacercarias (G3Mc), cinco metacercarias

(G5Mc) e oito metacercarias (G8Mc) de Fasciola hepatica de bovinos.



&9

7.7.2. Contagem global de leucécitos

Os valores médios do numero de leucdcitos sanguineos dos animais
infectados e animais do grupo controle estao representados na FIGURA 15.

Os valores obtidos para os animais dos grupos G3Mc, G5Mc e G8Mc
foram superiores aos valores encontrados para o grupo GSI (Controle) na
maioria dos intervalos observados. Nao foram observadas diferencas
significativas, p > 0,05, entre os animais dos grupos GSI e G3Mc aos 30 e 40
dias; G5Mc aos 50 e 60 dias e G8Mc aos 90 dias apds a infecgao.

Os animais do grupo G3Mc apresentaram valores médios superiores aos
50, 60 e 70 dias apos a infecgdo em relagéo aos animais do grupo G5Mc e aos
80 e 90 dias em relagdo aos animais do grupo G8Mc. Nos outros intervalos os
valores médios dos animais do grupo G3Mc foram significativamente inferiores.
Ocorreram diferencgas significativas, p < 0,05, aos 10, 20, 30, 40, 80 e 90 dias
em relagédo aos animais do grupo G5Mc. Em relagdo aos animais do grupo
G8Mc foram observados valores significativamente inferiores na maioria dos
intervalos, p < 0,01.

Os animais do grupo G5Mc apresentaram valores superiores aos
animais dos grupos G3Mc e G8Mc com diferengas significativas, p < 0,05, aos
20, 30, 80 e 90 dias ap6s a infeccao.

Os animais do grupo G8Mc apresentaram valores médios

significativamente superiores aos 10, 40, 50, 60 e 70 dias apds a infecgao, com



90

picos aos 10 e 40 dias. Ocorreram diferengas significativas, p < 0,001, em

relagdo aos animais dos grupos G3Mc e G5Mc.

7.7.3. Contagem diferencial

7.7.3.1. Neutrofilos bastonetes

Durante o periodo experimental ndo foram encontrados células
neutrofilos bastonetes no sangue periférico dos animais do grupo GSI.

Nas interacbes entre os animais dos grupos G3Mc, G5Mc e G8Mc
ocorreram diferencas significativas, p < 0,001, aos 30, 40 e 50 dias apés a
infecgdo. Os animais dos grupos G5Mc e G8Mc apresentaram valores médios
significativamente superiores aos 30 e 50 dias apdés a infecgao,

respectivamente (FIGURA 16).

7.7.3.2. Neutréfilos segmentados

Os animais do grupo GSI apresentaram valores médios no numero de
neutrofilos segmentados significativamente inferiores em relagdo aos
encontrados para os animais dos grupos G3Mc, G5Mc e G8Mc. Foram
observadas diferencas significativas, p < 0,001, entre estes em todos os

intervalos experimentais (FIGURA 17).
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Os animais do grupo G3Mc apresentaram valores meédios, superiores
aos 50 e 70 dias em relagdo aos animais dos grupos G5Mc e G8Mc. Aos 70
dias foi observado um pico no numero médio de neutrofilos.

Nos animais do grupo G5Mc foram observados valores médios
superiores em relacao aos animais dos grupos G3Mc e G8Mc aos 20 e 90 dias
ocorrendo neste ultimo intervalo um pico no numero médio de neutrdfilos
segmentados.

Os animais do grupo G8Mc apresentaram valores médios, superiores em
relacdo aos dos grupos G3Mc e G5Mc aos 10, 30, 40, e 60 dias. Ocorreram
picos no numero médio de neutrdéfilos segmentados aos 10 e 40 dias apés a
infeccao.

Nas interagdes entre os animais dos grupos G3Mc, G5Mc e G8Mc foram
observadas diferengas significativas, p < 0,001, na maioria dos intervalos,
exceto aos 50 dias entre os dos grupos G5Mc e G8Mc e aos 80 dias entre os

dos grupos G3Mc e G8Mc.

7.7.3.3. Basofilos

Nao foram observadas células baséfilos no sangue periférico dos
animais dos grupos GSI e G3Mc durante o periodo experimental.
Os animais dos grupos G5Mc e G8Mc apresentaram células basodfilos

aos 10, 20 e 30 dias ap0ds a infecgédo. Os animais do grupo G8Mc apresentaram
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valores meédios, superiores aos do grupo G5Mc nos trés intervalos. No entanto,

nao ocorreram diferengas significativas, p > 0,05, entre estes (FIGURA 18).

7.7.3.4. Linfocitos

O valor médio do numero de linfécitos encontrados em cada um dos
grupos de animais infectados e grupo controle durante os intervalos de estudo
estao representados na FIGURA 19.

Os animais do grupo GSI n&do apresentaram diferengas significativas, p >
0,05, em relagdo aos animais dos grupos G5Mc aos 60 dias e G8Mc aos 10 e
80 dias ap6s a infeccédo . Em relagdo aos animais do grupo G3Mc foram
observadas diferengas significativas em cada um dos intervalos, p < 0,001.

Aos 50 dias apds a infecgdo os animais dos grupos G3Mc, G5Mc e
G8Mc apresentaram valores significativamente inferiores em relagdo aos
animais do grupo controle e nas interagdes entre si, p < 0,001.

Os animais do grupo G3Mc apresentaram aos 20 e 90 dias apos a
infeccdo numero médio de linfécitos significativamente maior em relagdo aos
encontrados para os dos grupos G5Mc e G8Mc, observando-se um pico, com
diferencgas significativas entre estes, p < 0,001.

Os animais do grupo G5Mc apresentaram valor médio superior aos 80
dias apos a infecgéo, observando-se um pico, com diferengas significativas em

relagdo aos animais dos outros dois grupos de animais infectados, p < 0,001.
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Os animais do grupo G8Mc apresentaram valores médios superiores em
relacdo aos dos grupos G3Mc e G5Mc aos 40, 50 e 70 dias apos a infecgéo,

ocorrendo diferengas significativas, p < 0,001.

7.7.3.5. Monécitos

Na FIGURA 20 estao representados os valores médios do numero de
células mondcitos dos animais dos grupos GSI e animais dos grupos G3Mc,
G5Mc e G8Mc. Os animais do grupo controle apresentaram valores médios
significativamente superiores aos 80 e 90 dias e inferiores aos 10 e 30 dias
apo6s a infecgdo, em relagdo aos animais dos grupos G3Mc, G5Mc e G8Mc.
Ocorrendo diferengas significativas entre estes, p < 0,001.

Os animais do grupo G3Mc apresentaram mondcitos no sangue
periférico nos intervalos de 10 a 60 dias apds a infecg¢ao, ocorrendo aos 10 dias
um pico com diferenga significativa, p < 0,05, em relagéo a GSI| e G8Mc.

Os animais do grupo G5Mc apresentaram picos no numero médio de
mondcitos aos 10 dias, ocorrendo diferengas significativas em relagdo aos
animais dos outros grupos, p < 0,001.

Os animais do grupo G8Mc apresentaram valores médios
significativamente superiores, p < 0,001, aos dos animais dos grupos G3Mc,

G5Mc e GSI, ocorrendo picos aos 20, 30 e 40 dias apds a infecgao.
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FIGURA 15 — Valores médios do numero de leucdcitos dos Meriones unguiculatus grupo
controle (GSI) e infectados experimentalmente com trés metacercarias (G3Mc), cinco

metacercarias (G5Mc) e oito metacercarias (G8Mc) de Fasciola hepatica de bovinos.
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FIGURA 16 — Valores médios do niumero de neutréfilos bastonetes dos Meriones unguiculatus
grupo controle (GSI) e infectados experimentalmente com trés metacercarias (G3Mc), cinco

metacercarias (G5Mc) e oito metacercarias (G8Mc) de Fasciola hepatica de bovinos.
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FIGURA 17 — Valores médios do numero de neutréfilos segmentados dos Meriones
unguiculatus grupo controle (GSI) e infectados experimentalmente com trés metacercarias
(G3Mc), cinco metacercarias (G5Mc) e oito metacercarias (G8Mc) de Fasciola hepatica de

bovinos.
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FIGURA 18 — Valores médios do numero de basodfilos dos Meriones unguiculatus grupo
controle (GSI) e infectados experimentalmente com trés metacercarias (G3Mc), cinco

metacercarias (G5Mc) e oito metacercarias (G8Mc) de Fasciola hepatica de bovinos.
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FIGURA 19 — Valores médios do numero de linfocitos dos Meriones unguiculatus grupo
controle (GSI) e infectados experimentalmente com trés metacercarias (G3Mc), cinco

metacercarias (G5Mc) e oito metacercarias (G8Mc) de Fasciola hepatica de bovinos.
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FIGURA 20 — Valores médios do numero de mondcitos dos Meriones unguiculatus grupo
controle (GSI) e infectados experimentalmente com trés metacercarias (G3Mc), cinco

metacercarias (G5Mc) e oito metacercarias (G8Mc) de Fasciola hepatica de bovinos.



8. DISCUSSAO
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8.1. Dindmica da eliminagao de ovos de F. hepatica na infecgao de C.

penicillata

O emprego de primatas ndo humanos em pesquisas biomédicas
desperta interesse principalmente na similaridade filogenética, bioquimica e
fisiolégica que estes animais apresentam com o homem. A criagédo e
manutengao de primatas da familia Callitrichidae em condigbes de laboratoério
apresenta entre outras vantagens facil manejo e baixo custo quando
comparado com outros primatas (Pereira & Melo, 1983; Melo & Pereira, 1985).

Na infeccao experimental dos trés C. penicillata os periodos pré-patentes
variaram entre 42 a 47 dias, com uma média de 44,3 + 2,51 dias apés a
infecgao, observando-se durante o periodo experimental uma eliminacdo de
ovos com meédias significativamente altas na maioria dos intervalos. A produgao
diaria de ovos por grama de fezes variou em média para um dos C. penicillata
no periodo de maior eliminacdo, 330 dias apods a infecgao, entre 1.089 a 4.356
ovos. Dados semelhantes em relacdo ao periodo pré-patente foram
encontrados por Coelho (2001), que infectou experimentalmente dois C.
penicillata com 30 Mc de F. hepatica e observou os primeiros ovos nas fezes
aos 42 dias apos a infeccdo. No entanto, apds determinar o periodo pré-
patente, o autor ndo acompanhou como o realizado neste trabalho a eliminacao
de ovos do parasito por um longo periodo.

De acordo com Boray (1969), o periodo pré-patente de F. hepatica varia

consideravelmente entre as diferentes espécies de hospedeiro, dependo da
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suscetibilidade, carga parasitaria e numero de parasitos no figado. Em
pequenos animais de laboratério o desenvolvimento do parasito aparentemente
ocorre mais rapido quando comparado ao desenvolvimento em ruminantes.

Os resultados encontrados, quando relacionados aos de Tomimura et al.
(1975), que infectaram experimentalmente primatas do género Macaca com
metacercarias de F. hepatica apontam para o fato de que em animais menores
e, sobretudo em primatas menores o desenvolvimento do parasito foi mais
rapido. A média do numero de ovos eliminados diariamente, observada aos 360
dias apds o periodo pré-patente mostra que os animais mantiveram a infecgao
por um longo periodo eliminando um numero significativo de ovos nas fezes
confirmando a suscetibilidade e a possibilidade da utilizagdo destes como
modelos experimentais adequados para manutencao do ciclo bioldgico de F.

hepatica em laboratdrio.

8.2. Dindmica da eliminacao de ovos de F. hepatica na infecgao de M.

unguiculatus

No experimento realizado utilizando M. unguiculatus como modelo
experimental para manutencdo em laboratério do ciclo biolégico de F. hepatica
0 encontro dos primeiros ovos nas fezes ocorreu aos 53 dias apos a infecgao.
Os periodos pré-patentes observados no “pool” dos animais machos e fémeas
€ nos animais positivos mostram-se semelhante aos relatos de Leon-Dancel

(1970), que relatou um periodo pré-patente de 51 dias para Rattus norvegicus.
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O encontro de ovos de F. hepatica nas fezes dos M. unguiculatus
infectados experimentalmente, apresentado neste trabalho mostra a
suscetibilidade destes roedores a infecgdo pelo Trematoda, caracteristica ja
relatada por Helfer & Knapp (1968) que avaliarem estes animais como modelos
experimentais para o estudo da patologia do parasito, embora estes nao
relatassem o encontro de ovos do parasito nas fezes.

Apesar de verificar a eliminacdo de ovos do parasito na infecgao
experimental de M. unguiculatus, até o momento ndo observado por outros
autores, o encontro de baixo numero de ovos eliminados nas fezes destes
animais, assim como também o nao desenvolvimento de miracidios, permite
concluir que os mesmos ndo sao animais adequados para a manutengao do

ciclo de F. hepatica em laboratério.

8.3. Variabilidade morfolégica dos ovos de F. hepatica

As analises morfométricas das medidas de comprimento de ovos de F.
hepatica realizadas neste trabalho mostraram a ocorréncia de diferencas
morfolégicas nos ovos de F. hepatica oriundos de bovinos antes e apds a
passagem do parasito em C. penicillata e M. unguiculatus infectados
experimentalmente, permitindo sugerir a influéncia do tipo de hospedeiro
vertebrado no qual o parasito se desenvolve.

Embora a avaliagdo morfométrica de ovos de F. hepatica oriunda de C.

penicillata e M. unguiculatus infectados experimentalmente ainda ndo tenham
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sido relatadas, diferengas morfoldgicas nos ovos do parasito, relacionadas ao
tipo de hospedeiro vertebrado ja foram descritas por outros autores (Costa et

al., 1987; Abrous et al., 1998; Valero et al., 1998)

8.4. Producgao de rédias e metacercarias de F. hepatica

Além das diferengas morfolégicas que os ovos de F. hepatica
apresentam em relacdo ao tipo de hospedeiro, o desenvolvimento embrionario
e a liberagao e viabilidade dos miracidios originados destes ovos também sao
caracteristicas da biologia do parasito que se encontram diretamente
relacionados ao tipo de hospedeiro no qual o parasito se desenvolve.

No experimento realizado os resultados encontrados demonstraram que
o numero médio de rédias e metacercarias originadas da infeccao de L.
columella por miracidios de ovos de F. hepatica oriunda de bovinos foi superior
ao numero das formas evolutivas originadas de ovos do parasito na infecgao
experimental dos C. penicillata. Os ovos eliminados pelos parasitos que
completaram seu desenvolvimento em bovinos foram mais eficientes na
infeccdo do hospedeiro intermediario, durante todo o periodo experimental,
permitindo sugerir a influéncia do tipo de hospedeiro definitivo no
desenvolvimento de F. hepatica no hospedeiro intermediario.

Esta influéncia foi discutida por Vignoles et al. (2004), que realizaram a
infeccdo experimental de Galba truncatula com miracidios originados de ovos

de F. hepatica de bovinos, ovinos, nutrias e coelhos. Os autores relataram que
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G. ftruncatula infectada por miracidios originados de ovos de F.hepatica de
bovinos desenvolveram numero de rédias e numero de cercarias duas vezes
maior que o0s moluscos infectados por miracideos de ovos do parasito
originados dos outros hospedeiros vertebrados.

Na infecgdo dos M. unguiculatus infectados por F. hepatica de bovinos
apo6s a passagem em C. penicillata, os ovos eliminados nas fezes e mantidos
nas mesmas condicdes que os obtidos na infeccdo dos outros dois hospedeiros
nao formaram miracidios. Baseado no fato de que o desenvolvimento
embrionario dos ovos ndo ocorreu, esses foram considerados inviaveis.

Provavelmente a passagem do parasito oriundo de bovinos em C.
penicillata e M. unguiculatus aliada as caracteristicas préprias do hospedeiro,
influenciaram no desenvolvimento do parasito originando ovos inviaveis. Boray
(1969) relatou que a infeccdo do hospedeiro intermediario, apés a quarta
passagem do parasito em coelhos, foi impossivel, pois 0s ovos resultantes
formaram miracidios inviaveis que nao eclodiram. Segundo Rondelaud &
Dreyfuss (1995), ovos eliminados por hospedeiros ndo comuns tém menor

habilidade em se desenvolver e originar miracidios.

8.5. Alteragoes patolégicas macroscopicas e microscopicas

A patologia de F. hepatica esta associada primariamente ao numero de

metacercarias ingeridas, a carga parasitaria resultante e as fases de migragéo
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dos vermes imaturos pelo parénquima hepatico e vermes adultos pelos ductos
biliares (Boray, 1969).

A migracdo do parasito por outros o6rgaos, além do figado, foi
confirmada em 20,5% dos Meriones unguiculatus infectados experimentalmente
com trés, cinco e oito metacercarias de F. hepatica através do encontro de ovos
ou de verme imaturo e adulto de F. hepatica e das analises microscoépicas do ,
pulmdes, bago, diafragma, linfonodos mesentéricos e rins.

Em todos estes 6rgaos ficou evidente a infecgao e passagem do parasito
devido as alteragbes causadas pelo traumatismo mecanico e a alimentagao
deste ocasionando o surgimento de areas hemorragicas, focos de necrose e
reacao inflamatéria.

No presente estudo as alteragbes macroscépicas encontradas no
intestino delgado foram condizentes com os relatos de Dawes (1963a), que
descreveu na infeccdo experimental de camundongos a presenga de pontos
hemorragicos na serosa.

As areas de hemorragias antigas encontradas nos pulmdes de um gerbil
infectado com cinco metacercarias aos 30 DPI, mostraram, como nos relatos de
Sinclair (1967), a passagem do parasito através das paredes do 6rgao.

Antes de atingirem o figado os vermes imaturos comumente atravessam
o diafragma e migram até os pulmdes (Sinclair, 1967). Os pontos hemorragicos
encontrados na parede do diafragma de um animal infectado com trés
metacercarias de F. hepatica aos 80 dias apds a infecgdo foram condizentes

com as observacdes de Sinclair (1967) e Thorpe (1965) que relataram a
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passagem de vermes imaturos através do diafragma para alcangarem os
pulmdes.

Dawes (1963a) demonstrou através da histologia a passagem e
alimentacao de vermes imaturos de F. hepatica em tecidos linféides e adiposos.
Neste trabalho as alteragcbes caracterizadas nos linfonodos mesentéricos do
animal infectado com trés metacercarias aos 80 dias que apresentou as
alteracdes citadas no diafragma demonstraram a presencga de ovos do parasito
no tecido e a ocorréncia de tecido adiposo, também repleto de ovos do
parasito, aderido aos linfonodos mesentéricos.

No bago de um animal infectado com trés metacercarias aos 20 dias
apo6s a infeccao as alteracbes encontradas, caracterizando os varios espacos
vazios, formagao de tuneis, destruigdo celular, hemorragia, surgimento de focos
de necrose e reacgao inflamatdria foram sugestivos, indicando lesdes em outros
orgaos linféides ocasionadas possivelmente devido a passagem e a
alimentagao de F. hepatica.

O exame macroscopico e microscopico do rim direito de um animal
infectado com 8Mc aos 40 dias apods a infeccdo mostrando a presencga de
hemorragia, intensa reacao inflamatdria e formagao de granuloma ao redor de
ovos de F. hepatica presentes no parénquima do 6rgao, revelou, por meio
deste trabalho, a passagem e alimentagcdo de um verme adulto de F. hepatica
dentro de um 6rgao ainda nao relatado na literatura.

A presenga de ovos de F. hepatica nos linfonodos mesentéricos,

diafragma e rim direito sugerem que tanto o verme imaturo quanto o verme
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adulto apds penetrar ou ndo no figado podem abandona-lo indo se alimentar
em outros orgaos.

A maioria das lesdes encontradas se concentraram no figado indicando
a “preferéncia” do parasito. Esta “preferéncia” foi demonstrada por Dawes
(1961) que observou através de fotomicrografias a presenga de restos e até
hepatdcitos inteiros no ceco de vermes imaturos indicando que a alimentacao
do parasito constitui-se preferencialmente de células hepaticas sendo o sangue
ingerido acidentalmente.

Os tuneis preenchidos por hemacias, secre¢cdes do parasito, debris
celulares e hepatocitos comprimidos, associados ao encontro de parasitos e
ovos de F. hepatica durante as necropsias, confirmam as lesbes causadas na
infecgdo pelo parasito durante a sua migragao e alimentagdo no parénquima
hepatico. O surgimento de areas hemorragicas, focos de necrose e infiltrado
inflamatorio ao redor destas areas foram condizentes com os relatos de Dawes
(1961, 1963a, b, c), Thorpe (1965), Sinclair (1967) que observaram alteragbes
macroscopicas e microscopicas semelhantes em camundongos, coelhos e
ovinos, respectivamente.

As alteracdes patoldgicas macroscoépicas foram similares as encontradas
por Thorpe (1965) e Helfer & Knapp (1968) que ao avaliaram a utilizagao de
ratos e gerbil (M. unguiculatus) como modelos experimentais para o estudo de
F. hepatica encontraram lesbes no figado caracterizadas por aumento de

volume, areas de hemorragia, necrose e fibrose do parénquima hepatico.
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8.6. Perfil hematolégico na infeccao de M. unguiculatus infectados por

diferentes numeros de metacercarias de F. hepatica

O valor médio do hematdcrito dos animais do grupo controle dos M.
unguiculatus correspondeu aos encontrados nos estudos realizados por Mays
(1969) e Dillon & Glomski (1975) que observaram médias de 47.5 e 49.25%
para os animais machos e 45.8 e 46.8% para as fémeas da mesma espécie.

Os valores significativamente inferiores do hematdcrito dos animais
infectados com trés metacercarias que ocorreram em relacdo aos animais dos
grupos controle e animais dos grupos infectados com cinco e oito
metacercarias na maioria dos intervalos observados, especialmente aos 70 dias
apo6s a infecgdo. Estes achados sugerem uma maior e progressiva perda de
eritrocitos nos animais infectados com menor carga parasitaria associadas
provavelmente a um maior volume de sangue ingerido por parasito.

Nos animais infectados com cinco e oito metacercarias aos 10 dias apds
a infecgédo, as quedas significativas que ocorreram no valor do hematdcrito
sugerem uma rapida perda de eritrécitos no inicio da infecgdo associada a uma
maior carga parasitaria e a um menor volume de sangue perdido por parasito
permitindo em seguida a reposigao destes pela medula éssea.

De acordo com Sinclair (1972), nas infecgdes com menor carga
parasitaria ocorre maior e progressiva perda de eritrocitos devido a um volume
maior de sangue ingerido por parasito. Nas infecgcdes com maior carga

parasitaria a rapida perda de eritrocitos logo apds a infeccdo seguida pela
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reposicao destes deve-se a um menor volume de sangue perdido por um maior
numero de parasitos, permitindo a reposicéao pela medula éssea.

No entanto, os resultados encontrados apos o intervalo de 30 dias,
especialmente aos 40, 50 e 70 dias nos animais infectados com trés
metacercarias, aos 60 dias nos animais infectados com cinco metacercarias e
aos 50 dias nos animais infectados com oito metacercarias, apresentando
quedas significativas no valor do hematdcrito nestes intervalos permitem sugerir
que nas infecgdes prolongadas ocorrem novas perdas de eritrécitos,
possivelmente associadas a deficiéncia da medula éssea em repor o volume de
células perdidas.

Os fatores que em conjunto conduzem a anemia progressiva que ocorre
na fasciolose sdo a hemorragia causada pela migracdo e alimentagédo do
parasito nos ductos biliares com exacerbada hiperplasia epitelial associadas
provavelmente a deficiéncia da medula 6ssea ou a reposicao tardia do volume
de sangue perdido (Sinclair, 1964, 1972). O que pode ter ocorrido neste
trabalho.

As contagens global de leucdcitos dos animais infectados com trés, cinco
e oito metacercarias de F. hepatica na maioria dos intervalos foi superior as dos
animais do grupo controle, sugerindo um aumento no numero de leucocitos em
resposta a infecgdo. Sinclair (1962), Poitou et al. (1993) e Martinez-Moreno et
al. (1997) observaram fato semelhante relatando um aumento progressivo no

numero de total de leucdcitos no sangue periférico de ratos e ovinos nas
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primeiras semanas apo0s a infec¢do, seguido por variagbes associadas ao
aumento do numero de neutrofilos.

Nas infeccbes por F. hepatica o hospedeiro vertebrado responde com
uma intensa reacgao inflamatoria celular. As areas hemorragicas, observadas
neste trabalho, deixados pelo parasito durante sua migracdo através do
parénquima hepatico, mostraram como nos achados de Dawes (1963b), a
presenca de células polimorfonucleares e mononucleares circundando estes
espacos.

No presente estudo o aumento verificado no numero de células do
sangue periférico dos M. unguiculatus infectados por F. hepatica foi
semelhantes aos resultados encontrados por Keegan & Trudgett (1992).

Os valores médios do numero de neutréfilos segmentados dos animais
dos grupos infectados foram significativamente superiores ao dos animais do
grupo controle sugerindo um mecanismo dinamico na participagao destas
células durante a infecgao. Nos animais infectados com oito metacercarias os
valores significativamente superiores observados no presente estudo, aos 10,
30, 40 e 60 dias, especialmente os picos encontrados aos 10 e 40 dias
sugerem o desenvolvimento de uma resposta inflamatdria celular acentuada
provocando aumento na produgao destas células em resposta provavelmente a
uma maior carga parasitaria e ocorréncia, possivelmente de maiores danos aos
tecidos.

Os picos encontrados aos 70 e 90 dias para os animais infectados,

respectivamente, com trés e cinco metacercarias, no presente estudo, sugerem
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uma resposta celular inespecifica e surgimento de uma reacdo inflamatoria
acentuada nos estagios mais prolongados da infecgdo possivelmente
associados a uma menor carga parasitaria.

A ocorréncia de neutrdfilos bastonetes apenas nos animais infectados e
aos 30, 40 e 50 dias apos a infecgcao implica provavelmente na progressao da
resposta com consequente migracao de neutréfilos segmentados para os
tecidos e uma rapida liberacdo de neutroéfilos bastonetes para a circulacédo. A
auséncia de neutrofilos bastonetes nos intervalos prolongados da infecgao
sugere uma menor demanda por neutréfilos segmentados indicando
provavelmente uma diminuicdo na resposta do hospedeiro.

Os valores médios do numero absoluto de linfécitos dos animais
infectados, encontrados neste trabalho, foram superiores aos dos animais do
grupo controle na maioria dos intervalos, demonstrando o envolvimento destes
na resposta do hospedeiro. Segundo Sinclair (1967), além do aumento
significativo de neutrdfilos, freqlientemente o aumento de linfécitos também
ocorre nas infecgoes por F. hepatica. Aos 50 dias apos a infeccdo os trés
grupos de animais infectados apresentaram uma significativa reducdo no
numero médio de linfécitos circulantes ocorrendo nos intervalos seguintes um
novo aumento sugerindo como nos achados de Sinclair (1972) e Poitou et al.
(1993) a ocorréncia de quedas no numero de linfécitos em resposta a um maior
numero de neutrofilos no sangue circulante, com continua produgao destes

pela medula éssea, sugerindo uma resposta celular inflamatodria inespecifica.
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Na infeccdo de ratos por F. hepatica a participacao de células basofilos e
monaocitos ocorrem apresentando aumentos significativos sete e duas semanas
apo6s a infeccao, respectivamente (Poitou et al.,1993). Os valores médios do
numero absoluto de mondcitos, observados neste trabalho, nos intervalos
iniciais da infecgdo explicam a participacdo destas células no processo
inflamatdrio, ocorrendo inicialmente um aumento devido a migracido destas
células para o local da inflamacdo em resposta as lesbes provocadas e a
substéancias liberadas pelo parasito.

A queda posterior nos valores médios de mondcitos e auséncia de
basoéfilos nos animais infectados com menor carga parasitaria, demonstrada no
presente estudo, nos intervalos finais da infecgdo sugerem uma menor e ou
diminuigao da resposta do hospedeiro. Nos animais infectados com maior carga
parasitaria os resultados mostrando a ocorréncia de células basdfilos e os
valores significativos encontrados para o numero de células mondcitos,
especialmente, nos animais infectados com oito metacercarias, demonstram
que estes resultados podem estar associados a uma maior carga parasitaria.

Nas infecgdes por F. hepatica o hospedeiro desencadeia uma resposta
imune humoral e celular e uma resposta inespecifica de células inflamatdrias.
Aparentemente a resposta celular € a mais relevante, no entanto, a natureza

dos mecanismos que envolvem esta resposta, ainda nao sao claramente

conhecidos (Haroun & Hillyer, 1986; Martinez-Moreno et al., 1997).



9. CONCLUSOES
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Os ovos de Fasciola hepatica eliminados na infeccado dos Callithrix
penicillata sdo viaveis, capazes de originar miracidios que infectam

Lymnaea columella ocorrendo formagédo de metacercarias.

Callithrix penicillata podem ser utilizados como animais de laboratoério

adequados para a manutengao do ciclo biolégico de Fasciola hepatica.

Os Meriones unguiculatus se infectam com Fasciola hepatica de bovinos

naturalmente infectados apds a passagem em Callithrix penicillata.

O periodo pré-patente de Fasciola hepatica na infeccao experimental

dos Meriones unguiculatus é de 53 dias apds a infecgéo.

Os ovos de Fasciola hepatica eliminados na infeccdo dos Meriones
unguiculatus sao inviaveis, tornando os mesmos nao adequados como

modelos de laboratério para a manutengao do ciclo bioldgico.

Ovos de Fasciola hepatica oriundos de bovinos naturalmente infectados
apresentaram, apdés a passagem em Callithrix penicillata e Meriones

unguiculatus, diferengas morfolégicas no comprimento.

O numero de estadios evolutivos originados de Fasciola hepatica de
bovinos foi superior ao numero das formas evolutivas originadas de

Fasciola hepatica de Callithrix penicillata.

Meriones unguiculatus infectados com diferentes cargas parasitarias de
Fasciola  hepatica  apresentam  alteracbes macroscopicas e

microscoépicas que se concentraram principalmente no figado.
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m  Meriones unguiculatus infectados com diferentes cargas parasitarias de
Fasciola hepatica apresentam uma resposta celular caracterizada

principalmente pelo aumento de neutrofilos, linfécitos e mondcitos.
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