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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIODIVERSIDADE E SAUDE

Jéssica de Assis Santos

A fascioliase tem sido considerada uma infeccdo de grande importancia para a
saude publica, além de causar impactos na economia, devido ao aumento do niumero de
casos. E considerada endémica no Peru e na Bolivia. No Brasil, a doenca é endémica
no estado do Rio Grande do Sul. Apesar de estudos morfologicos e morfométricos terem
sido realizados ao longo dos ultimos dez anos, ainda sédo poucas as informacdes
relacionadas a morfologia de Fasciola hepatica. Estudos realizados com espécimes de
diferentes regides geograficas demonstram que as caracteristicas morfométricas de
vermes adultos e ovos podem variar de acordo com a localidade de origem do
hospedeiro.

Neste estudo avaliamos se estas variacdes também ocorrem em espécimes obtidos
de bovinos provenientes de quatro diferentes areas geograficas, utilizando diferentes
técnicas de microscopia. Para isso, 0s vermes adultos foram submetidos a microscopia
de campo claro, microscopia de campo claro com interferéncia diferencial, microscopia
eletrbnica de varredura e microscopia confocal de varredura a laser. Os resultados
obtidos através dos estudos morfologicos, para cada localidade, demonstram diferencas
entre 0s espécimes estudados, principalmente quando o tegumento foi observado.

Para a morfometria, foram analisadas estruturas (comprimento total e largura total do
corpo, proporcédo do comprimento/largura totais, comprimento e largura do cone cefalico,
ventosa oral e ventosa ventral, distdncia entre ventosas) de espécimes adultos
provenientes de Cordeiro (RJ), Lavras (MG), Catamarca e Salta (Argentina). Quando
analisados o comprimento do corpo, largura do corpo, comprimento do cone, largura do
cone, distancia entre ventosa oral e ventosa ventral, as medidas apresentaram
diferencas entre as localidades e os resultados obtidos por outros autores. Os
espécimes do municipio de Lavras apresentaram as maiores medidas, diferente dos
espécimes da provincia de Salta, que apresentaram as menores medidas, quando
comparados com as outras localidades. Foi também medido o comprimento, a largura e
a area de 77 ovos. Os resultados diferiram daqueles descritos na literatura,
possivelmente pelo fato do presente trabalho ter realizado as analises em ovos uterinos,
diferente dos demais autores, que analisaram os ovos nas fezes.
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The fascioliasis infection has been considered of great importance to public health
and cause economic impacts due to the increased number of cases in recent years. It is
considered endemic in Peru and Bolivia. In Brazil, the disease is endemic in the state of
Rio Grande do Sul. Although morphological and morphometric studies have been
conducted over the past few years, little is known about the morphology of Fasciola
hepatica. Studies conducted with specimens from different regions show that the
morphometric characteristics of adult worms and eggs can vary according to location of
host origin.

We evaluated whether these changes also occur in specimens obtained from cattle
from four different geographical areas using different microscopy techniques. For this,
the adult worms were subjected to bright field microscopy, brightfield microscopy with
differential interference contrast, scanning electron microscopy and confocal laser
scanning microscopy. The results obtained from morphological studies, in each locality,
demonstrate differences between the studied specimens, especially when the tegument
was observed.

For morphometry, structures (total length and width oral total body length ratio / total
width, length and width of the cone head, sucker and ventral sucker, distance between
suckers) of adult specimens from Lamb (RJ) were analyzed, mines (MG), Catamarca
and Salta (Argentina). When analyzed body length, body width, length of the cone, cone
width, distance between oral sucker and ventral sucker measures showed differences
between localities and the results obtained by other authors. Specimens of Lavras had
the highest measures of different specimens from the province of Salta, which had the
lowest measures when compared to other locations. Also measured was the length,
width and area of 77 eggs. The results differ from those described in the literature,
possibly because of this work have performed the analyzes in uterine eggs, unlike other
authors, who analyzed the eggs in the feces.
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1. INTRODUCAO

O platelminto Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758) é encontrado no figado e nas vias
biliares de diversas espécies de animais domésticos e silvestres, e também do homem.
E responsavel por uma doenca que acomete frequentemente bovinos e ovinos, mas
também pode ser diagnosticada em caprinos, eqlinos, bubalinos (Pile et al., 2001),
suinos (Araujo et al., 1995), animais silvestres e no homem (Apt et al., 1993). A doenca
conhecida como fascioliase apresenta distribuicdo mundial e possui grande importancia
econdbmica na medicina veterinaria, devido a condenacao de figados e carcacas e perda
da qualidade do leite (Queiroz et al., 2002).

Apesar de ser uma zoonose de ampla distribuicdo geografica, o maior nimero de
casos relatados se encontra ha América Latina, sendo endémica na Bolivia e no Peru.
Porém, a doenca ndo € exclusiva de paises subdesenvolvidos, visto que ocorre nos
paises desenvolvidos e em desenvolvimento, sendo considerada um problema mundial
(Gulsen et al., 2006). Na Europa existem casos relatados na Franga, Portugal, Espanha
e Reino Unido (Esteban et al., 1998). Os relatos da doenca na Asia, na Africa e na
Oceania tém crescido ao longo dos anos (Kimura et al., 1984; Sakru et al., 2011).

No Brasil, h4 casos confirmados em animais e humanos nos Estados do Rio Grande
do Sul, Santa Catarina, Parana, Sao Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais (Gomes et
al., 2002). O Estado do Rio Grande do Sul é considerado endémico para a doenca
(Cunha et al., 2007).

F. hepatica possui um ciclo de vida heteroxénico. Os hospedeiros intermediarios sao
moluscos do género Lymnaea e os hospedeiros definitivos sdo principalmente ovinos,
bovinos e o homem (Cunha et al., 2007; Oliveira et al., 2007). Existem, também, casos
de F. hepatica encontrados em roedores, equinos, caprinos, suinos, coelhos e lebres,
estes atuando como reservatoérios (Silva Santos et al., 1992; Espinoza et al., 2010).

Estudos demonstram que as caracteristicas morfométricas de vermes adultos e ovos
de F. hepatica variam de acordo com a espécie do hospedeiro definitivo (Valero et al.,
2001; Mas-Coma, 2004). Alguns autores tém diferenciado as espécies do género
Fasciola com base nos padrdes de ramificacdo dos 6érgdos reprodutores e do intestino
(Periago et al., 2006). O estudo do tegumento também €& importante, pois ele € a
interface entre o parasito e 0 meio ambiente e € uma das principais rotas para a entrada
de compostos no parasito, além de desempenhar uma fungdo de protecdo contra o
ataque do sistema imunologico e a a¢do dos anti-helminticos (McConville et al., 2008).

A morfologia tem sido o critério mais usado para estudos sistematicos sobre o
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género Fasciola. A microscopia de campo claro é uma técnica muito eficiente de
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comparacao entre as espécies de Fasciola e subespécies de F. hepatica (Valero et al.,
2005; Periago et al., 2006). A microscopia confocal de varredura a laser e microscopia
eletrdnica estdo sendo utilizadas em estudos morfologicos acerca da fisiologia de
helmintos, complementando a microscopia de campo claro (Mair et al., 1998a; Toner et
al., 2008).



1.1. TAXONOMIA

Fasciola hepatica € um parasito que pertence ao Filo Platyhelminthes, Classe
Trematoda, Subclasse Digenea, Familia Fasciolidae, Género Fasciola (Marques, 2002).
Atualmente séo reconhecidas duas espécies que infectam animais e humanos: Fasciola
hepatica e Fasciola gigantica. Fasciola hepatica tem uma ampla distribuicéo,
principalmente em zonas temperadas, enquanto que Fasciola gigantica € encontrada
em regibes tropicais da Africa e da Asia (Valero et al., 2009). Porém, ocorre
sobreposicéo geografica das duas espécies em alguns paises da Africa e Asia (Periago
et al., 2008).

A diferenciacdo entre as duas espécies do género Fasciola pode ser feita com base
na morfologia dos vermes adultos (Periago et al.,, 2006) e por meio de técnicas de
biologia molecular (Marcilla et al., 2002). O DNA ribossomal € um dos marcadores mais
utilizados em estudos genéticos, pois € disponivel em alto nimero de copias e contém
regibes variaveis flanqueadas por regides conservadas (Chilton, 2004). Outros
marcadores moleculares frequentemente usados s&o as sequéncias de DNA
mitocondrial. Praticamente todos 0s organismos eucariotas contém um genoma
mitocondrial que evolui mais rapidamente do que o genoma nuclear, sendo apropriado
para discriminar organismos estreitamente relacionados, especialmente nos niveis
espécie e subespécie (Galtier et al., 2009; Li et al., 2008).

Espécimes oriundos de animais japoneses apresentaram sequéncias de DNA
ribossomal idénticas aos de F. hepatica e sequéncias de DNA mitocondrial idénticas ao
de F. gigantica, o que comprovou a existéncia de formas hibridas. Tal fendmeno tem
sido descrito apenas em areas endémicas da Asia. No entanto, formas intermediarias
tém sido descritas nas provincias de Gilan, Ird, onde a doenca é considerada um sério
problema de saude humana e animal (Periago et al., 2008).

Durante as Ultimas duas décadas, diferentes métodos sorolégicos tém sido usados
para o diagndstico do parasito tanto nos moluscos, quanto nos hospedeiros definitivos.
Os testes sorologicos para deteccdo de anticorpos € o método escolhido para o
imunodiagnostico de fascioliase. As principais vantagens sdo a facilidade na obtencéo
de reagentes e o fato de que as infeccdes podem ser detectadas precocemente. A
principal desvantagem da técnica é a auséncia de antigenos especificos disponiveis no
mercado (Esteban et al., 1998).



1.2. HISTORICO

O primeiro trabalho relacionando lesdes no figado de animais a Fasciola hepatica foi
realizado em 1739 por Jehan de Brie (Gomes et al.,, 2002) em ovinos, primeiramente
sendo conhecida como uma enfermidade de animais domésticos na Europa (Grove et
al., 1990). Sua primeira descricdo em bovinos aconteceu em meados do século XVII por
Francisco Redi. Foi o primeiro trematdédeo a ter o ciclo biolégico descrito, através dos
estudos de Leuckart e Thomas, que também citou Lymnaea truncatula como hospedeiro
intermediario (Hatschbach, 1995). Mais recentemente, a fascioliase foi adicionada a lista
das helmintoses de grande impacto no desenvolvimento humano (Mas-Coma et al.,
2005).

Bidloo encontrou parasitos dentro dos dutos biliares de ovelhas, veados e vitelos e
observou ovos dentro dos parasitos. Otto Miiller observou formas com cauda nadando
em pocas de agua e as denominou cercérias. Mehlis observou a saida do miracidio
através do opérculo dos ovos dos trematddeos, o que foi verificado para F. hepatica
anos depois por Creplin (Costa, 2010).

Serra-Freire, em 1999, descreve que a primeira citacdo da ocorréncia de F. hepatica
nas Américas foi realizada no Uruguai, por Walffugel, tendo Hydrochoerus hydrochaeris
(capivara) como hospedeiro vertebrado.

Na Argentina, a doenca ja era conhecida por ocorrer em bovinos, caprinos € no
homem. Porém, ndo se conhecia a existéncia de um hospedeiro intermediario do
parasito e acreditava-se que a infeccdo ocorria pela ingestdo da dgua com o verme. O
primeiro relato desta doenca em bovinos se deu no século XIX (Durand Savoyat et al.,
1867). Varios estudos epidemiolégicos foram publicados neste pais ao longo dos anos
(Roffo, 1913; Greenway, 1924; Bengolea et al., 1927; Bacigalupo et al., 1930; Mera y
Sierra, 2011). Dwinger et al., em 1982 publicaram um relato de caso de fascioliase
acometendo bovinos em algumas provincias do pais. Os autores utilizaram técnicas
coproldgicas para procura dos ovos do helminto em animais de abatedouros e analisou
a prevaléncia e gravidade da doenca na localidade. A partir dos dados, os autores
concluiram que a infecgédo é bem disseminada na regido, mas em niveis baixos.

No Brasil, o primeiro relato de Fasciola hepatica foi feito por Lutz em 1921, ap4s um
achado eventual em figado de bovinos no Estado do Rio de Janeiro. A partir deste
trabalho foram feitas varias observacfes pelo pais, em sua maioria relatando a
ocorréncia desta parasitose em animais de abatedouros (Ribeiro, 1949; Corréa, 1965;
Franca, 1969; Alves, 2010). Dados estatisticos fornecidos pelo Servico de Inspecéo
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Federal do Ministério da Agricultura no Brasil mostram que a ocorréncia de F. hepatica e
a condenacao de figados de bovinos abatidos vém aumentando gradativamente (Alves,
2010).

Ueno et al., em 1982 observaram a atuagcédo de Lymnaea viatrix e Lymnaea columella
como hospedeiros intermediarios de F. hepatica e a presenca de tais espécies no Rio
Grande do Sul. Os autores revelaram que L. viatrix € mais predominante do que L.
columella em regides com altas taxas de contaminacdo por Fasciola hepatica. Os
autores também registraram a condenacdo de um alto nimero de figados, revelando o
encontro de varias areas endémicas proximas a fronteira do sul do estado. No mesmo
estudo, L. viatrix foi caracterizado como um molusco encontrado em regifes alagadicas
e de agua parada e em canais de irrigacdo. Ja L. columella é conhecido por habitar
superficie inferior de plantas aquaticas.

Bennema et al., 2014 em estudo realizado sobre a distribuicdo de fascioliase no
Brasil relatou as espécies Pseudosuccinea columella, Galba viatrix, Galba cubensise
Galba truncatula como susceptiveis a infeccdo por F. hepatica no Brasil. Os autores
destacam, ainda, a importancia de trabalhos acerca da distribuicdo da doenca para a

criacdo de métodos de prevencado da doenca.



1.3. MORFOLOGIA

O parasito adulto mede cerca de 2 centimetros de comprimento por 1,5 centimetro
de largura. Possui o corpo achatado dorso-ventralmente e duas ventosas musculares,
uma oral e outra ventral (Baruch, 1999). As ventosas auxiliam na adesao do parasito
aos tecidos do hospedeiro. O poro genital se localiza entre as duas ventosas e € uma
abertura comum ao sistema genital masculino e feminino. O tegumento é coberto por
espinhos que auxiliam na fixacdo do parasito nos dutos biliares. Grupos de papilas
sensoriais encontram-se na superficie corporal do parasito, sendo mais numerosas na
regido anterior do corpo, em torno e ao lado das ventosas. O sistema nervoso central de
F. hepatica envolve um par de ganglios, que surgem a partir da faringe, logo abaixo da
ventosa oral. O sistema digestério é formado pela faringe, es6fago e cecos intestinais,
que terminam em fundo cego. O sistema excretor é composto por células-flama que
lancam os produtos de excrecdo para fora do corpo através de um poro situado na
porcao final do corpo (Paula, 2007). E hermafrodita, e os 6rgdos sexuais encontram-se

na zona central (Rey, 2002) (Figura 1).
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Figura 1: (A) Espécime adulto de Fasciola hepatica. Fonte: Servico de Referéncia
Nacional em Hidatidose/LHPV/IOC-Fiocruz). (B) Esquema da morfologia de Fasciola
hepatica. Adaptado de Dawes, B (1946)



Os ovos do parasito sdo constituidos por um Ovulo fertilizado, contendo células
vitelinicas, rodeado por um invélucro protéico (Hussein et al., 2010). Medem cerca de
150 um de comprimento e 100 um de largura, possuem forma eliptica, cor amarelada e
em uma de suas extremidades apresenta uma abertura que € fechada pelo opérculo,
por onde saem o0s miracidios (Baruch, 1999). Os ovos sao muito resistentes,

sobrevivendo por muitos meses no solo (Rey, 2002) (Figura 2).

Figura 2: Ovos de Fasciola hepatica. Fonte: Servico de Referéncia Nacional em
Hidatidose/LHPV/IOC-Fiocruz).



Os miracidios, primeiro estagio larvar do parasito, medem aproximadamente o
mesmo comprimento dos ovos, tem placa epidérmica ciliada e sdo mais largos na
porcdo anterior e afilados na posterior (Oliveira, 2008). Vivem por um curto periodo na
agua, entre a eclosao do ovo e a penetracdo no molusco (Rey, 2002). Os esporocistos
possuem forma de saco alongado, apresentando em seu interior aglomerados de
células germinativas em multiplicacéo (Oliveira, 2008).

As rédias possuem forma cilindrica e medem de 1-3 mm de comprimento (Oliveira,
2008). Apresentam um esboco do aparelho digestorio. Na regido anterior do corpo,
possui uma abertura por onde sairdo as cercarias que sao formadas a partir de células
germinativas em continua multiplicagédo no interior das rédias (Rey, 2002).

As cercarias tém aspecto de disco, medem de 250-350 um de comprimento com
uma cauda longa e nao bifurcada (Oliveira, 2008). Assim como a forma adulta de
Fasciola hepatica, possui ventosas oral e ventral, faringe, es6fago e intestino.
Lateralmente existem glandulas cistogénicas, envolvidas no processo de encistamento
(Rey, 2002).

A metacercaria € a forma evolutiva da cercaria, encistada, e tem tonalidade
amarelada (Andrews, 1999; Oliveira, 2008). Com a perda da cauda, formou uma

membrana de prote¢do em torno de si (Rey, 2002).



1.4. CICLO BIOLOGICO

Fasciola hepatica possui um ciclo de vida heteroxénico (Figura 3), isto é, necessita
de dois hospedeiros para completar seu ciclo (Mas-Coma et al., 2005). A possibilidade
de infecgdo ocorre quando estéo presentes, no mesmo ambiente, moluscos do género
Lymnaea, hospedeiro intermediario (Oliveira et al., 2005), e ovinos e bovinos,
hospedeiros definitivos infectados (Cunha et al., 2007; Oliveira et al., 2007). Existem,
também, casos de F. hepatica encontrados em roedores, equinos, caprinos, suinos,
coelhos e lebres (Silva Santos et al., 1992; Espinoza et al., 2010), estes atuando como
reservatorios.

O ciclo se inicia quando os ovos sdo eliminados nas fezes de animais infectados e
ao chegarem na agua, os miracidios eclodem, infectam o hospedeiro intermediario e se
desenvolverdo até a fase de cercérias. Se as condi¢des climaticas forem favoraveis, as
cercarias abandonam o molusco, migram para a superficie de plantas aquaticas e se
transformam em cistos denominados metacercarias (Alatoon et al., 2008).

O hospedeiro definitivo se infecta ao ingerir a agua ou alimentos contaminados pelas
metacercéarias. No duodeno, as larvas se libertam do envoltério, atravessam a parede
intestinal, migram pelo parénquima hepatico, chegando aos ductos biliares, onde
atingem a maturidade. O processo de maturacdo dura aproximadamente dois meses,
porém nem todas alcancam a maturidade ao mesmo tempo. O ciclo reinicia com a

oviposicao (Marques, 2002).



Agua

Figura 3: Ciclo biologico de Fasciola hepatica. (a) Fezes infectadas com ovos de
Fasciola hepatica; (b) Ovos embrionados na agua; (c) Miracidios penetrando molusco;
(d) Molusco infectado: D1, Esporocisto; D2, Rédia; D3, Cercéria; (e) Cercarias de vida
livre; (f) Metacercarias em planta aquatica; (g) Hospedeiros definitivos: G1, Forma

juvenil no duodeno G2, Verme adulto nas vias biliares. Fonte: Servico de Referéncia
Nacional em Hidatidose/LHPV/IOC-Fiocruz.
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1.5. RELACAO PARASITO-HOSPEDEIRO

1.5.1. Hospedeiro intermediario

Os moluscos limneideos medem aproximadamente 10 mm de comprimento e 6 mm
de largura, sdo hermafroditas e possuem ampla distribuicdo nas areas tropicais da
Ameérica, Asia, Europa, Africa e Oceania. Possuem grande importancia, pois atuam
como hospedeiros intermediarios de véarias espécies parasitas (Medeiros et al., 2014). E
relatado que individuos desta familia podem albergar estagios larvais de mais de 70
diferentes trematddeos (Dreyfuss et al., 2014).

Uma extensa gama de moluscos limneideos pode ser infectada por Fasciola
hepatica. No entanto, Galba truncatula é considerado o hospedeiro intermediario mais
eficiente na transmiassédo (Bargues et al., 2012). O parasito provoca varios efeitos
negativos no hospedeiro intermediario, incluindo diminuicdo de fecundidade, aumento
de mortalidade, destruicdo da glandula digestiva, mudancas metabdlicas e aumento da
sensibilidade ambiental (Graczyk & Fried, 1999). Essas alteragcdes podem ocasionar
uma grande pressdo seletiva nas populacdes de moluscos (Hurtrez-Boussés et al.,
2001).

Infeccdes experimentais tém mostrado que o parasito induz maior mortalidade nos
moluscos provenientes de populacdes de baixa prevaléncia do que naqueles
provenientes de populacdes de alta prevaléncia. I1sso indica a possibilidade de uma co-

adaptacao entre o hospedeiro e o parasito (Hurtrez-Bousses et al., 2001).
1.5.2. Hospedeiro definitivo

Fasciola hepatica possui um amplo espectro de hospedeiros definitivos: humanos,
animais de criacdo e selvagens. Os niveis de infecgéo variam entre locais e espécies
(Hurtrez-Bousses et al., 2001).

Entre as espécies de hospedeiros definitivos existe uma variagcdo na susceptibilidade
a infeccdo e na resposta imune contra o parasito. De acordo com estudos
experimentais, bovinos tém desenvolvido resisténcia imunoldgica contra F. hepatica,
enquanto caprinos tém pouca ou nenhuma resisténcia (Sinclair, 1962; Sandeman &
Howell, 1981). Alguns trabalhos sugerem que a variagdo na imunidade do hospedeiro

hY

pode resultar em pressbes seletivas que levam a especiacdo (Panaccio & Trudgett,
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1999; Hurtrez-Bousses et al., 2001). A morfologia de vermes adultos e ovos varia entre
os diferentes hospedeiros definitivos (Stunkard, 1957; Abrous et al., 1998).

Estudos realizando infec¢éo experimental de moluscos demonstraram que miracidios
do parasito obtidos de diferentes espécies de hospedeiros definitivos diferem
significativamente em sua morfologia. Um maior conhecimento da relagdo entre F.
hepatica e seus hospedeiros é fundamental para a elaboracdo de programas de controle

eficazes (Rondelaud & Dreyfuss, 1995; Hurtrez-Bousses et al., 2001).
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1.6. PATOGENESE DA FASCIOLIASE ANIMAL

A patogenia e sintomatologia provocadas por Fasciola hepatica variam de acordo
com a carga parasitaria, fase de desenvolvimento do parasito, tipo e idade do
hospedeiro (Mendes, 2006).

A fascioliase pode ser classificada como aguda, subaguda ou crbnica. A forma
aguda da doenca raramente € observada em bovinos (Radostists et al., 2000),
acometendo principalmente ovinos (Urquhart et al., 1996).

Na fase aguda o figado pode se apresentar dilatado. Ao corte, o parénquima
hepatico apresenta focos hemorragicos difusos e presenca de formas juvenis de
Fasciola hepatica. A migracao das formas juvenis pelo tecido hepético produz trajetos
hemorragicos formados por tecido necrosado. Tais trajetos s&o Vvisiveis
macroscopicamente devido a cor avermelhada que acomete o tecido em questao,
porém com o passar do tempo se tornam mais palidos do que o parénquima ao redor.
Pode ocorrer morte do animal como resultado da necrose hepatica disseminada,
causada pela migracdo de grande quantidade de formas imaturas do parasito, em caso
de infecgdes macicas (El-Kouba, 2005) (Figura 4 A e B).

Na fase subaguda, metacercarias sdo ingeridas gradativamente. Enquanto algumas
ja atingiram os ductos biliares outras ainda estdo migrando, provocando lesbes de
menor gravidade do que nas infeccbes macicas (Urquhart et al., 1996).

A fascioliase cronica € a forma mais comum da doenca. Durante esta fase, o figado
se apresenta palido, com o lobo ventral de tamanho reduzido. Animais com fascioliase
cronica freqlentemente apresentam mau estado nutricional. Geralmente as
caracteristicas sao infertilidade, anemia, perda de peso, queda na producao de leite e

condenacéo do figado no abate (Oakley et al., 1979).
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Figura 4: Espécimes de Fasciola hepatica coletados de figado de bovino em
abatedouro do municipio de Cordeiro/ RJ- Brasil. Fonte: Servico de Referéncia Nacional
em Hidatidose/LHPV/ IOC/ Fiocruz.
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1.7. DIAGNOSTICO

O diagnodstico da fascioliase em bovinos pode ser complexo, mesmo com a
apresentacdo de sinais clinicos. Geralmente este diagndstico € feito a partir da
observacdo dos sintomas e outros fatores, como: ocorréncia sazonal, clima da regiao,
histérias prévias de fascioliase na propriedade, ou identificacdo de habitats de moluscos
(Alves, 2010). E necessario o exame de todos os animais do rebanho, pois alguns n&o
apresentam sintomas, porém podem estar infectados (Borchert, 1981).

Sao varias as técnicas coproparasitolégicas para a deteccdo de ovos de Fasciola
hepatica, porém, estas possuem baixa sensibilidade, dificultando o diagndstico da
parasitose. A auséncia de formas adultas no figado do hospedeiro dificulta a existéncia
de ovos nas fezes (Bernardo et al., 2011).

A técnica de quatro tamises metalicos (Girdo & Ueno, 1994) é a mais utilizada para o
encontro de ovos de F. hepatica. Diversos autores a utilizaram para a deteccdo da
doenca em bovinos, ovinos, caprinos e bubalinos (Serra Freire & Nuernberg, 1992; Pile
et al., 2000; Gomes et al., 2002). No entanto, durante um estudo realizado em 2008,
comparando a sensibilidade das técnicas dos quatro tamises (Girdo & Ueno, 1994) com
sedimentacao fecal (Foreyt, 2005) para deteccdo de ovos de F. hepatica, constatou-se
que esta ultima foi mais sensivel, simples e de menor custo (Martins et al., 2008).

Ainda que a presenca do parasito seja confirmada pela presenca dos ovos nas
fezes, novas técnicas de deteccao de antigenos vém sendo utilizadas para diagnosticar
a parasitose, principalmente em seu estagio inicial. No entanto, estas técnicas nao
substituem o diagndstico por exame direto (Kleiman et al., 2005).

Alguns exames sorologicos para a deteccdo de anticorpos contra antigenos do
trematédeo também tém sido utilizados, como por exemplo, o teste de ELISA (Urquhart
et al., 1996).
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1.8. TRATAMENTO

O tratamento mais eficaz e com menos efeitos colaterais € obtido com o anti-
helmintico Triclabendazole (Baruch, 1999; Rey, 2002). Tal medicamento atua tanto nas
formas juvenis quanto nas formas adultas (Boray et al., 1983). Porém, diversos
trabalhos relatam resisténcia do parasito a anti-helminticos (Meaney et al., 2006; Toner
et al., 2008).

O primeiro caso de resisténcia a Triclabendazole ocorreu na Austrélia (Overend &
Bowen, 1995), mas existem relatos em paises da Europa, como: Irlanda (Anon, 1995),
Escadcia (Mitchell et al., 1998), Holanda (Moll et al., 2000), Pais de Gales (Thomas et al.,
2000) e Espanha (Alvarez-Sanchez et al., 2006).

A utilizacdo de anti-helminticos deve ser feita com cautela, caso contrario, nossa
capacidade de tratar esta parasitose com éxito serd perdida (Mc Conville et al., 2008).
Por isso, nos ultimos anos, tém-se utilizado de estratégias que envolvam combinacéo de
dois ou mais farmacos como forma de tratamento em animais de criacdo. Tal medida é
considerada o melhor caminho para impedir a resisténcia do parasito a anti-helminticos
(Meaney et al., 2006).
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2. JUSTIFICATIVA

Estudos demonstram que as caracteristicas morfométricas de vermes adultos e ovos
de F. hepatica variam de acordo com a espécie do hospedeiro definitivo (Valero et al.,
2001; Mas-Coma, 2004).

A morfologia tem sido o critério mais usado para estudos sistematicos sobre o
género Fasciola. A microscopia de campo claro, aliada a técnicas de morfometria € uma
técnica muito eficiente de comparacéo entre as espécies de Fasciola e subespécies de
F. hepatica (Valero et al., 2005; Periago et al., 2006). Embora a morfologia seja um
critério valido de evidenciacdo do polimorfismo, ainda sdo poucos o0s estudos
relacionados com F. hepatica.

A microscopia de varredura a laser confocal € uma técnica muito Util para a
observacdo de estruturas internas e externas de Fasciola hepatica (Mair et al., 1998a;
Mair et al., 1998b). Entretanto, na literatura existem poucos trabalhos que discutam a
validade desta microscopia para a observacdo deste helminto, o que reforca a
necessidade de pesquisas usando esta técnica. Embora haja relatos sobre o uso da
técnica de contraste de interferéncia diferencial (DIC) com trematédeos (Muniz-Pereira
et al., 2004), nenhum relata a utilizacdo de tais técnicas para pesquisas em F. hepatica.

O estudo do tegumento, com a microscopia eletrénica de varredura também é
importante, pois ele é a interface entre o parasito e 0 meio ambiente e € a rota principal
para a entrada de compostos no parasito, além de desempenhar protecdo contra o
ataque do sistema imunoldgico e a acao dos anti-helminticos (McConville et al., 2008).

Com este trabalho, esperamos auxiliar na descricdo das alteraces morfologicas e
morfométricas que ocorrem em ovos e vermes adultos de F. hepatica obtidos de bovinos
naturalmente infectados em relacao a diferentes areas geograficas (Cordeiro - Rio de
Janeiro, Brasil; Lavras - Minas Gerais, Brasil; Catamarca e Salta, Argentina) e avaliar as

diferentes técnicas de microscopia empregadas neste estudo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar a morfologia e morfometria de ovos e vermes adultos de F. hepatica
provenientes de bovinos de diferentes areas geograficas (Cordeiro — RJ, Brasil; Lavras —
MG, Brasil; Catamarca e Salta, Argentina).

3.2 Objetivos Especificos

e Realizar estudos morfolégicos de espécimes provenientes de bovinos de
diferentes areas geogréficas: Cordeiro - Rio de Janeiro, Lavras — Minas Gerais e
provincias de Catamarca e Salta — Argentina, utilizando microscopia de campo claro,
com contraste de interferéncia diferencial e microscopia confocal de varredura a laser;

e Realizar estudos da topografia da superficie de espécimes provenientes de
bovinos de diferentes areas geograficas: Cordeiro — Rio de Janeiro, Lavras — Minas
Gerais e provincias de Catamarca e Salta — Argentina utilizando a microscopia
eletronica de varredura;

e Realizar estudos morfométricos de espécimes provenientes de bovinos de
diferentes areas geograficas: Cordeiro — Rio de Janeiro, Lavras — Minas Gerais e

provincias de Catamarca e Salta — Argentina.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Areas de estudo

O municipio de Cordeiro pertence a regido serrana do Estado do Rio de Janeiro.
Possui uma populacéo estimada de 20.965 habitantes. A cidade possui a criacdo de
bovinos como uma das principais atividades econémicas. O municipio se localiza a uma
latitude de 22°01'43” e a uma longitude de 42°21°39”. O clima de Cordeiro € do tipo
tropical de altitude, dominante nas regides serranas brasileiras. (IBGE, 2010).

O municipio de Lavras pertence a regido do campo das vertentes, no sul do estado
de Minas Gerais e possui populagdo de aproximadamente 92.200 habitantes. Seu clima
€ classificado como tropical de altitude. A producdo agropecuaria se destaca pelas
plantacdes de café e criagcdo de gado. Localiza-se a uma latitude de 21°14’ e a uma
longitude de 45°00’ (IBGE, 2010).

A provincia de Salta localiza-se a 1.616 km da cidade de Buenos Aires. Seu clima se
define como subtropical serrano com estacdo seca (www.turismo.salta.gov.ar/home).
Possui latitude de 24°51’S e longitude de 65°29'W (www.salta.climatemps.com/).

A provincia de Catamarca se situa no Noroeste da Argentina. O clima é
caracterizado como temperado-continental. Sua populacdo € de cerca de 332.390
habitantes. Sua latitude €é de 25°12’S e sua longitude €& de 69°03'W
(www.catamarca.gov.ar).

Todas as amostras deste estudo consistem em espécimes adultos coletados de
bovinos em abatedouros naturalmente infectados, provenientes dos municipios de
Cordeiro (Rio de Janeiro) e Lavras (Minas Gerais), no Brasil e das provincias de Salta e
Catamarca, na Argentina. Em Cordeiro, os espécimes foram coletados pelo proprio
grupo. Os espécimes oriundos de Lavras foram cedidos pela Universidade Federal de
Lavras. As amostras provenientes das provincias de Salta e Catamarca foram cedidas

pelo Instituto Nacional de Enfermidades Infecciosas da Argentina.
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Figura 5: Mapa da América do Sul evidenciando as areas de procedéncia do material
estudado (llustracdo: Heloisa Diniz — Servico de Producédo e Tratamento de Imagem —
IOC - Fiocruz).

20



4.2. Preparo das amostras

Para a microscopia de campo claro, a microscopia com contraste de interferéncia
diferencial (DIC) e a microscopia de varredura a laser confocal (MVLC), foi utilizado um
total de 84 espécimes.

Os espécimes adultos foram fixados, prensados entre placas de vidro, para facilitar a
visualizacdo das estruturas, e corados com Carmim Alcodlico de Langeron (1949). Logo
apos, foi realizada a desidratacdo destas amostras em uma série ascendente de etandis
e a clarificacéo foi feita com uma solucéo de Salicilato de Metila e Balsamo do Canada,
na proporgédo 1:1. O material foi montado entre laminas e estas foram preenchidas com
Balsamo do Canadéa (Figura 6). A metodologia foi baseada no protocolo proposto por
Valero et al. (2005).

Para a microscopia eletrénica de varredura os espécimes foram fixados em AFA
(Acido Acético, Formol, Alcool), desidratados em uma série ascendente de alcobis,
secados com carbono, montados no suporte de aluminio e cobertos por metal de ouro.

Esta técnica foi adaptada da proposta apresentada por Keiser & Morson (2008).
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Figura 6: Espécimes de Fasciola hepatica corados com carmim alcodlico de
Langeron. Fonte: Servico de Referéncia Nacional em Hidatidose. (A) Espécime
proveniente de Catamarca - Argentina. (B) Espécime proveniente de Cordeiro - RJ. (C)
Espécime proveniente de Lavras - MG. (D) Espécime proveniente de Salta — Argentina.

4.3. Analise Morfométrica e Morfolbgica

Para a analise morfométrica, as amostras foram analisadas em um microscopio de
campo claro da Nikon. As imagens foram obtidas em camera digital e processadas em
um analisador digital de imagens equipado com o software Elements AR. As
caracteristicas biométricas medidas no verme adulto foram selecionadas de acordo
com Valero et al. (2005). Foram medidos os seguintes caracteres: comprimento do
corpo (CT), largura do corpo (LT), razédo entre comprimento e largura do corpo (CT/LT),
comprimento do cone (CC), largura do cone (LC), ventosa oral (VO), ventosa ventral
(VV) e distancia entre ventosa oral e ventosa ventral (VO-VV) (Figura 7). O estudo
morfométrico dos ovos foi realizado em diferentes regides do utero e incluiu:

comprimento (CO), largura (LO) e area (A) (Figura 8).
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Para a analise morfologica, fotomicrografias foram obtidas do microscopio de campo
claro (Olympus BX51) utilizando o DIC. Para os estudos de microscopia de varredura a
laser confocal (MVLC), os espécimes foram observados em um microscopio Nikon C2Si,
pertencente ao Programa de Pds-Graduacdo em Biologia Humana e Experimental da
Universidade Estadual do Rio de Janeiro. Para a microscopia eletrénica de varredura, 0s
espécimes foram estudados em um microscopio Quanta 250, pertencente a plataforma
de microscopia do CENABIO (UFRJ).

CT: Comprimento Total

LT: Largura Total

CC: Comprimento do Cone
LC: Largura do Cone

VO: Ventosa Oral

VV: Ventosa Ventral

C1

VO-VV: Distancia entre Ventosa

Oral e Ventosa Ventral

LT

Figura 7: Desenho esquemético dos caracteres utlizados na morfometria de
espécimes adultos de Fasciola hepatica, de acordo com Valero et al. (2005).

LO: Largura do Ovo

CO: Comprimento do Ovo

Figura 8: Desenho esquemaético dos caracteres utilizados na morfometria de ovos de
Fasciola hepatica, de acordo com Valero et al. (2005).
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4. 4. Andalise estatistica

Foi realizada pelo software GraphPad instat. A definicdo do tamanho da amostra
foi feita pelo Normality Test KS (Kolmogorov — Smirnof Normality Test). Os dados foram
submetidos a andlise de variancia — Anova, utilizando o pos-teste de Tukey,

considerando os valores de p<0,05 como de significancia estatistica (Vieira, 1991).
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5. RESULTADOS

5.1 Morfologia

5.1.1. Microscopia de campo claro

Com a microscopia de campo claro, foram analisados 84 espécimes. Todos 0s
espécimes de todas as localidades possuiam o corpo folihceo, achatado dorso-
ventralmente, com o cone cefalico bem evidente localizado na porgcéo anterior do corpo
do parasito.

A ventosa oral, arredondada, esta localizada no apice do cone, seguida por faringe e
es6fago musculosos. O esodfago bifurca-se em dois cecos intestinais bastante
ramificados, dos quais surgiam ramificacbes secundarias. Os cecos intestinais se
estendiam até a porcao final do corpo do parasito.

A ventosa ventral estava localizada na regido mediana do corpo, proxima ao
aparelho reprodutivo e seu tamanho era maior do que a ventosa oral.

O sistema reprodutor masculino apresentava testiculos ramificados, localizados um
adiante do outro, ndo atingindo a regido final nem as margens laterais do corpo, tendo
as glandulas vitelinicas como. O cirro, bem constituido, foi observado préximo a ventosa
ventral. O sistema reprodutor feminino € constituido de ovario ramificado, oviduto e utero
repleto de ovos. As glandulas vitelinicas estavam posicionadas na lateral do corpo e
altamente ramificadas, estendendo-se desde a regido da ventosa ventral até a
extremidade posterior do corpo. A glandula de Mehlis, localizada proximo ao ovario, ha
regido mediana do corpo, estava bem evidenciada.

Os espécimes provenientes de Cordeiro/RJ — Brasil (Figura 9), Catamarca (Figura
10) e Salta (Figura 11) — Argentina apresentavam tegumento coberto por espinhos.
Estes espinhos estavam direcionados no sentido posterior do corpo. Nos espécimes
oriundos de Lavras/MG — Brasil (Figura 12), ndo foi possivel a visualizagdo dos espinhos
no tegumento.

Os ovos, presentes em grande quantidade no interior do Utero dos espécimes,

apresentavam formato oval.
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Figura 9: Estruturas morfolégicas de Fasciola hepatica proveniente de bovinos do
municipio de Cordeiro - RJ visualizada na microscopia de campo claro. (A) Cone
cefalico. VO, ventosa oral; I, cecos intestinais; F, faringe; VV, ventosa ventral; espinhos
(setas). Aumento 4x. (B) Utero repleto de ovos (setas). Aumento 10x.
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Figura 10: Estruturas morfolégicas de Fasciola hepatica proveniente de bovinos da
provincia de Catamarca - Argentina visualizada na microscopia de campo claro. (A)
Cone cefélico. VO, ventosa oral; |, cecos intestinais; F, faringe; C, cirro; VV, ventosa
ventral. Aumento 4x. (B) Utero repleto de ovos (setas). (C) Detalhe do cone cefalico
evidenciando os espinhos (setas); I, cecos intestinais. Aumento 10x.
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Figura 11: Estruturas morfolégicas de Fasciola hepatica proveniente de bovinos da
provincia de Salta - Argentina visualizada na microscopia de campo claro. (A) Cone
cefalico. VO, ventosa oral; |, cecos intestinais; F, faringe; C, cirro; VV, ventosa ventral,
espinhos na margem do tegumento (setas). Aumento 4x. (B) Detalhe do cone cefalico
evidenciando os espinhos (setas). Aumento 10x.

28



Figura 12: Estruturas morfolégicas de Fasciola hepatica proveniente de bovinos do
municipio de Lavras - MG visualizada na microscopia de campo claro. (A) Cone cefalico.
VO, ventosa oral; I, cecos intestinais; F, faringe; E, es6fago; C, cirro. Aumento 4x. (B)
Utero repleto de ovos (setas); C, Cirro; |, cecos intestinais; VV, ventosa ventral.

Aumento 10x.
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5.1.2. Microscopia de campo claro com contraste de interferéncia diferencial

Para esta técnica, foram utilizados 23 espécimes, no total. Nos espécimes de
todas as localidades foi possivel visualizar os espinhos no tegumento. Nos espécimes
de Cordeiro (Figura 13) e Salta (Figura 14), estes espinhos estavam em maior
quantidade, diferente dos espécimes de Catamarca (Figura 15) e Lavras (Figura 16),

nos quais foram vistos poucos espinhos, com esta técnica.

Figura 13: Estruturas morfolégicas de Fasciola hepatica proveniente de bovinos do
municipio de Cordeiro - RJ visualizada na microscopia de campo claro com contraste de
interferéncia diferencial. Porcao final do cone cefalico, evidenciando os espinhos (setas)
e |, cecos intestinais.
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Figura 14: Estruturas morfolégicas de Fasciola hepatica proveniente de bovinos da
provincia de Salta — Argentina, visualizada na microscopia de campo claro com
contraste de interferéncia diferencial. Porcdo final do cone cefalico, evidenciando os
espinhos (setas); VO, ventosa oral.

Figura 15: Estruturas morfologicas de Fasciola hepatica proveniente de bovinos da
provincia de Catamarca - Argentina visualizada na microscopia de campo claro com
contraste de interferéncia diferencial. Porcao final do cone cefalico, evidenciando:

espinhos (setas).
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Figura 16: Estruturas morfolégicas de Fasciola hepatica proveniente de bovinos do
municipio de Lavras - MG visualizada na microscopia de campo claro com contraste de
interferéncia diferencial. (A, B) Porcéo final do cone cefalico, evidenciando os espinhos
(setas); e |, cecos intestinais.
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5.1.3 Microscopia eletronica de varredura

Foram observados 8 espécimes no total, sendo quatro provenientes de Cordeiro, um
de Lavras e trés de Catamarca. Nao foi possivel realizar a técnica para os espécimes de
Salta, pois o tegumento dos parasitos estava muito degradado.

Os espécimes de Catamarca apresentaram o cirro exteriorizado, podendo ou nao
apresentar espinhos. Quando presentes, 0s espinhos possuiam formato de escamas por
toda a superficie e estavam em maior quantidade na regido lateral do corpo, podendo
estar presentes também na regido proxima ao cirro. Numa visdo lateral do espécime,
pode-se observar a ventosa ventral e o gonoporo. Havia espinhos na regiao dorsal do
cone e proximo a ventosa ventral (Figura 17: A e B).

Nos espécimes de Cordeiro, observa-se a ventosa oral fortemente muscular, sem
espinhos. O cone estava repleto de espinhos em forma de escamas, alguns
pontiagudos. Nao foi possivel a visualizacdo do cirro, pois este ndo estava exteriorizado.
Quando analisamos a regido lateral do corpo, foi observado que os espinhos mantinham
o formato de escama (Figura 18: A e B). Na ventosa ventral, muscular, foram
observados espinhos (Figura 19: A e B).

Os espécimes de Lavras apresentaram ventosa oral localizada no apice do cone. Os
espinhos estavam presentes por todo o tegumento, porém com tamanho reduzido e sua

forma era similar a escamas (Figura 20: A e B).
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Figura 17: Estruturas morfologicas de Fasciola hepatica proveniente de bovinos da
provincia de Catamarca - Argentina visualizada na microscopia eletronica de varredura.
(A) Cone cefalico: C, cirro; espinhos (setas) no cirro. (B) Visao lateral do cone cefalico:
G, gonoporo; VV, ventosa ventral; espinhos (setas).
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Figura 18: Estruturas morfologicas de Fasciola hepatica proveniente de bovinos do
municipio de Cordeiro - RJ visualizada na microscopia eletronica de varredura. (A) Cone
cefélico; VO, ventosa oral; VV, ventosa ventral; espinhos (setas). (B) Detalhe do cone
cefélico evidenciando: VO, ventosa oral; espinhos (setas).
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Figura 19: Estruturas morfologicas de Fasciola hepatica proveniente de bovinos do
municipio de Cordeiro - RJ visualizada na microscopia eletronica de varredura. (A) VV,
ventosa ventral; espinhos (setas). (B) VV, ventosa ventral, evidenciando os espinhos
(setas) na estrutura.
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Figura 20: Estruturas morfologicas de Fasciola hepatica proveniente de bovinos do
municipio de Lavras - MG visualizada na microscopia eletrénica de varredura. (A) Cone
cefélico: VO, ventosa oral; espinhos (setas). (B) Detalhe do cone cefélico evidenciando:
VO, ventosa oral; espinhos (setas).
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5.1.4 Microscopia confocal de varredura a laser

Os espécimes de Cordeiro apresentaram o cone cefalico com grande quantidade de
espinhos no tegumento que, assim como os feixes musculares, estavam no sentido
longitudinal (Figura 21a e c). A ventosa oral se mostrou fortemente muscular, sendo
possivel ver a direcdo dos feixes musculares (Figura 21b). O gonoporo foi visualizado,
abaixo da ventosa oral. Na regido proxima ao gonoporo foi possivel observar os feixes
musculares, que mostraram diversos sentidos (longitudinal, diagonal e horizontal). A
ventosa ventral mostrou-se intensamente muscular, sendo possivel visualizar os feixes
musculares numerosos na estrutura (Figura 21d). Nao foi possivel visualizar o cirro nos
espécimes analisados.

Nos espécimes de Catamarca, foi possivel visualizar a faringe e a ventosa oral
fortemente muscular, com os feixes musculares bem definidos (Figura 22a e b). Foi
possivel ver o cirro, com numerosos espinhos de tamanho reduzido e formato
pontiagudo. Estes séo diferentes dos espinhos que se localizam ao redor do cirro, que
sdo maiores e com ponta robusta. Foram visualizados, também, os feixes musculares
situados na regiao do cirro (Figura 22c e d). A regido lateral do cone cefélico apresentou
espinhos, mostrando também os ramos intestinais (Figura 23a). Foram observados ovos
no interior do Utero dos espécimes desta localidade (Figura 23b).

Os espécimes provenientes de Salta apresentaram a ventosa oral intensamente
muscular, sendo possivel verificar os feixes musculares e, logo apos, a faringe (Figura
21a). Foi possivel verificar o cirro, no qual ndo foram achados espinhos (figura 24b). Na
ventosa ventral foi notada a presenca de espinhos, porém em pequena quantidade
(Figura 24c)> Foi observada, também, a regido mediana do corpo do parasito e notou-
se a presenca de espinhos em sua margem (Figura 24d). Nao foi possivel visualizar os

ovos no Utero destes espécimes, com esta técnica.
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Figura 21: Estruturas morfolégicas de Fasciola hepatica proveniente de bovinos do
municipio de Cordeiro - RJ visualizadas na microscopia confocal de varredura a laser.
(A) Cone cefalico: VO, ventosa oral; F, faringe; G, gonoporo; E, espinhos; feixes
musculares (setas). (B) VO, ventosa oral, evidenciando os feixes musculares (setas).
(C) Regido do cone mostrando os espinhos (E) e a direcdo longitudinal (setas) dos

feixes musculares. (D) Regido proxima a ventosa ventral (VV) e gonoporo (G),

mostrando os feixes musculares (setas) ao redor da estrutura; E, espinhos.
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Figura 22: Estruturas morfologicas de Fasciola hepatica proveniente de bovinos da
provincia de Catamarca - Argentina visualizadas na microscopia confocal de varredura a
laser. (A) Cone cefalico: VO, ventosa oral; F, faringe. (B) VO, ventosa oral evidenciando
os feixes musculares (setas). (C) C, cirro repleto de espinhos (E), mostrando os feixes
musculares ao redor da estrutura (setas). (D) Detalhe do cirro (C) evidenciando os
espinhos (E). (E) Viséo lateral do cone cefalico, mostrando os espinhos (setas). (F)

Utero repleto de ovos (setas).
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Figura 23: Estruturas morfolégicas de Fasciola hepatica proveniente de bovinos da

provincia de Catamarca - Argentina visualizadas na microscopia confocal de varredura a
laser. (A) Visdo lateral do cone cefalico, mostrando os espinhos (setas). (B) Utero

repleto de ovos (setas).
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Figura 24: Estruturas morfolégicas de Fasciola hepatica proveniente de bovinos da
provincia de Salta — Argentina, visualizadas na microscopia confocal de varredura a
laser. (A) Cone cefalico: VO, ventosa oral; F, faringe. (B) Regiado do cirro (C), proximo a
ventosa ventral (VV). (C) Detalhe da ventosa ventral (VV), evidenciando os espinhos
(setas) nas estruturas. (D) Detalhe da regido mediana do corpo evidenciando os

espinhos tegumentares (setas).
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Os espécimes de Lavras apresentaram ventosas oral e ventral musculares (Figura 25c e
d), onde pode-se notar os feixes musculares bem evidentes. Foi possivel observar,
também, o cirro, no qual ndo foram visualizados espinhos (Figura 25a). No tegumento

do parasito foi possivel observar os feixes musculares, apresentando aspecto de “rede”

e 0s espinhos inseridos no tegumento (figura 25b).

Figura 25: Estruturas morfolégicas de Fasciola hepatica proveniente de bovinos do
municipio de Lavras - MG visualizadas na microscopia confocal de varredura a laser. (A)
C, cirro. (B) Detalhe do tegumento evidenciando os feixes musculares (setas) e 0s
espinhos (E). (C) VO, ventosa oral; feixes musculares (setas); (D) VV, ventosa ventral,

feixes musculares (setas).
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5.5 MORFOMETRIA

Para a morfometria de comprimento total e largura total, taxa de proporcao
comprimento total e largura total, foram analisados 88 espécimes no total, dos quais 41
eram provenientes de Cordeiro, 15 de Lavras, 18 de Catamarca e 14 de Salta (Tabela
1).
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FParametros Cordeiro Lavras Catamarca Salta Buolivia Galicia Ezpanha Corsica
Valero et al,, Mezo et al, Feriago et al., | Periago et al,
20045 2013 2006 2006
Comprimenta 20.68 + 268 3447 £ 337 2438 +2.23 14892 + 1907 £ 3.45 1625210 1741 £0.23 2045 +£0.37
do Carpo {mm) 1.82
Largura do 1073 +£1.86 1233+ 206 1044 £1.249 R 838 +£1.481 871 +1.24 1002017 1071 £ 0.18
corpa {mm) 0.20
Ragao CCILC 1.56 + 0.31 2B +0.48 237 +0.34 171+ 2A0+£ 037 | e 174 +0.03 1.491+0.03
nz2z
Comprimenta 314 £ 0.84 3.65 + 0.60 261030 1.80+ 211 £0.31 1.74 +0.24 202004 2212003
do Cone ¢nim) 0.23
Largura do 250063 481034 3432046 285+ 276041 31T 032 320004 J.08+004
Cane {mrm) 0.3z
Area da 029+ 0.06 046016 041 +0.07 42+ 037 007 041012 041 +0.01 042+ 0.01
Wantosa Qral n.04
{m )
Area da 090+ 037 1.20x018 110+ 0.36 1.20+ na0+£015 098 +0.28 088+ 002 092002
Wentosa Wentral n14a
(i m)
Cistancia 1.44 +0.21 2A8 020 214 032 1.39 + 141 +0.04 1.82+0.03
WO — WA (mim) n1a

Tabela 1: Dados morfométricos comparativos de espécimes de Fasciola hepatica provenientes de bovinos naturalmente infectados.

Todos os valores sdo mostrados como média + desvio padrao.
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O comprimento total (CT) dos espécimes de Lavras, as medidas variaram entre 30 e
40 mm, com valor médio de 34,47 + 3,37 mm. Ja nos espécimes de Cordeiro variou
entre 16 e 29 mm, com média de 20,68 + 2,68 mm.Nos espécimes da provincia de
Catamarca, as medidas variaram entre 21 e 29 mm, com valor médio de 24,38 + 2,23
mm. Os espécimes da provincia de Salta apresentaram valores entre 12 e 18 mm, com
média de 14,92 + 1,82 mm (Gréfico 1).

Comprimento Total (CT)
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Gréfico 1: Analise morfométrica do comprimento total (CT) de espécimes de Fasciola

hepatica procedentes de bovinos, por meio de analise digital.

A Largura total (LT) dos espécimes de Lavras variou entre 10 e 19 mm, com valor
meédio de 12,33 + 2,06 mm. Nos espécimes de Cordeiro variou entre 8 e 19 mm, com
média de 10,73 + 1,86 mm. J& nos espécimes de Catamarca, as medidas variaram entre
9 e 13 mm, com média de 10,44 + 1,29 mm. Os espécimes de Salta apresentaram

variacao entre 12 e 18 mm, com média de 8,78 + 0,80 mm (Graéfico 2).
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Largura Total (LT)
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Gréfico 2: Andlise morfométrica da largura total (LT) de espécimes de Fasciola

hepatica procedentes de bovinos, por meio de analise digital.

A taxa de proporcdo entre comprimento total e largura total, nos espécimes de
Lavras tais medidas variaram entre 1,58 e 3,50 mm, com média de 2,86 + 0,48 mm. Nos
espécimes de Cordeiro variaram entre 1,64 e 2,33 mm, com média de 1,96 + 0,31 mm.
Os espécimes de Catamarca apresentaram medidas variando de 1,75 a 2,89 mm, com
valor médio de 2,37 + 0,34 mm. Ja nos espécimes de Salta, as medidas variaram entre

1,20 e 2,0 mm, com valor médio de 1,71 £ 0,22 mm (Grafico 3).
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Gréfico 3: Analise morfométrica da razdo comprimento total (CT)/ largura total (LT)

de espécimes de Fasciola hepatica procedentes de bovinos, por meio de analise digital.
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Para a morfometria do comprimento e largura do cone foram analisados 13
espécimes de Lavras, 32 de Cordeiro, 16 de Catamarca e 10 de Salta, totalizando 71
espécimes.

Os espécimes de Lavras apresentaram medidas variando entre 2,51 e 4,62 mm, com
valor médio de 3,65 + 0,60 mm. Nos espécimes de Cordeiro variaram entre 1,86 e 4,44,
com média de 3,14 + 0,85 mm. Nos espécimes de Catamarca, o comprimento do cone
variou entre 2,08 e 3,14 mm, com média de 2,61 + 0,30 mm. Nos espécimes da
provincia de Salta, as medidas variaram entre 1,56 e 2,32 mm, com média de 1,80 *
0,23 mm (Gréfico 4).

Comprimento do Cone (CC)
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Gréfico 4: Andalise morfométrica do comprimento do cone cefélico (CC) de espécimes

de Fasciola hepatica procedentes de bovinos, por meio de andlise digital.

Nos espécimes de Lavras, a largura do cone apresentou valores variando entre 4,51
e 5,52 mm, com valor médio de 4,81 + 0,35 mm. Nos espécimes de Cordeiro as
medidas variaram entre 1,97 e 3,72 mm, com média de 2,50 + 0,63 mm. Os espécimes
de Catamarca apresentaram a largura do cone variando entre 2,48 e 4,10 mm, com
média de 3,43 + 0,46 mm. J4 os espécimes de Salta apresentaram medidas variando
entre 2,65 e 3,15 mm, com média de 2,85 + 0,32 mm (Gréfico 5).
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Grafico 5: Anédlise morfométrica da largura do cone cefalico (LC) de espécimes de

Fasciola hepatica procedentes de bovinos, por meio de analise digital.

A area da ventosa oral foi analisada em 64 espécimes, sendo 5 de Lavras, 33 de
Cordeiro, 17 de Catamarca, 9 de Salta. Nos espécimes de Lavras, a area da ventosa
oral variou entre area variou entre 0,22 e 0,5 mm, com meédia de 0,46 + 0,16 mm. Nos
espécimes de Cordeiro, a area variou entre 0,25 e 0,52 mm, com valor médio de 0,39 +
0,06 mm. Nos espécimes de Catamarca, a area variou entre 0,33 e 0,57 mm, com média
de 0,41 + 0,07 mm. J& nos espécimes de Salta, os valores da area variaram entre 0,34 e
0,49, com média de 0,42 £+ 0,04 mm (Gréfico 6).
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Gréfico 6: Andlise morfométrica da area da ventosa oral (VO) de espécimes de
Fasciola hepatica procedentes de bovinos, por meio de analise digital.
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A area da ventosa ventral foi analisada em 7 espécimes de Lavras, 12 de Cordeiro,
15 de Catamarca e 9 de Salta, totalizando 43 espécimes. Nos espécimes de Lavras, as
medidas variaram entre 0,91 e 1,42 mm, com média de 1,20 = 0,18 mm. Nos espécimes
de Cordeiro, os valores variaram entre 0,15 e 1,33 mm, com média de 0,90 + 0,37 mm.
J& nos espécimes de Catamarca, as medidas variaram entre 0,19 e 1,58 mm, com
média de 1,10 + 0,36 mm. Nos espécimes de Salta, as medidas variaram entre 0,98 e
1,42 mm, com média de 1,20 £ 0,15 mm (Gréafico 7).
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Gréfico 7: Andlise morfométrica da area da ventosa ventral (VV) de espécimes de
Fasciola hepatica procedentes de bovinos, por meio de analise digital.

A distancia entre as ventosas também foi analisada. Cinco espécimes de Lavras, 13
de Cordeiro, 16 de Catamarca e 12 de Salta, totalizando 46 espécimes. Nos espécimes
de Lavras, a distancia entre as ventosas variou entre 2,33 e 2,84 mm, com valor médio
de 2,59 £+ 0,20 mm. Nos espécimes de Cordeiro, os valores variaram entre 1,14 e 1,86
mm, com média de 1,44 + 0,21 mm. Ja nos espécimes de Catamarca as medidas
variaram entre 1,86 e 2,46 mm, com média de 2,14 + 0,22 mm. Nos espécimes de salta
os valores da distancia entre as ventosas variaram entre 1,06 e 1,70 mm, com valor
médio de 1,39 + 0,18 mm (Gréfico 8).
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Grafico 8: Analise morfométrica da distancia entre as ventosas (VO - VV) de

espécimes de Fasciola hepatica procedentes de bovinos, por meio de analise digital.

Foram analisados, também, 56 ovos presentes no Utero dos espécimes, sendo nove
de espécimes provenientes de Lavras, 30 de Cordeiro e 17 de Catamarca. Nao foi
possivel analisar os ovos nos espécimes de Salta, por dificuldade de visualizacdo dos

mesmos.

O comprimento dos ovos presentes no Utero dos espécimes de Lavras variava entre
106,99 e 131,66 um, com média de 121,08 + 7,68 um. Nos espécimes provenientes de
Cordeiro variavam entre 67,78 e 115,38 um, com média de 97,26 + 15,12 ym. Ja nos
espécimes provenientes de Catamarca as medidas variaram entre 71,51 e 131,02 pym,
com média de 98,94 + 15.56 um (Gréfico 9).
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Gréfico 9: Analise morfométrica do comprimento dos ovos (CO) presentes no utero
de espécimes de Fasciola hepatica procedentes de bovinos, por meio de analise digital.

A largura dos ovos presentes no Utero dos espécimes de Lavras apresentou medidas
que variaram entre 61,14 e 69,97 um , com média de 65,54 + 3,15 um. Nos espécimes
de Cordeiro, as medidas variaram entre 42,43 e 71,95 um, com média de 52,46 + 7,43
Hm. J& nos espécimes de Catamarca, as medidas dos ovos variaram entre 48,04 e
68,44 pum, com média de 62,09 £ 5,17 um (Grafico 10).
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Grafico 10: Andlise morfométrica da largura dos ovos (LO) presentes no utero de

espécimes de Fasciola hepatica procedentes de bovinos, por meio de analise digital.

A area dos ovos nos Uteros dos espécimes também foi calculada. Nos espécimes de
Lavras, a média da area foi de 6229.5+500.68 um. Nos espécimes de Cordeiro, a média
foi de 4033.4+968.24 um. Ja nos espécimes de Catamarca, a média foi de 4827.7+882.4
um (Grafico 11).
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Gréfico 11: Analise morfométrica da area dos ovos (AO) presentes no Utero de

espécimes de Fasciola hepatica procedentes de bovinos, por meio de analise digital.
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6. DISCUSSAO

Estudos morfologicos de trematddeos tém como objetivo caracterizar estruturas de
vermes adultos e ovos. Para isso, alguns autores utilizam microscopia de campo claro,
microscopia de varredura a laser confocal e microscopia eletrénica de varredura (Abrous
et al., 1998; Mair et al., 1998a; Mair et al., 1998b; Valero et al., 2001; Mc Conville et al.,
2008; Hanna et al., 2012). A microscopia de campo claro se mostrou muito eficaz para a
analise das estruturas dos vermes adultos e ovos de Fasciola hepatica. Esta técnica tem
sido muito utilizada ao longo dos ultimos anos no estudo destes helmintos (Valero et al.,
2005; Periago et al., 2008; Valero et al., 2012).

As caracteristicas morfoldgicas, quando visualizadas na microscopia de campo claro,
se apresentaram semelhantes nas localidades de Cordeiro, Salta e Catamarca. Tais
caracteristicas sdo confirmadas pela literatura (Aradjo et al., 1995; Marques, 2002;
Oliveira, 2008). Nos espécimes de Lavras nao foi possivel observar a presenca de
espinhos, e as demais estruturas se apresentaram conforme ja descrito. Os espinhos,
além de estarem relacionados a patogenicidade do parasito, possuem fun¢cdo na
nutricdo deste, de forma indireta, causando lesdes no epitélio dos 6rgaos acometidos, 0
gue permite 0 acesso mais facil as substancias necessaria para a sua sobrevivéncia
(Oliveira, 2008).

A microscopia eletrénica de varredura € comumente utilizada para estudos da acéo
de farmacos no tegumento de helmintos (Toner et al., 2008; Meaney et al., 2006; O’Neill
et al., 2009). Neste estudo, esta técnica foi complementar a microscopia de campo
claro, tornando possivel a visualizacdo do tegumento do parasito.

As estruturas se apresentaram com sutis diferencas, quando comparadas de acordo
com a localidade de origem do espécime. Porém, ndo foi observada nenhuma
anormalidade nos espécimes. Com esta técnica foi possivel verificar que os espécimes
provenientes de Lavras possuem espinhos, porém foi percebido que o tamanho destes
estava menor do que os das outras localidades.

Marques (2002), ao descrever a morfologia do parasito citou a existéncia de papilas
sensoriais no tegumento, que teriam fungédo quimio/mecanorreceptoras. Estas estruturas
nao foram visualizadas em nenhum dos espécimes através da microscopia de campo
claro,

A microscopia confocal de varredura a laser € amplamente utilizada para o estudo

das estruturas e da organizacdo muscular de helmintos (Mair et al., 1998a; Mair et al.,
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1998b; Machado-Silva et al., 1998; Kumar et al., 2003). Tal técnica tem acrescentado
inmeras informacdes sobre a fisiologia de parasitos.

De acordo com Mair et al. (1998b) a musculatura somatica forma o sistema muscular
bruto dos platelmintos e € composta por grupos diferentes de fibras. A parede do corpo
é formada por feixes longitudinais e circulares bem desenvolvidos, que sdo organizados
em “rede”, com fibras diagonais abaixo. Esta organizagdo muscular foi notada nos
espécimes de todas as localidades deste estudo.

Feixes musculares organizados em ‘rede” sdo também encontrados em outros
helmintos, o que indica que estes feixes servem tanto para a locomoc¢do quanto para
fornecer o formato do corpo de helmintos (Mair et al., 1998b; Halton et al., 1998).

Mair et al. (1998b) salientou que as ventosas dispéem de trés tipos de organizagéo
das fibras musculares: longitudinal, circular e radial. O autor relata que contracées nos
feixes longitudinais servem para abrir a ventosa e achata-la contra o substrato do
hospedeiro, enquanto os feixes radiais fecham a ventosa em formato de “copo” e os
feixes circulares criam uma forca de succdo, segurando o tecido do hospedeiro a
ventosa. As fibras longitudinais nas ventosas foram visualizadas em todos os
espécimes.

Numerosas fibras musculares longitudinais e circulares altamente organizadas foram
visualizadas no cirro dos espécimes de Catamarca, que estavam exteriorizados. Em um
estudo publicado em 1998, uma organizacdo similar foi encontrada por Mair (Mair et al.,
1998b).

Os dados acerca da musculatura de helmintos, relatando sua importancia na
locomogéo, fixagdo, atividades reprodutivas e digestivas de helmintos séao
imprescindiveis para a criacao de novos farmacos (Thompson et al., 1996).

Estudos anteriores realizaram morfometria de espécimes adultos e ovos de Fasciola
hepatica oriundos de paises da América, Asia, Africa e Europa, como Peru, Bolivia,
Eqito, Vietnd, EUA, Espanha, Filipinas e Franca (Kimura et al., 1984; Valero et al., 2001;
Valero et al., 2009). Estudos com espécimes oriundos de estados brasileiros ainda nao
foram realizados, tampouco foram feitas comparacdes dos mesmos com espécimes
obtidos em outros paises.

Quando analisado o comprimento do corpo, houveram diferencas significantes entre
as quatro localidades. Os espécimes de Cordeiro, Catamarca e Lavras se apresentaram
maiores dos que os relatados em trabalhos anteriores. JA os espécimes de Salta

apresentaram as menores medidas, quando comparados com 0s espécimes deste
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estudo e da Bolivia (Valero et al., 2005), Galicia (Mezo et al., 2013), Espanha e Corsica
(Periago et al., 2006).

A diferenca nas medidas da largura do corpo foi maior quando comparamos 0s
espécimes de Lavras com Cordeiro, Catamarca e Salta. Quando comparamos 0s
espécimes de Salta com as demais localidades foram notadas, também, diferencas nas
medidas. Apenas quando os espécimes de Cordeiro e Catamarca foram comparados,
essa significAncia ndo ocorreu. Os espécimes de Lavras apresentaram-se bem mais
largos do que os espécimes relatados na literatura (Mezo et al., 2003; Valero et al.,
2005; Periago et al., 2006).

As medidas da razdo comprimento/largura do corpo apresentaram diferencas
significativas entre os espécimes. Apenas quando comparamos 0s espécimes de
Cordeiro e Salta, ndo houve significancia. Isto indica que, embora as medidas das duas
localidades sejam diferentes, quando é realizado o calculo comprimento/largura do
corpo as duas localidades sao proporcionais. As medidas de todas as localidades deste
estudo, embora um pouco maiores, foram préximas do que € relatado na literatura
(Mezo et al., 2003; Valero et al., 2005; Periago et al., 2006).

As medidas do comprimento do cone foram extremamente diferentes quando
comparamos as localidades entre si. Apenas na comparacdo Cordeiro x Lavras, nédo
apresentaram significancia. Todas as medidas resultantes deste estudo foram maiores
do que o que as medidas relatadas na Bolivia (Valero et al., 2005), Galicia (Mezo et al.,
2003), Espanha e Corsica ( Periago et al., 2006).

Na largura do cone, os espécimes de Lavras apresentaram-se bastante diferentes
das demais localidades. Quando comparados Cordeiro x Salta, ndo houve diferenca
significante. Apenas os espécimes provenientes de Lavras apresentaram discrepancia
em relacao a literatura (Mezo et al., 2003; Valero et al., 2005; Periago et al., 2006).

As éareas da ventosa oral das quatro localidades de estudo n&do apresentaram
diferencas entre si e se aproximaram, também, do que foi relatado em outros estudos. A
ventosa ventral também ndo apresentou grande diferenca entre as localidades de
estudo. Apenas quando comparadas com as medidas dos espécimes de Bolivia (Valero
et al., 2005), Galicia (Mezo et al., 2003), Espanha e Corsica ( Periago et al., 2006), os
espécimes de Lavras, Cordeiro, Catamarca e Salta apresentaram ventosa ventral de
maior tamanho.

A distancia entre as ventosas oral e ventral foi também analisada. As medidas foram
extremamente significantes na comparacdo entre as localidades. Apenas Cordeiro X

Salta ndo apresentou significancia. Os espécimes de Salta e Lavras apresentaram
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menores e maiores medidas, respectivamente, quando comparadas com a literatura
existente (Mezo et al., 2003; Valero et al., 2005; Periago et al., 2006)..

As caracteristicas analisadas nos ovos apresentaram diferencas com relacdo aos
resultados relatados em trabalhos anteriores na Bolivia (Valero et al., 2005) e no Vietna,
na Georgia e no Egito (Valero et al., 2009). O comprimento e a largura se mostraram
menores, quando comparados aos trabalhos acima citados. Essas diferengas podem
estar relacionadas ao fato de as andlises terem sido realizadas em ovos presentes no

Utero dos espécimes, diferente dos demais autores, que utilizaram os ovos nas fezes.
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CONCLUSOES

- Foram encontradas diferencas na morfologia dos espécimes analisados, considerando
a diferenca na quantidade e distribuicdo de espinhos;

- A utilizacdo integrada de diversas técnicas microscopicas para o estudo de Fasciola
hepatica sdo necessarias para um maior entendimento da morfologia do parasito;

- Foram encontradas diferencas morfométricas nos espécimes em todas as estruturas
analisadas;

- Foram encontradas diferencas morfométricas nos ovos presentes no Utero dos
espécimes quando comparados com a literatura, podendo estar relacionadas ao fato de
0s mesmos terem passado por processo de fixacdo diferente do que é realizado por
outros autores;

- As diferencas entre as caracteristicas dos espécimes de Fasciola hepatica podem
estar relacionadas as caracteristicas dos locais de origem, tendo em vista que todos os
espécimes séo de bovinos;

- S80 necessarios mais estudos integrados, incluindo a Biologia Molecular, para ampliar
0 nosso entendimento acerca de Fasciola hepatica.
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