UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Instituto de Ciéncias Bioldgicas
Programa de Pés-Graduacao em Parasitologia

Rodolfo Silva Moreira Cezar

ASPECTOS PARASITOLOGICOS, CLINICOS E HEMATOLOGICOS DE OVINOS
DA RACA SANTA INES EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS POR

Fasciola hepatica

Belo Horizonte
2016



Rodolfo Silva Moreira Cezar

ASPECTOS PARASITOLOGICOS, CLINICOS E HEMATOLOGICOS DE OVINOS
DA RACA SANTA INES EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS POR

Fasciola hepatica

Dissertacao apresentada ao Programa de Pés-
Graduacado em Parasitologia do Departamento
de Parasitologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Minas
Gerais, como parte dos requisitos necessarios
para obtencdo do grau de Mestre em
Parasitologia.

Orientador: Prof. Dr. Walter dos Santos Lima

Co-orientadora: Profa. Dra. Cintia Aparecida de
Jesus Pereira

Area de concentracio: Helmintologia

Belo Horizonte
2016



Orientador

Professor Walter dos Santos Lima
Laboratorio de Helmintologia Veterinaria, Departamento de
Parasitologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade

Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte - MG.

Co-Orientadora

Professora Cintia Aparecida de Jesus Pereira
Laboratorio de Helmintologia Veterinaria, Departamento de
Parasitologia, Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade

Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte - MG.

Belo Horizonte
2016



Trabalho realizado no Laboratorio de Helmintologia
Veterinaria e Laboratério de Imunologia e Gendmica de Parasito
do Departamento de Parasitologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas,

Universidade Federal de Minas Gerais

Belo Horizonte
2016



InstituicBes que contribuiram para a realizacao deste trabalho: Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico- CNPg Fundacdo de Amparo a Pesquisa
do Estado de Minas- Gerais-FAPEMIG



Dedico a minha querida familia.



Meus agradecimentos ao Programa de Pos-Graduacao em
Parasitologia, do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade

Federal de Minas Gerais



Agradecimentos especiais:

Ao professor Walter dos Santos Lima, por abrir as portas e me acolher no
Laboratério de Helmintologia Veterinaria, por ensinar as dificuldades e a seriedade
de se fazer pesquisa, por confiar e acreditar na minha pessoa, pelas oportunidades
de crescimento e amadurecimento profissional. Por ser um exemplo de profissional,
amante da Parasitologia e verdadeiro mestre, dedicado, dinamico, atencioso,
conselheiro, entusiasmado pelo saber e com foco nos resultados. Professor que nos
estimula a realizar reflexdes diarias sobre as nossas atitudes e aonde queremos
chegar. “Nao quero formar méo de obra, quero que aprenda a pensar’, “A ultima
impressao é a aquela que fica, enquanto muitos dizem que é a primeira”, “ De onde
nao se espera, nada vem mesmo”, “Amigo € aquele que conhece 0s nossos defeitos
e ainda assim, continua ao nosso lado”. Pessoa que se tornou amiga e, juntamente
com sua familia, me recebeu de bracos abertos com muito carinho. Meu eterno

muito obrigado pela preciosa orientacdo recebida durante todo o curso.

A professora Cintia Aparecida de Jesus Pereira, pela co-orientacdo durante a
realizacdo desse trabalho. Pessoa metddica, observadora, paciente, cuidadosa,

disponivel, interessada e atenciosa. Muito obrigado.

Ao Professor Marcos Pezzi Guimaraes pelas conversas, conselhos, ensinamentos e

0S incentivos constantes.

Ao Hudson Andrade dos Santos, por estar sempre pronto a ensinar com prazer,
ajudar com muita atencao e paciéncia, mesmo com tanto trabalho a fazer. Obrigado

pelo apoio e amizade.

Agradeco aos Professores Ricardo Fujiwara e Daniella Bartholomeu do Laboratorio
de Genbmica e Imunologia de Parasitos pela estrutura disponibilizada. A técnica
Michele e as alunas Denise e Luciana por auxiliarem na utilizacdo do Coulter. Muito

obrigado pelo ajuda, carinho e atencéo.

Ao Professor Ricardo Nascimento, por permitir acompanha-lo nas aulas praticas de

Parasitologia Veterinaria e pelos conhecimentos transmitidos.

Agradeco & Sumara e Sibele pela ajuda, carinho, atencdo e o apoio durante esse
periodo de estudo. Pessoas com o0 coracdo enorme e que nos tranquilizam com

tanta gentileza.



AGRADECIMENTOS

Tenho muito a agradecer:

A Deus, primeiramente, por ser meu companheiro, por me guiar, por iluminar os

Mmeus passos e 0S meus caminhos, por me proteger e me guardar.

Aos meus pais, Sérgio e Sbonia, por todo o amor, carinho, amizade, compreensao,
paciéncia e apoio, serei eternamente grato aos seus esforgcos. “Na vida as coisas
nao acontecem por uma questao de sorte, mas uma questdo de escolha e o destino

Nnao é uma coisa que se espera, mas que se busca e conquista”.

Aos meus irmaos Vinicius e Frederico, pela amizade, pelas conversas, por sempre

estarem ao meu lado e por compartilharem os momentos de alegrias e tristezas.

Aos meus familiares, Tio Antoninho e Tia Ruth, Tia Cristina, Tia Leninha, que

sempre torceram por mim.

Aos amigos de Ouro Branco, Eduardo, Serginho, Renato, Luis Otavio, Mariana,
Priscila e minha querida dindinha Tatiane. Obrigado a todos pela sincera amizade,

coisa rara de se ter.

Aos amigos da Veterinaria Magno, Fernando, Mateus e Gabriel pela torcida, por
compreenderem a fase que estou vivendo. Todos temos objetivos e metas a serem
atingidas. Seguimos caminhos profissionais distintos, no entanto a nossa amizade

continua crescendo.

Aos colegas de laboratorio Aytube, Vinicius, Wanderley, Lara, Jordana e Olivia, por

compartilharem as dificuldades e as alegrias de se fazer pesquisa.

A turma do mestrado “Rolica”, constituida de pessoas e experiéncias tdo diferentes,
gue, com suas histérias, tornaram as aulas de Parasitologia mais prazerosas e
interessantes, além de proporcionar boas risadas, festas, churrascos e o bem maior,
0 conhecimento compartilhado. Especialmente agradeco a amizade do Bruno

Warley, Daniela Nunes, Mayra, Denise, Ana, Renata, Vanessa, Samira e Vinicius.

A Ivana Rocha, pessoa que tive oportunidade de conhecer através da professora
Hélida Andrade, e que trouxe muita alegria para minha vida, além de ser inteligente,

dedicada e determinada, € um exemplo. Obrigado Hélida, por este presente.



Ao Marcos Malacco, pessoa entusiasmada, profissional sério e dedicado.
Ao Sr. Neri e Afonso pela amizade e o bate papo descontraido.

A Dona Aparecida, por sempre ter uma palavra amiga, por fazer comidas deliciosas
e lembrar de mim sempre. Obrigado Dona Cida.

Ao Waldisio, pelas viagens seguras e tranquilas, além da boa vontade para ajudar
no que for necessario. Muito obrigado.

Aos funcionérios da fazenda Josué e Joao, por colaborarem com boa vontade e

alegria durante o estudo realizado. laia pelas comidas maravilhosas e o carinho.

Aos animais, por me proporcionarem paz, alegria e conhecimento. Principalmente
pela compreensédo, mesmo quando ndo sao compreendidos 0s seus sentimentos.
Obrigado por vocés existirem e serem um dos maiores motivos pelo qual sou

apaixonado pela Medicina Veterinaria.
Obrigado a todos que torceram e colaboraram de forma direta e indireta.

Forte abraco!



“Sou perfeito, alegre e forte. Tenho amor e muita sorte, sou feliz e inteligente, vivo positivamente,
tenho paz, sou um sucesso, tenho tudo que pego. Acredito firmemente no poder da minha mente,
porque € Deus no subconsciente.” (Padre Lauro Trevisan)



RESUMO

Fasciola hepatica € um parasito presente nos ductos biliares de diversos mamiferos
e causa grave morbidade e mortalidade, especialmente em rebanhos de ovinos. A
fasciolose estd em expansao em todas as regides do Brasil e, em Minas Gerais, tém
ocorrido relatos de infeccdo natural em hospedeiros definitivos, como bovinos,
bubalinos, capivaras, e em hospedeiros intermediarios, como a Lymnaea (=
Pseudosuccinea) columella. A grande importancia econémica da fasciolose esta
associada a perda de peso, queda na producédo de leite, de carne, de 1a e devido a
abortos e gastos com tratamento nos rebanhos de ruminantes. Entretanto, os sinais
clinicos presentes no desenvolvimento da doengca nos animais nao s&o
reconhecidos com facilidade pelo técnico ou criador envolvido no sistema de
producdo. No Brasil, nos ultimos anos, a ovinocultura ampliou-se de norte a sul do
pais, sendo a raca Santa Inés predominante nestes sistemas de criacdo. Por este
motivo, o objetivo desse estudo foi avaliar a evolucdo da fasciolose em ovinos da
raca Santa Inés experimentalmente infectados, observando os parametros
parasitoldgicos, clinicos e hematoldgicos. Utilizou-se 14 ovelhas da raca Santa Inés
com dezoito meses de idade, peso médio de 24,5 kg e divididas aleatoriamente em
dois grupos. Grupo 1 com nove animais, inoculados individualmente por via oral com
150 metacercéarias de F. hepatica; Grupo 2 com cinco animais controle. Foram
realizadas contagens de ovos por grama (OPG) de fezes e a avaliacdo da dinamica
de eliminac&o de ovos nas fezes a partir dos 55 dias apos infeccao (dpi), utilizando a
técnica de quatro tamises, exames clinicos e hemograma aos 0, 15, 30, 45, 60, 90,
120, 150, 180, 210, 240, 270, 300, 330, 360, 390 (dpi). Nesse estudo ficou
comprovado que o periodo pré-patente variou entre 60 e 62 dpi, além disso, ovos
foram eliminados nas fezes durante todo o periodo estudado. No exame clinico, os
ovinos infectados revelaram prostracdo, edema submandibular, sensibilidade
hepatica dolorosa, taquicardia, taquipnéia, mucosa ocular hipocrémica, perda de
escore corporal e peso. No hemograma foi verificada anemia normocitica,
normocrémica e regenerativa, com leucocitose por neutrofilia e eosinofilia, com
posterior linfocitose. Os achados macroscopicos dos figados dos ovinos que
morreram revelaram aumento de volume, l6bulos com bordas abauladas, pontos

hemorragicos distribuidos difusamente pelo parénquima, focos de deposicdo de



fibrina na superficie do parénquima, focos de necrose com coloracdo avermelhada

mais escura e presenca de parasitos adultos nos ductos biliares.



ABSTRACT

Fasciola hepatica is a parasite found in the bile duct of many mammal
species, causing severe morbidity and death, especially in sheep. Fasciolosis is
expanding throughout Brazil, and in Minas Gerais State it has been reported natural
infection in definitive hosts such as cattle, buffalos and capybaras, as well as in
Lymnaea (=Pseudosuccinea) columella, one of the intermediate hosts. The
economic importance of fasciolosis is associated with weight loss, dropping milk,
meat and wool production, abortion and treatment costs. However, the clinical signs
of this disease are not easily recognized by the owner or technician involved in the
animal production system. In the past few years, sheep farming has been expanding
from north to south in Brazil and “Santa Inés” became the most reared breed.
Therefore, this study aimed to evaluate the evolution of fasciolosis in Santa Inés
sheep experimentally infected with F. hepatica through parasitological, hematological
and clinical parameters. 14 female lambs of Santa Inés breed aged 8 months were
randomly divided into two groups: Group 1 with 9 animals individually orally
inoculated with 150 metacercariaes of F. hepatica; and Group 2 with 5 non-infected
animals. At 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300, 330, 360, 390
days after infection (dai) four-sieves-technique was used to count eggs per gram of
feces (EPG) in order to evaluate the dynamics of eggs eliminations in feces, and also
clinical exams and hemogram. The results showed a prepatent period ranging from
60 to 62 dai, with egg elimination during the period observed. Clinical evaluation of
the infected sheep revealed prostration, submandibular oedema, liver sensitivity,
tachycardia, tachypnea, pale conjunctiva, loss of body condition and weight. The
hemogram demonstrated normocytic normochromic and regenerative anemia,
besides leukocytosis with neutrophilia and eosinophilia, with subsequent
lymphocytosis. Macroscopic findings of the livers of two biopsied sheep revealed
increased volume, lobes with curved edges, bleeding points distributed diffusely
throughout the parenchyma, fibrin deposition in the surface of the parenchyma, dark

red-colored necrotic foci, and adult worms in the bile ducts.
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1 INTRODUCAO

Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758) € um trematédeo digenético da familia
Fasciolidae que parasita os ductos biliares de diversos mamiferos, incluindo o
homem. E agente etiol6gico da fasciolose e apresenta distribuicdo cosmopolita, com
grande importancia para a medicina veterinaria, principalmente nas criagdes de
ruminantes domeésticos, devido as perdas econdmicas ocasionadas, pelas
condenacgbes de figados em frigorificos, atraso no crescimento, perda de peso,
diminuicdo na producdo de leite, de carne, de 14, devido a baixa fertilidade, a
abortos, e a gastos com o tratamento do rebanho e morte dos animais (Queiroz et al.
2002, Lima et al. 2009, Dracz & Lima 2014).

No Brasil, a fasciolose esta em expansdo e € encontrada em todas as
regides. Em Minas Gerais, 0s registros do parasito sdo apresentados de forma
isolada, sendo que alguns municipios do sul do estado sdo considerados area
enzootica para a fasciolose bovina. Ultimamente, tém sido relatados novos casos em
municipios antes considerados indenes, indicando novas areas de transmissao e
disseminacao da fasciolose (Lima et al. 2009, Dracz & Lima 2014, Dracz 2016 ).

As infeccdes por F. hepatica dependem da presenca de hospedeiros
definitivos para dispersdo dos ovos e de moluscos do género Lymnaea sp.,
hospedeiros intermediarios que apresentam grande capacidade de colonizacédo de
novos ambientes quando introduzidas naturalmente ou artificialmente. Na medicina
humana, a fasciolose normalmente acompanha a distribuicAo da doenca nos
animais, ocorrendo principalmente em areas enzodticas. A transmissdo desse
helminto est4 diretamente relacionada a ingestdo de agua, vegetacdo e verduras
contaminadas com a forma infectante do parasito, as metacercarias.

A fasciolose pode manifestar-se sob as formas aguda, subclinica e crbénica. A
intensidade dos sinais clinicos varia de acordo com a espécie animal, raca, idade,
estado nutricional, estado imunoldgico, infeccbes concomitantes, carga parasitaria e
fase de desenvolvimento do parasito. Entretanto, existem outros fatores que podem
contribuir na patogénese dos animais, como condi¢des climaticas, tipo de pastagem
associado ao manejo e taxa de lotacdo (Mattos et al. 1997, Lima et al. 2009).

Devido as diversas interagcbes que ocorre com o0 hospedeiro definitivo a

infeccdo por F. hepatica pode causar mudangas na composi¢cao do sangue como:



nas contagens dos leucdcitos totais e diferenciais, hemécias, concentracdes das
proteinas plasméticas e hepaticas, imunoglobulinas, citocinas e dos minerais. O
objetivo desse estudo foi avaliar o comportamento da fasciolose em ovinos da raca
Santa Inés experimentalmente infectados e observar os parametros parasitologicos,

hematoldgicos e clinicos.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da ovinocultura

Os ovinos estdo entre as primeiras espécies de animais domesticadas pelo
homem por serem fonte de alimento, de 18, de leite, de tracdo e de protecéo (couro),
gue eram de extrema importancia para a sobrevivéncia humana (Bruna 2015). A
ovinocultura, seja para fins econémicos ou de subsisténcia, € praticada no mundo
inteiro e chega a, aproximadamente, um bilhdo de animais, sendo a espécie com
maior numero de racas catalogadas, segundo dados da FAO (2013). A capacidade
de adaptacdo a diferentes climas, relevos, vegetacoes, resultado do processo de
domesticacédo e posterior selecdo, € um dos fatores que possibilitaram esse sucesso
de expanséo a nivel mundial (Bruna 2015).

Inicialmente, a ovinocultura no Brasil foi uma atividade econdmica praticada
no Sul do pais e posteriormente, implementada e praticada como forma de
subsisténcia nas regides Norte e Nordeste do pais. Porém, nos ultimos anos, varios
criadores e pecuaristas em todas as regides brasileiras comecaram a utilizar essa
atividade como alternativa econdmica viavel e sustentavel na diversificacdo da
producédo. Os investimentos que comecaram a ocorrer na ovinocultura justificam-se
pela boa receptividade que a carne de cordeiro tem tido em segmentos da alta
gastronomia, além de ser fonte proteica para populacbes de baixa renda,
principalmente nas regides nordeste do Brasil e norte de Minas Gerais. No Brasil
estima-se que o rebanho ovino seja da ordem de 18.410.551 milh6es de animais,
distribuidos em todo o territério nacional e com maior concentracdo nas regides
Nordeste (11.149.336), Sul (4.877.671), Centro-oeste (1.027.552), Sudeste

(700.336) e Norte (655.656), com caracteristicas distintas em termos de raca e



sistema de criacdo (IBGE 2015). Minas Gerais possui 225.893 mil animais, sendo
gue ovinos da raca Santa Inés, oriunda do nordeste do Brasil, e seus cruzamentos
predominam na maioria das criagdes no estado. Uma das limitacdes na exploragao
econdmica da ovinocultura em todo o mundo sao as helmintoses, gastrointestinais e

hepatica (Lima et al. 2009), destacando a fasciolose, assunto deste trabalho.

2.2 Historico de Fasciola hepatica

Segundo Resende (1979), tem-se conhecimento da F. hepatica desde o
século IX, com o relato da “doencga do figado de ovinos, no 1° Tratado de Saude
Animal do Mundo Arabe”.

Segundo Andrews (1999), Jean de Brie (1379) publicou um tratado realizado
para o Rei da Franca, Charles V, sobre gestdo e producéo de |& em ovinos, quando
mencionou a presenca de doenca hepatica nos animais denominada, na época, de
‘doenca do apodrecimento do figado”, atualmente reconhecida como “Black
Disease”. Ainda na mesma revisdo, Andrews (1999) relatou que Francisco Redi
encontrou parasitos no figado de um ovino em 1668, época em que demostrou a
ocorréncia de oviposicdo e realizou a primeira descricdo morfolégica da forma
adulta.

Frank Nicholls (1755), por sua vez, também observou a "podriddo do figado”
em bovinos, relatando ainda que os ductos biliares estavam bloqueados por “uma
parede de pedra” em volta dos helmintos, como reconhecido nos textos atuais pelo
fendbmeno de calcificacdo. Este mesmo autor também descreve que a confirmacgao
de Lymnaea truncatula como hospedeiro intermediario de F. hepatica ocorreu
simultaneamente na Inglaterra por Thomas (1882) e na Alemanha por Leuckart
(1882). Segundo o mesmo autor, o desenvolvimento de F. hepatica no hospedeiro

definitivo foi descrito em 1914 por Dimitry Sinitsin em coelhos.
2.3 Taxonomia
Segundo Yamaguti (1961), a espécie Fasciola hepatica pertence ao Reino

Animalia, Filo Platyhelminthes, Classe Trematoda (Rudolphi, 1808), Sub-Classe
Digenea (Van Beneden, 1858), Familia Fasciolidae (Railliet, 1895), Sub-Familia



Fasciolinae (Hassal, 1898), Género Fasciola (Linnaeus, 1758), Espécie Fasciola

hepatica (Linnaeus, 1758).

2.4 Ciclo biolodgico

As formas adultas do parasito séo encontradas nos ductos biliares e eliminam
ovos nao embrionados nas fezes dos hospedeiros definitivos. No ambiente, o ovo
em contato com agua, forma-se no seu interior a larva denominada miracidio, em um
periodo de oito a 14 dias, dependendo dos fatores ambientais, como a temperatura,
a luminosidade e a oxigenacdo (Ueta 1980). O miracidio eclode, se locomove
ativamente com o auxilio das placas ciliadas, até encontrar o hospedeiro
intermediario, os moluscos limneideos, como os do género Lymnaea. O miracidio
penetra nas partes moles do molusco, transforma-se em esporocisto, contendo no
seu interior células germinativas que originam outra forma evolutiva, as rédias. As
rédias apresentam abertura bucal, tubo digestivo primitivo, poro de nascimento e
células germinativas que originam as cercarias. Dependendo das condi¢des
ambientais, podera ocorrer segunda geracdo de rédias. As cercarias, quando
formadas, saem de dentro da rédia pelo poro de nascimento, podendo alcancar o
meio externo migrando pelo colar do manto. No ambiente aquatico, as cercarias
movimentam-se com ajuda de sua cauda até encontrar substrato para fixar-se. Apos
a fixacao, a cercaria, com as secrecdes das glandulas cistogénicas, transforma em
metacercaria, forma infectante para os hospedeiros definitivos. O periodo da
penetracdo do miracidio no molusco até a eliminacédo das cercarias varia entre 50 a
60 dias. Os hospedeiros definitivos se infectam ao ingerirem vegetacdo ou agua
contendo as metacercarias. Apos a ingestdo, as metacercarias dessencistam-se no
trato gastrointestinal e os parasitos jovens atravessam a parede do intestino
delgado, alcancam a cavidade peritoneal e migram até atingirem o figado. Apds
atravessar a capsula hepatica, os parasitos imaturos migram pelo parénquima
hepatico, onde se alimentam de tecidos, restos celulares e sangue. A partir de 45
dias atingem os ductos biliares, alcancando a maturidade. Os ovos comecam a ser
eliminados juntamente com as fezes em torno de 60-70 dias (Silva et al. 1994,
Andrews 1999).



2.5 Epidemiologia

2.5.1 No Brasil

Na atividade pecuéria brasileira, a expansao de F. hepatica ocorre de véarias
maneiras. Entretanto, alguns aspectos merecem atencao, como fatores ambientais,
clima da regido, indice pluviométrico, temperatura, tipo de relevo, tipo de vegetacéo
e pastagens, e fatores econémicos como, a comercializacdo (exportacédo e
importacdo) de animais sem fiscalizacdo sanitaria adequada, assim como o
desconhecimento da fasciolose por técnicos e pecuaristas (Honer 1979, Serra-Freire
et al. 1999, Lima et al. 2009).

No Brasil, diversos estudos tém sido realizados para avaliar a prevaléncia de F.
hepatica em ruminantes (Silva et al. 1980, Ueno et al. 1982, Serra-Freire et al. 1995,
Luz et al. 1992, Caldas et al. 1995, Faria et al. 2005, Lima et al. 2009, Dracz et al
2014, 2016). O primeiro relato sobre F. hepatica foi feito por Lutz (1921), que
encontrou o parasito em figados de bovinos no municipio de Trés Rios, estado do
Rio de Janeiro. A partir de entdo, os estudos realizados, foram baseados
principalmente na ocorréncia e/ou prevaléncia da fasciolose em bovinos abatidos em
frigorificos.

Pécego (1925) realizou um dos primeiros trabalhos no Brasil sobre a presenca
da F. hepatica em figados de bovinos inspecionados em abatedouros no Rio Grande
do Sul. Revelando uma variacdo nas taxas anuais de 1,9% a 21% de infeccao pelo
parasito, no periodo de 1918 e 1925. Mais tarde, Oliveira (1932) examinou 158.467
figados de bovinos provenientes de 16 diferentes municipios do Rio Grande do Sul
abatidos em frigorifico, revelando uma taxa de prevaléncia de 11,8%.

No Estado do Rio de Janeiro, Silva (1936), ao estudar a prevaléncia de F.
hepatica em bovinos abatidos em matadouros municipais, verificou, em 866.180
bovinos abatidos no periodo de 1927 a 1935, taxa de infeccdo de 0,23% (Coelho
2001, Oliveira 2008).

Ribeiro (1949) avaliou condenac¢fes de carcacas e visceras de bovinos em
matadouros do Brasil Central, nos estados de S&o Paulo, Mato Grosso, Goias e
zona do Triangulo Mineiro, relatando incidéncia de 2,9% e 3,4% para 0s anos de
1946 e 1947 (Dacal et al. 1988, Coelho 2001, Oliveira 2008).



Segundo Honer (1979) o problema da fasciolose no pais, nessa época, tinha
dois aspectos importantes: um com relagdo a dispersao, na regido centro-sul, onde a
fasciolose ocorria nas criagdes intensivas de gado de leite, e a outra na regiao sul,
onde a doenca estava presente em rebanhos de criacdes extensivas de gado de
corte, sendo a regido sul, a area que apresentava maior ocorréncia no Brasil. Outra
area que comecou a chamar atencdo foi a regido sudeste, no Vale do Paraiba,
estado de S&o Paulo.

Ueno et al. (1982), com o objetivo avaliar a importadncia econdémica da
fasciolose no estado do Rio Grande do Sul, utilizaram dados obtidos pelo Servigo de
Inspecao Sanitaria dos principais matadouros do estado e observaram que as taxas
anuais de figados condenados por fasciolose variaram entre 12-13% em bovinos e
7% em ovinos.

Santos et al. (2000), no municipio de Itajai, estado do Rio de Janeiro,
realizaram estudo helmintolégico em animais explorados por pequenos produtores.
No estudo, observou-se a presenca de ovos de F. hepatica em 100% dos animais
amostrados, como equinos, ovinos e caprinos, explorados em pastejo consorciado.
Os autores relataram ser este o primeiro caso da fasciolose em equinos, ovinos e
caprinos da Regido Sudeste do Brasil.

Pile et al. (2001) estudaram, no municipio de Marica, Rio de Janeiro, a
presenca de ovos de F. hepatica nas fezes de bufalos jovens e adultos utilizando a
técnica de Quatro tamises, detectando indice de ocorréncia de 2,5%.

Bernardo et al. (2011) avaliaram as perdas econdmicas e a porcentagem de
condenacdo devido a fasciolose no estado do Espirito Santo. Analisando dados
oriundos de um matadouro localizado no municipio de Atilio Vivacqua, observaram
gue a prevaléncia de condenagcdo aumentou consideravelmente, sendo de 15,24%
em 2006, 23,93% em 2007, 28,57% em 2008 e de 28,24% em 2009, em um total de
110.956 bovinos abatidos nesse periodo.

Bennema et al. (2014) utilizaram dados georreferenciados da prevaléncia de F.
hepatica em bovinos abatidos em 1.032 municipios do pais, onde figados foram
condenados por causa do parasito pelo Servico de Inspecdo Federal (MAPA/SIF).
Nesse estudo, em onze estados observou-se pelo menos um animal infectado:
Espirito Santo, Goias, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Pard,

Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Sao Paulo. Entretanto,



a prevaléncia mais elevada da fasciolose foi observada nos estados do Sul, com
presenca de focos da doenca ao longo do litoral do Parani e Santa Catarina e no
Rio Grande do Sul.

2.5.2 Minas Gerais

No estado de Minas Gerais o primeiro bovino infectado por F. hepatica foi
necropsiado por Carvalho (1940) em Vicosa, regido da zona da mata.

Dacal (1979) realizou um estudo no sudeste do Brasil, identificando
parasitismo por F. hepatica em rebanhos comerciais e em moluscos do género
Lymnaea, sugerindo que a populagdo humana, os rebanhos bovinos, ovinos e
suinos de Minas Gerais, particularmente, aqueles proximos do Vale do Rio Paraiba,
estavam sujeitos a infecéo pelo parasito.

Caldas et al. (1995) realizaram um estudo no estado de Minas Gerais de 51
municipios pertencentes a seis mesorregibes, por meio de exames
coproparasitologicos de 3086 bovinos distribuidos em 205 propriedades rurais.
Observaram prevaléncia de 1,49% de F. hepatica para as seis mesorregides de
Minas Gerais, sendo as prevaléncias distribuidas em Belo Horizonte (1,80%), Itabira
(0,6%), Divindpolis (1,3%), Itajuba (9,05%), Pocos de Caldas (0,26%) e Varginha
(0,51%).

Faria et al. (2000) realizaram um estudo no municipio de Itajubd, e também
observaram uma das maiores taxas de prevaléncia do estado, sendo que, das
propriedades estudadas, 47,9%, apresentavam, pelo menos, um animal parasitado.
Os resultados dos exames corpoparasitolégicos dos rebanhos leiteiros do municipio
apresentaram prevaléncia entre 9 e 13% dos bovinos positivos para F. hepatica.

Coelho et al. (2003), estudando a dinamica da infeccdo no hospedeiro
intermediario também em Itajubd, encontraram 1,92% moluscos Lymnaea columella
infectados naturalmente por diferentes estadios evolutivos de F. hepatica. Coelho et
al. (2003), estudando a variacdo populacional de L. columella e sua taxa de
infeccdo natural por F. hepatica no municipio de Itajuba, observou que a populacao
de moluscos aumentava de junho a novembro e decrescia de dezembro a fevereiro.

Faria et al. (2005), também em Itajuba, estudaram a flutuacdo na prevaléncia

da fasciolose em animais cruzados durante 12 meses e observaram que 0s animais



apresentavam ovos de F. hepatica durante o ano inteiro, e a maior postura de ovos
ocorreu entre 0s meses de margo e outubro.

Lima et al. (2009) demonstraram a prevaléncia da fasciolose hepatica em
bovinos de 16 municipios de Minas Gerais, sendo que as cidades que apresentaram
maiores indices foram de Itajuba (70%), Piranguinho, Cachoeira de Minas (40%),
Careacu e Brasopolis (30%). Ainda no mesmo trabalho, os autores coletaram
moluscos da espécie Lymnaea columella nos municipios, mas, apenas em Itajuba,
encontrou-se infeccdo com taxa de infeccdo 2.96%. Tais achados indicam a
possibilidade do surgimento de novas areas de transmissao e disseminacdo da
fasciolose.

Dracz & Lima (2014) avaliaram a ocorréncia da F. hepatica em fezes de
bovinos e bufalos provenientes dos municipios de Sao José da Lapa e Pedro
Leopoldo, observando ocorréncia de 18,75% para bovinos e 28,73% para bubalinos.
Esse foi o primeiro trabalho a relatar a infecgdo natural de bufalos no estado de

Minas Gerais.

2.6 Patogenia da fasciolose ovina

As lesbes causadas por F. hepatica em figados de ovinos vém sendo
relatadas por varios autores (Sinclair 1962, Boray 1967, Dow et al. 1968, Presidente
1975, Rushton & Murray 1977, Dargie 1987, Chauvin 1995, Bostelmann et al. 2000,
Mekroud et al. 2007, Rojas et al. 2015).

Kendall & Parfitt (1962) observaram, em estudos com ovinos, que 0s estagios
imaturos migravam através da parede intestinal, rompendo camadas mucosa,
submucosa, muscular e serosa, chegando a cavidade peritoneal em 72 horas. Apés
0s estagios imaturos entrarem na cavidade abdominal, continuam migrando entre
varios 6rgaos, chegando ao figado aproximadamente 90 horas apds a infecgao.

Apés a chegada ao parénquima hepatico, os estagios imaturos penetram na
capsula hepatica, dando inicio ao processo de migragcao, que ocorre de 15 a 45 dias.
As migracdes dos estagios imaturos pelo figado caracterizam a fase aguda da
doenca, com destruicdo do parénquima hepatico, dos vasos sanguineos, dos ductos
biliares, provocando micro hemorragias e trombose. As lesdes hepaticas aumentam

de acordo com o desenvolvimento dos parasitos, da abrasdo causada pelos



espinhos presentes no tegumento, da acdo mecanica das ventosas oral e ventral e
da liberagéo de proteases, bem como a suscetibilidade do hospedeiro.

Os estagios imaturos e adultos, ao longo do ciclo biolégico produzem e
liberam grandes quantidades de moléculas denominadas de produtos de
excrecao/secrecao (ES). Esses produtos contém enzimas, que auxiliam na
progressdo do parasito pelo intestino e parénquima hepatico, na destruicdo das
proteinas intersticiais da matriz, como a fibronectina, a laminina e o colageno, na
aquisicao de nutrientes por catabolizacdo das proteinas do hospedeiro em peptideos
absorviveis, na modulacdo do sistema imune do hospedeiro por clivagem das
imunoglobulinas, reducéo da atividade dos linfocitos, ativacdo da via alternativa dos
macrofagos e inducéo de apoptose (Dixit et al. 2008, Cancela 2008; Escamilla et al.
2016).

No trajeto percorrido pelos estagios imaturos, ja foram encontrados restos
celulares, eritrocitos, linfocitos, neutrofilos, eosindfilos e macréfagos. Os casos de
morte do hospedeiro na fase aguda sédo devido as consequéncias das migracoes
hepaticas realizadas pelos estagios imaturos, que comprometem a integridade do
figado e causam alteracbes na composicdo do sangue dos hospedeiros,
principalmente nos eritrocitos, nos leucocitos e componentes, como as proteinas
plasmaticas, proteinas hepaticas e minerais (Sinclair 1967, Boray 1967, Rushton &
Murray 1977, Dargie 1987, Chauvin 1995, Behm & Sangster 1999, Hacariz et al.
2009 Rojas et al. 2015.).

Nos ductos biliares, os estagios imaturos comecam a ingerir sangue e
transformam-se em parasitos adultos, caracterizando a fase crénica da doenca.
Enquanto o parénquima hepatico recupera-se do processo inflamatério, o epitélio
dos ductos biliares, hepaticos e areas adjacentes tornam-se inflamados (Sinclair
1967). Nessa fase, a anemia torna-se acentuada devido a intensa espoliacédo
sanguinea, sendo um dos fatores relacionados a mortalidade do hospedeiro. Os
parasitos adultos provocam descamacédo e ulceracdo dos ductos biliares e, como
resposta a irritacdo mecanica, o organismo modifica a sua estrutura, tornando a
parede dos ductos espessada e hiperplasica resultando numa colangiohepatite
(Sinclair 1967, Dow et al. 1968, Rushton & Murray 1977, Bostelmann et al. 2000).
Isso ocorre devido a infiltracdo de fibroblastos, que sdo diretamente responsaveis

pelos processos de fibrose ocorridos no figado. A hiperplasia dos ductos biliares



acentua-se com o decorrer da infecgdo, atingindo niveis extremos, levando a
necrose desses ductos e ao quadro de hemorragia (Sinclair 1967; Boray 1967, Dow
et al., 1968, Rushton & Murray 1977, Behm & Sangster 1999). Além disso, a
presenca dos parasitos nos ductos biliares pode interferir na secrecéo e drenagem
da bile para o intestino, podendo provocar alteracdo da absorcdo de nutrientes. A
fibrose no figado torna-se grave em infec¢Bes mais intensas ou prolongadas, sendo
mais marcante em bovinos quando comparado aos ovinos (Dawes & Hughes 1964,
Ross et al., 1966, Boray 1969, Rushton & Murray 1977).

Os mecanismos envolvidos nas respostas do hospedeiro e as estratégias de
sobrevivéncia do parasito mostram-se bastante complexos. A patogénese da
fasciolose pode ser compreendida a partir da ingestdo das metacercarias, com
densencistamento no intestino delgado, onde ocorre a primeira interagdo entre o
parasito e os tecidos do hospedeiro definitivo, sendo diretamente associada a
espécie de hospedeiro, a carga parasitaria resultante e as caracteristicas
bioquimicas do parasito durante os diferentes estagios de seu desenvolvimento
(Sinclair 1967, Boray 1967, Rushton & Murray 1977, Dargie 1987, Behm & Sangster
1999).

2.7 Sinais clinicos nos ovinos

A evolucao clinica da fasciolose € muito variavel e depende da espécie de
Fasciola envolvida na infeccdo, da carga parasitaria, da resposta imune do
hospedeiro, da fase e da duracdo da infeccéo, entre outros (Boray 1967, Hawkins &
Morris 1978, Haroun & Hillyer 1986, Behm & Sangster 1999, Rojo-Vazquez et al.
2012).

Sinclair (1962), com o objetivo de avaliar alguns aspectos da patologia clinica
da fasciolose, infectou oito borregos da raca Cross-Kerry com 10 meses de idade e
dois grupos foram formados. O grupo A recebeu 600 metacercarias em dose Unica
e 0 grupo B recebeu quatro doses de 150 metacercéarias semanalmente. Os animais
infectados apresentaram reducdo do apetite aos 7 dpi; aos 30 dpi ficaram

prostrados, houve redugdo na ruminacdo e na producdo de fezes, além de

10



polidipsia; aos 90 dpi apresentaram mucosas pélidas, fraqueza muscular, cabeca
baixa, pelagem opaca, presenga de edema submandibular e ascite.

Boray (1967), para estudar os aspectos clinicos em ovinos, infectou 148
animais da raca Merino por F. hepatica. As doses de metacercarias variaram de 200
a 10.000. Observou-se que os ovinos infectados com 200 metacercarias nao
apresentaram sinais clinicos e ganharam 5 kg em 175 dias de estudo. Os ovinos que
receberam 500 metacercarias apresentaram ligeira inapeténcia nas duas primeiras
semanas ap0s a infeccdo; no entanto, ganharam 4,68 kg nos primeiros 84 dias de
estudo. Dos 15 ovinos infectados com 500 metacercarias, 10 apresentaram anemia
progressiva aos 105 dpi, morrendo ou sendo sacrificados entre os 168 a 273 dpi. As
infeccbes com 1.000 a 2.000 metacercarias causaram inapeténcia temporaria, perda
de peso entre os 14 e 28 dpi, seguidos de algum ganho entre os 49 e 56 dpi; porém,
apos esse intervalo, os ovinos perderam peso gradualmente. Alguns ovinos entre os
56 e 70 dpi apresentaram constipacdo, ascite e dor abdominal, além das mucosas
oculares apresentarem-se com coloracdo amarelo-avermelhada. No entanto, alguns
ovinos melhoravam a condicéo fisica entre os 70 e 91 dpi, mas, aos 98 dpi, alguns
ovinos apresentavam mucosa ocular palida, perda de 7 kg de peso, |a opaca que se
desprendia com facilidade, ascite grave e morte, registrada entre os 112 e 182 dpi.
As infeccdes com 4.000 a 10.000 metacercéarias causaram, em todos 0s ovinos, aos
14 dpi, inapeténcia, aos 21 dpi, perda de peso, entre os 35 e 42 dpi, anemia
progressiva. A morte de dois ovinos, um infectado com 4.000 metacercarias e 0
outro com 6.000, ocorreu entre 28 e 35 dpi. Aos 56 dpi, dor abdominal e ascite,
mucosa ocular com coloracdo amarelo-esbranquicada, fezes ressecadas, além de
alguns perderem em média 9 kg de peso antes de morrer, sendo que a perda
maxima chegou a 18 kg. Os ovinos infectados com 100 a 1.000 metacercarias
morreram de fasciolose crbnica, 0os ovinos que receberam carga parasitaria superior
a essa, morreram da forma aguda ou subaguda. Os sinais clinicos observados nos
ovinos infectados com 200 a 700 metacercarias foram atribuidos a anemia
progressiva e crénica observada aos 91 dpi. No entanto, nos ovinos que receberam
1.000 metacercarias ou carga superior, 0s sinais clinicos foram relacionados a
anemia devido a hemorragia em multiplas areas do parénquima hepatico, provocada

pela migracdo dos estagios imaturos, e a intensa reparacdo do tecido hepético, o
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que pode ter prolongando a migracdo no parénquima hepético e,
consequentemente, aumentando ainda mais as lesdes no figado.

Presidente et al. (1975) infectaram seis borregos mesti¢os (Cheviot X Lester),
de seis meses de idade, com carga parasitaria variando de 100, 500 e 2.500
metacercérias de F. hepatica e relataram que apenas um ovino infectado com 2.500
metacercérias apresentou, durante o estudo, distensdo abdominal, mucosas palidas
e perda de peso, morrendo aos 105 dpi.

Sinclair (1975) infectou 16 ovinos da raga Clun com 18 meses de idade, e
observou que os ovinos que receberam 1.000 metacercarias de F. hepatica
apresentaram, aos 42 dpi, inapeténcia e desconforto abdominal; aos 56 dpi, ocorreu
perda da condi¢cdo corporal; e, aos 91 dpi, perderam 2kg de peso médio. Sugeriu
gue a inapeténcia poderia estar relacionada a falha na sintese de proteina ou devido
a perda de proteina plasmatica, pois ocorreu hipoalbunemia.

Berry & Dargie (1976) observaram que os ovinos da raga Blackface com
fasciolose apresentavam sinais clinicos, como inapeténcia, perda de peso, fraqueza,
palidez das mucosas e na maioria dos casos edema submandibular.

Dargie (1987) associou a falta de apetite nos ovinos infectados a presenca
dos parasitos adultos nos ductos biliares, que aparece apenas durante a primeira
fase da infeccdo aguda grave.

Na fasciolose, encontram-se duas formas de manifestacdes clinicas bem
caracterizadas. A fase aguda, onde os sinais clinicos caracteristicos sdo dor
abdominal, perda de peso, anemia, hepatomegalia e febre, resultado das lesdes
causadas pela migracdo dos helmintos imaturos através do parénquima hepatico
(Sinclair 1962, Boray 1967, Rushton & Murray 1977, Rojo-Vazquez et al. 2012). Nos
casos de alta carga parasitaria, os estagios imaturos podem causar a morte subita
na fase aguda por hepatite traumatica (Boray 1967). Ainda na fase aguda, Rojo-
Vazquez et al. (2012) sugerem que a observacdo minuciosa do rebanho de ovinos
permite a identificacdo de outros sinais clinicos, como mucosas palidas, letargia e
dispnéia quando em movimento, figado palpavel e ascite. Em alguns casos durante
a fase aguda, podem ser evidenciadas perdas de até 25% de um rebanho quando
ocorre surtos (Behm & Sangster 1999). A fase aguda, associada a morte e hepatite
no rebanho de ovinos, deve-se a ingestao de grande numero de metacercarias em

um curto periodo de tempo, segundo Rojo-Vazquez et al. (2012). Admite-se que o

12



maior grau de infecdo dos ovinos deve-se a muitos fatores, como os seus héabitos
alimentares, uma vez que estes se alimentam das por¢cdes mais baixas da
vegetacao, onde h& maior concentracdo de metacercérias, ao contrario dos bovinos
gue ingerem a porcao mais alta da vegetacéo.

A fase crbnica, por sua vez, € caracterizada pela presenca dos parasitos
adultos nos ductos biliares, onde induzem colangite, hiperplasia do epitélio e
extensas areas de fibrose (Rushton & Murray 1977, Behm Sangster 1999, Rojo-
Vazquez et al. 2012). Na Europa, a fasciolose crénica € a forma mais comum da
doenca. A infeccdo ocorre especialmente no outono e inverno, quatro a cinco meses
apos a ingestdo de numero baixo/moderado de metacercarias. Nestes estudos,
relataram ainda, que a infeccdo € mais grave em animais desnutridos ou quando as
exigéncias nutricionais séo elevadas, como no final da gravidez ou inicio da
lactacdo, onde ocorre perda progressiva da condicdo corporal (Rojo-Vazquez et al.
2012). A fasciolose cronica € caracterizada por perda de peso, ascite,
desenvolvimento gradual de edema submandibular, anemia, hipoproteinemia,
hipoalbuminemia, elevada atividade enzimatica no figado, eosinofilia e, em cargas
parasitarias muito altas, a infeccdo pode levar o animal a morte (Behm & Sangster
1999).

Ha também a infeccdo subclinica, com grande importancia devido a
dificuldade de se diagnosticar e por causar varias perdas econémicas (Boray 1967,
Sinclair 1972, Berry & Dargie 1976, Hawkins & Morris 1978, Sykes et al. 1980,
Dargie 1987). No entanto, a caracterizacdo das fases da doenca em fasciolose
aguda, subclinica e cronica é pouco aplicavel na prética, pois diferentes fatores
afetam a evolucdo dos sinais clinicos da infeccdo (Rojo-Vazquez et al. 2012). A
manifestacédo da fasciolose subclinica ocorre de seis a 10 semanas ap0s a ingestao
das metacercérias; em casos fatais, quando presentes, sdo evidenciados sinais
clinicos uma a duas semanas antes do 6bito, tais como letargia, perda de condicéo
corporal, mucosas palidas e figado palpavel (Boray 1967, Sinclair 1975, Berry &
Dargie 1976, Hawkins & Morris 1978, Sykes et al. 1980, Dargie 1987). A doenca
subclinica é caracterizada por anemia devido a hemorragia hepética ser mais
prolongada do que na doenca aguda (Rojo-Vazquez et al. 2012). O grau de anorexia
tem sido associado com a intensidade da infec¢cdo, mas ndo ha nenhuma relacéo

clara entre a carga parasitaria e a reducéo do apetite (Symons 1985, Dargie 1987).
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No entanto Ferre et al. (1994) relataram que infecgcbes com apenas 20 parasitos
adultos poderiam causar grande reducdo na ingestdo voluntéria de alimentos em
cordeiros. Contudo, Anil e Forbes (1980) e Ferre et al. (1994, 1995) atribuiram que
a reducdo do apetite poderia estar relacionada a funcdo hepatica comprometida,
devido ao aumento das concentracfes plasmaticas de acidos biliares e a reducéo no
fluxo da bile, que contribuiram para as lesdes no figado e conduziram a reducdo no
metabolismo de glicolipidico.

O comportamento clinico também varia com o tipo de hospedeiro,
apresentando-se a fasciolose de forma bastante distinta. Em situagbes a campo, 0s
animais estdo em constante contato com o parasito, resultando em sintomas de fase
aguda e crbnica associados. A infeccao hepatica pode ser altamente patogénica,
levando a severa morbidade e a mortalidade dos hospedeiros (Boray 1967). Os
ovinos mostram-se susceptiveis, ndo adquirem resisténcia, a mortalidade ocorre
tanto na fase aguda quanto na crdnica e encontra-se associada a altas cargas
parasitarias, ocasionando anemia severa, perda das funcfes do tecido e, em alguns

casos hemorragia em outros tecidos (Boray 1967).

2.8 Diagndéstico

2.8.1 Diagndstico parasitologico

Diversos autores, entre eles Dennis et al., (1954), Taylor (1964), Happich &
Boray (1969) e Bendezu & Landa (1973), preconizam o exame coprologico como a
forma mais segura para o diagnostico da fasciolose crénica. O exame coproldgico
determina a presenca de ovos de Fasciola spp., 0 que indica a existéncia de
trematddeo adulto nos ductos biliares.

Vérias técnicas para o diagnostico coprolégico da fasciolose encontram-se
descritas na literatura. Segundo Girdo & Ueno (1985), no diagndstico parasitologico
a deteccdo de ovos nas fezes pode ser feita utilizando-se a técnica de
processamento pela filtracdo sequencial em dois tamises, “Flukefinder”, ou a técnica
de Quatro Tamises Metélicos modificada. Os autores observaram que a pipeta

usada para retirar o excesso de agua na placa de petri, resultante da lavagem do
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tamis ao recolher o sedimento, reteve aproximadamente 3% dos ovos de F. hepatica
e o tamis de 200 malhas/polegada 4,9%.

Abidu et al. (1996), com objetivo de diagnosticar fasciolose hepética em
ruminantes através de estudo comparativo entre a técnica de Girdo & Ueno ou
técnica dos quatro tamises com filtro de Visser e “flukefinder”, observaram
convergéncia nos resultados, mas concluiram que tais técnicas poderiam ser
utilizadas como rotina no diagnéstico da fasciolose.

Faria et al. (2008), com o objetivo de avaliar o grau de concordancia entre as
técnicas de quatro tamises e de filtracdo sequencial utilizando 1076 amostras de
fezes de bovinos, observaram que ambas as técnicas possuem 92,7% sensibilidade
e 94,9% de especificidade, sendo as duas técnicas apropriadas para a deteccao de
ovos de F. hepatica. No entanto, a técnica de quatro tamises € de facil realizacao,
pois 0 material necessario para os exames sdo de facil obtencédo, baixo custo de
confeccao e de manutencdo dos tamises.

Na escolha da técnica empregada para deteccdo de ovos de F. hepatica, a
eficiéncia é fator importante, devido a necessidade de resultados confiaveis.
Entretanto, a operacionalizacdo deve ser levada em consideracdo, na tentativa de
reduzir os custos, o tempo empregado na elaboracdo dos exames, sem que iSSO

afete a qualidade dos resultados (Faria et al. 2008).

2.8.2 Diagnéstico clinico

O diagnostico clinico deve basear-se em varios fatores e ndo somente nos
sinais clinicos apresentados pelo animal, pois muitos animais apresentam a doenca
de forma subclinica. Os sinais clinicos podem variar, dependendo da carga
parasitaria, da fase de desenvolvimento dos parasitos e da espécie de hospedeiro
envolvido. Mesmo assim quando os sinais clinicos sdo evidenciados, ndo sao sinais
patognomonicos, mas apesar disso, Sdo sinais que levam o veterinario a suspeitar
da fasciolose (Urquart et al. 1996, Faria et al. 2005, Lima et al. 2009).

Segundo Rojo-Vazquez et al. (2012), na forma aguda da fasciolose, 0s ovinos
podem apresentar mucosas hipocrémicas, atividade de pastejo diminuida, relutantes
em movimentar-se e podem ocorrer mortes subitas de animais que aparentemente

estavam saudaveis. Na fasciolose subclinica, apesar das lesées no figado, os ovinos
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podem ndo apresentar sinais clinicos evidentes, mas quando observados
geralmente sdo de baixa condicdo corporal, baixa qualidade da |& e mucosas
hipocromicas.

A fasciolose crbnica é caracterizada por perda progressiva da condicédo
corporal, emaciacdo e edemas em algumas partes do corpo, especialmente na
regiado do abdomen e submandibular. Segundo Rojo-Vazquez et al. (2012), na
Europa, além das mucosas hipocrdmicas, algumas mortes podem ser observadas,
especialmente quando a infeccdo ocorre em momentos como a prenhez ou a
lactacéo.

Os sinais clinicos na fase crénica sdo mais evidentes, os animais podem
apresentar emaciacéo, anorexia, perda de peso, desidratacao, ictericia, edema e/ou
ascite, mucosas hipocromicas, pelo seco e quebradico, constipacdo ou diarreia,
disturbios digestivos e morte em condi¢cbes de intenso parasitismo, especialmente
em animais jovens (Sinclair 1962, Boray 1969, Murray & Rushton 1977, Sykes et al.

1980, Ferre et al. (1995), Rojo-Vazquez et al. 2012).

2.8.2.1 Famacha

O nome do método €& decorrente das iniciais do seu idealizador, o Dr.
Francois Malan. Malan & Van Wyk (1992) associaram a incidéncia do Haemonchus
contortus com o hematdcrito e correlacionaram os valores do hematocrito com
diferentes colora¢cBes de conjuntiva. Com o auxilio da computacdo grafica, a partir
da fotografia da mucosa ocular de véarios animais, foram estabelecidos 5 graus de
anemia apresentando correlacdo de 0,8 e confiabilidade de 95% nas infeccbes por
H. contortus (Malan et al. 2001). As diferentes coloracbes de conjuntiva,
correspondentes a classificacdo de 1 a 5 no grau de anemia, variam entre vermelho,
rosa-vermelho, rosa, rosa-palido e branco. Olah et. al. (2015), utilizando estes
parametros, avaliaram o potencial do método de Famacha®© em predizer a existéncia
de outros parasitos hematofagos, especificamente a F. hepatica em ovinos. Os
resultados obtidos revelaram que o método Famacha© pode ser usado para
identificar os ovinos com elevada carga parasitaria. Apesar da forte correlacdo, o
escore Famacha© e a carga parasitaria sdo variaveis que correlacionaram

moderadamente com hematoécrito.
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2.8.2.2 Escore de condicao corporal

Machado et al. (2008) relataram que Jefferies (1961), na Escdcia, foi quem
idealizou o método de avaliagdo da condicdo corporal para ovinos, baseado na
escala de 0 a 5 pontos, o escore de condi¢cdo corporal variando de muito magra a
muito gorda. Avaliacdo da condicao corporal é medida subjetiva de avaliar o estado
nutricional dos ruminantes por meio da classificacdo dos animais em funcdo da
cobertura muscular e da massa de gordura. Portanto, o escore de condi¢ao corporal
(ECC) é realizado por meio de avaliacdo visual e/ou tétil, representando uma
ferramenta importante de manejo. O método é rapido, pratico e barato, reflete as
reservas energéticas dos animais e auxilia na indicacdo de praticas a serem
adotadas no manejo nutricional do rebanho. Ha diferentes escalas de escores, as
guais variam no conceito, nos pontos de observacéo e na espécie animal a qual sao
aplicados. As notas sédo dadas aos animais de acordo com a quantidade de reservas
teciduais, especialmente de gordura e de musculos, em determinadas regifes do
corpo, frequentemente associadas a marcos anatdomicos especificos, tais como
determinadas protuberancias 0Osseas: costelas, processos espinhosos da coluna
vertebral, processos transversos da coluna vertebral, vazio, ponta do ileo, base da
cauda, sacro e veértebras lombares. Os escores extremos, superior ou inferior, sdo
indesejaveis em qualquer escala e em qualquer espécie animal avaliado
(Rosemberg 1993).

2.8.2.3 Ganho de peso

Segundo Diiwel et al., ( 1972) apenas 38 parasitos adultos sdo capazes de
causar perda de peso em ovinos parasitados por F. hepatica. Berry & Dargie (1976)
realizaram estudo com ovinos experimentalmente infectados com F. hepatica,
relatando que o ganho de peso pode ser reduzido significativamente em ovinos
infectados com 45 parasitos adultos. Varios estudos tém mostrado que altas cargas
parasitarias, por exemplo acima de 350 vermes, podem causar grave perda de peso
e morte em ovinos adultos (Sinclair 1962, Boray 1969, Berry & Dargie 1976, Hawkins
& Morris 1978, Hawkins 1984).
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A perda de peso ocasionada por F. hepatica tem vérias etiologias distintas,
por exemplo, o aumento dos niveis de ureia plasmatica, indicando que a
desaminacdo de aminoacidos € aumentada dentro do intestino, coincidindo com o
aumento dos niveis de ureia no sangue, a hipertrofia hepatica, em consequéncia da
migracao dos estagios imaturos pelo parénquima hepético, e a ingestdo de proteinas
pelos parasitos adultos (Berry & Dargie 1976, Sykes et al. 1980).

A outra hipotese seria devido ao aumento na demanda de proteina pelo
desvio fisiol6gico de aminoacidos para atender aos requisitos de sintese de
proteinas no figado, na medula Ossea, no tecido linfoide decorrentes das
estimulacfes antigénicas e na passagem de proteinas do sangue para o intestino,
reduzindo a disponibilidade de aminoacidos para crescimento, ganho de peso, la e
leite (Darge et al. 1979).

O ganho de peso reduzido em ovinos tem duas causas aparentes: conversao
alimentar reduzida e anorexia (inapeténcia). Ovinos infectados com menos de 200
helmintos adultos ndo apresentaram anorexia significativa (Sinclair 1975, Berry &
Dargie 1976, Hawkins & Morris 1978, Dargie et al. 1979, Sykes et al. 1980, Ferre et
al. 1994), indicando que o ganho de peso, reduzido nessa fase da infeccdo é
comprometida devido a conversédo alimentar. Em infeccbes experimentais com dose
Unica em ovinos, a anorexia coincidiu com a entrada nos ductos biliares entre 42 e
49 dpi (Berry & Dargie de 1976, Dargie et al. 1979, Sykes et al. 1980, Ferre et al.
1994).

Raadsma et al. (2007) mostraram que durante o periodo experimental todos
os borregos infectados e controles ganharam peso em consequéncia da alimentacao
ser ad libitum e estarem em fase de crescimento. No entanto, quando comparou o
ganho de peso dos borregos infectados em relacdo aos controles, verificaram perda
de 1,5 Kg em média dos infectados aos 7 dpi e reducao significativa aos 14 dpi,
sendo que o rebanho foi incapaz de recuperar peso compensatorio durante o estudo

em relacao aos controles.

2.8.2.4 Influéncia da fasciolose no perfil hematoldgico de ovinos
Os valores hematolégicos sdo amplamente utilizados como valores de

referéncia para a espécie. No entanto, animais de diferentes racas, idades, sexo,
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estado fisiolégico (lactagdo, prenhez, reproducdo) e local de criagdo possuem
necessidades nutricionais, energéticas e metabdlicas diversas. Além desses fatores,
as helmintoses também podem influenciar nesses valores (Ferreira Neto et al. 1977).

O hemograma € um exame complementar, que fornece ao profissional varias
informacdes sobre o estado de salde dos animais. Por essa técnica pode-se avaliar
a resposta do sistema hematopoiético, diagnosticar doencas hematologicas, avaliar
a evolucao clinica provocadas em certas doencas, bem como as deficiéncias
nutricionais, sendo este o motivo pelo qual o exame de sangue é o mais solicitado
na rotina clinica, devido a sua praticidade e utilidade na pratica clinica. No entanto, a
anamnese e 0 exame clinico sdo essenciais para a interpretacdo dos dados
hematolégicos (Rosemberg 1993).

O hemograma é dividido em duas partes: o eritrograma, que compreende o
numero total de hemécias, hematdcrito, concentragdo de hemoglobina, VCM
(volume corpuscular médio), CHM (concentracdo de hemoglobina média), CHCM
(concentracdo de hemoglobina corpuscular média), e o leucograma, que avalia as
contagens de leucdcitos totais e diferenciais (Ferreira Neto et al. 1977).

A anemia é definida pela reducdo do niamero de hemacia, de hemoglobina ou
do hematdcrito abaixo dos valores de referéncia para a espécie. Constitui-se
raramente como uma doenca primaria, necessitando conhecer a etiologia da anemia
para que o tratamento racional seja empregado, pois ele ndo € direcionado somente
para anemia, exceto como medida de emergéncia (Ferreira Neto et al. 1977).

Jennings et al. (1955) observaram que cada F. hepatica poderia ingerir 0,2 mL
de sangue do hospedeiro durante o periodo de 24 horas. Um ovino pesando 20 Kg e
infectado com 200 metacercarias de F. hepatica, pode perder 4 mL de sangue por
dia e desenvolver algum tipo de anemia.

Alguns pesquisadores como Sinclair 1962, Boray 1967, Presidente et al.
1975, Berry & Dargie, 1976, estudaram a anemia em modelos experimentais e
verificaram que anemia € um sinal clinico marcante dos animais parasitados por
F. hepatica.

Dargie et al. (1979) atribuiram a anemia na fase inicial a hemorragia intra-

hepética, devido & migracdo dos estagios imaturos pelo parénquima hepatico.
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Sykes et al. (1980) também encontraram significativa reducéo dos eritrocitos e
hemoglobina em conjunto com maior MCV durante a fasciolose crénica subclinica
em ovinos, em comparagao com ovinos nao infectados.

Hawkins (1984) sugeriu que a hemoglobina e o hematdcrito podem ser
utilizados na previsédo da carga parasitaria e para indicar a probabilidade de morte
ou sobrevivéncia dos ovinos infectados. Ao final do estudo, concluiu que a morte
poderia ocorrer em ovinos infectados quando o hematdcrito fosse inferior a 15%.

Em contrapartida, Mekroud et al. (2007), trabalhando com 10 borregas do
cruzamento entre Ouled — Djellal x New Zealand de quatro meses de idade e
infectadas experimentalmente com 150 metacercarias de F. hepatica, relataram que,
durante os 140 dias de estudo, ndo observaram variacdo no numero de hemacias
dos ovinos infectados em comparacgao as cinco borregas nao infectadas.

Martinez-Pérez et al. (2014) relataram que os ovinos infectados com 200
metacercarias de F. hepatica reduziram o nimero de hemacias e hematocrito aos 14
dpi e observou que, aos 84 dpi, 0 niumero voltou a aumentar.

Raadsma et al. (2007), avaliando a resposta imune de borregos infectados,
relataram que o hematocrito durante os 70 dias de estudo foi inferior ao verificado
nos borregos nao infectados, e que, aos 63 dpi, observaram queda significativa no
hematdcrito dos borregos infectados, 26%, enquanto os borregos néo infectados

apresentavam hematdcrito acima de 30%.

2.8.2.5 Leucograma

Tem sido bem documentado que a infec¢cdo de ovinos por F. hepatica induz
aumento nas contagens médias dos leucdcitos totais na circulacdo e migracao de
grande quantidade leucécitos do sangue para o figado, especialmente de eosindfilos
(Sinclair 1962, Boray 1967, Dow et al. 1968, Rushton & Murray 1977, Sykes et al.
1980, Chauvin et al. 1995, Zhang et al. 2005, Hacariz et al. 2009, Rojas et al. 2015).

No caso da fasciolose em ovinos, 0 aumento do numero de eosinofilos no
sangue esta associado a dois momentos distintos da infeccdo. O primeiro quando os
estagios imaturos estdo migrando no parénquima hepético e o segundo quando os
parasitos comecam a entrar nos ductos biliares (Chauvin et. 1995, Raadsma et al.

2007). No entanto, a redugdo do numero de eosindfilos no sangue periférico de
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ovinos infectados pode ser devido a migracdo dos eosinéfilos para o figado, em
consequéncia das lesbes causadas pelos estagios imaturos (Ruston & Murray
1977).

Presidente et al. (1975) relataram que os borregos infectados aumentaram o
namero médio de eosindfilos a partir dos 14 dpi; também observaram dois picos nos
ndameros meédios de eosindfilos, o primeiro aos 28 dpi e o segundo aos 42 dpi.

Sinclair (1975) observou que o numero médio de eosin6filos nos ovinos
infectados comec¢ou aumentar aos 14 dpi e relatou o primeiro pico entre 56 e 70 dpi.

Ruston & Murray (1977) em estudo com ovinos infectados com 400
metacercéarias de F. hepatica mostraram que, nas lesdes encontradas nos figados
dos ovinos, a célula predominante é eosinofilo.

Chauvin et al. (1995), com objetivo de avaliar a resposta celular e humoral em
ovinos originados do cruzamento entre Vendeen x Belle Islois infectados com 150
metacercarias de F. hepatica, observaram que o nimero de eosindfilos no sangue
periférico comecgcou aumentar aos 14 dpi, apresentando pico aos 21 dpi.

Widjajanti et al. (2002) observaram correlacdo positiva entre o nimero de
eosindfilos e o niumero de parasitos recuperados no figado.

Zhang et al. (2005) observaram aumento bifasico com o0 primeiro pico nos
nameros médios dos eosinodfilos em ovinos infectados com 250 metacercarias de
F. hepatica aos 28 dpi e o segundo pico entre 63 e 70 dpi.

Simsek et al. (2006) demonstraram que a eosinofilia pode sugerir a presenca
de infeccéo provocada por helminto, mas a auséncia de eosinofilia ndo pode excluir
a presenca desses parasitos.

Raadsma et al. (2007) relataram aumento bifasico de eosindfilos em borregos
infectados, sendo o primeiro pico aos 28 dpi, seguido de reducdo aos 42 dpi e
posterior pico aos 63 dpi em relacdo aos borregos nao infectados.

Mekroud et al. (2007) observaram que borregas de raca mestica (Ouled-
Djellbal x New Zealand) infectados com 150 metacercarias de F. hepatica
apresentaram aumento bifasico no nimero de eosindéfilos, o primeiro aos 35 dpi e 0
segundo aos 91dpi.

Rojas et al. (2015) relataram a infiltragdo leucocitaria no figado de ovinos
infectados com 180 metacercarias de F. hepatica, com predominio de eosindfilos,

mas também observou-se macréfagos, neutrofilos e linfécitos.
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3 JUSTIFICATIVA

A fasciolose causada por Fasciola hepatica € uma zoonose, com distribui¢éo
cosmopolita e representa grande importancia econdmica na criagdo de ruminantes,
especialmente em ovinos, devido perda de peso, queda na producéo de leite, de
carne, de 1a e devido a abortos e gastos com tratamento. Os ovinos parasitados né&o
apresentam sinais patognomoénicos de fasciolose, podendo os sinais, serem
confundidos com os de outras doencas, incluindo as infecgdes subclinicas.

Essa helmintose tem sido descrita em todas as regides brasileiras e, em
Minas Gerais, tém ocorrido, nos ultimos anos, relatos de encontros de hospedeiros
definitivos como, bovinos, bubalinos, capivaras e hospedeiros intermediarios, como
a Lymnaea (= Pseudosuccinea) columella infectados por F. hepatica. Em situacdes a
campo, em areas enzoodticas, 0s animais estdo constantemente expostos a infec¢ao
e seus estagios evolutivos sdo encontrados no figado, podendo levar a grave
morbidade e mortalidade dos hospedeiros.

O desconhecimento da doenca pelos técnicos e criadores, além da
dificuldade de diagnéstico tanto parasitolégico quanto clinico, sdo fatores que
contribuem para a expansdo do parasito. A ovinocultura apresenta um momento
particular no Brasil, com diversificacdo de subprodutos, importacdo de animais e
producdo organica. A raca de ovinos Santa Inés, originaria no nordeste do Brasil,
apresenta caracteristicas especificas, como a boa adaptacdo as condi¢cdes tropicais
e subtropicais, 0 que a torna importante zootecnicamente. Deve-se salientar que um
dos fatores que interfere na exploracdo econémica dos ovinos sédo as helmintoses
gastrintestinais e a fasciolose. No entanto, existem poucos trabalhos sobre o
comportamento dos ovinos da raca Santa Inés infectados com F. hepatica, o que foi

objetivo deste trabalho.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivos gerais

Observar aspectos parasitologicos, clinicos e hematoldgicos em ovinos da

raca Santa Inés experimentalmente infectados por F. hepatica.

4.2 Objetivos especificos

a)

b)

c)

Acompanhar a dindmica da eliminacdo de ovos por grama de fezes (OPG)
dos ovinos da raca Santa Inés infectados experimentalmente por F. hepatica
na fase aguda e cronica da doenca.

Avaliar os sinais clinicos, escore de condi¢cdo corporal, ganho de peso dos
ovinos da raca Santa Inés infectados experimentalmente por F. hepatica na
fase aguda e crénica da doenca.

Acompanhar os valores hematolégicos (hematdécrito, hemacia, hemoglobina,
volume corpuscular meédio, concentracdo de hemoglobina média,
concentracdo de hemoglobina corpuscular média, plaquetas, leucdcitos totais
e diferenciais) de ovinos da raca Santa Inés infectados experimentalmente por

F. hepatica na fase aguda e cronica da doenca.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Obtencéo de ovos e miracidios

Os ovos utilizados para obtencdo de miracidios foram provenientes de fezes
coletadas de ovinos infectados por F. hepatica. As amostras de fezes foram
acondicionadas em sacos plasticos e transportadas em caixas de isopor contendo
gelo até o LABHELVET-ICB/UFMG para separacdo dos ovos segundo Girdo & Ueno
(1985). As amostras de fezes foram homogeneizadas, 2 g foram pesadas e
adicionadas em béquer com agua de torneira, posteriormente com auxilio de bastéao
de vidro foram maceradas. Em seguida, a mistura foi passada em conjunto de quatro
tamises sobrepostos na sequéncia de ordem 100, 180, 200 e 250 malhas/polegadas,
com aberturas de 174, 96, 87 e 65 ym, respectivamente. Os ovos de F. hepatica
retidos no ultimo tamis (250 malhas/polegada) foram recolhidos em copo plastico,
utilizando jato de agua no sentido oposto ao da lavagem. Esse conteudo foi
decantado e o sedimento transferido para placa de Petri. Os ovos foram coletados e
contados em microscopio estereoscopico no aumento de 20 X com auxilio de pipeta
de Pasteur e alocados em placa de Petri contendo agua e incubados em estufa a
27°C. Ap6s o 8° dia, as placas foram examinadas diariamente em microscépio
estereoscopio, para acompanhar o desenvolvimento dos miracidios. Quando os
miracidios estavam completamente formados, as placas foram colocadas sob foco
de luz incandescente de 60 watts a 50 cm distancia para induzir a eclosdo dos

miracidios, que foram utilizados no protocolo abaixo.

5.2 Origem e infeccdo experimental de Lymnaea columella por F. hepatica

Foram utilizados Lymnaea columella para as infecgcbes experimentais
provenientes do LABHELVET-ICB/UFMG. Os moluscos sdo mantidos em cubas
plasticas de tamanho 25x 6x 10 cm contendo 500 mL de agua desclorada e cinco
placas de isopor na medida de 4x 4x 1x para postura, cobertas com tela de malha de
2 mm de abertura, alimentados com folhas de alface “ad libitum” e racéo
balanceada, segundo Pelegrino e Katz, (1968), adicionado carbonato de célcio

(CaC03). A infeccdo dos moluscos foi realizada utilizando espécimes com tamanho
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de 4 a 5 mm de concha, colocados individualmente em pocos de placas de
poliestireno (FALCON® 3047) contendo 2 mL de agua desclorada onde foram
adicionados 3 miracidios com auxilio de pipeta de Pasteur, expostas a foco de luz
incandescente de 60 W a 50 cm distancia por 24 horas. Ao final desse periodo, cada
poco foi inspecionado em microscopio estereoscopico 40X para confirmacdo da
infeccdo. Posteriormente os moluscos foram transferidos para cubas plasticas de

criacdo e mantidos como descrito acima.
5.3 Obtencdo das metacercérias de F. hepatica

Aos 50 dias apos infec¢do, os moluscos foram transferidos para placa de petri
forradas com papel celofane contendo agua desclorada. Diariamente, as placas
foram examinadas em microscopio estereoscopio no aumento de 40 X para observar
a emergéncia de cercarias e a formacao de metacercarias.

Apés 72 horas de formadas as metacercarias, foram retiradas do papel
celofane com auxilio de agulha de insulina e transferidas para placas de Petri.
Amostras com 150 metacercarias foram armazenadas em &agar-agar gepulvert,
segundo Mendes e Lima (2012). Esse processo constitui resumidamente na
utilizacdo de seringas plasticas de 10 mL, cortadas transversalmente na regido do
bico e vedado com tampa plastica de tubo Falcon®. Foram pesadas 4 g de &gar-
agar gepulvert ®Merck Chemicals, Germany, diluido em 100 mL de 4gua aquecida a
70 °C em Becker. Em seguida a solucao foi homogeneizada, aquecida em Agitador
Magnético com Aquecimento CT-103 (CIENTEC) na velocidade de 100 rpm, durante
10 minutos, na temperatura de 50°C, para diluicdo uniforme. No interior da seringa,
no centro foi colocado bastdo de vidro com 0,5 cm de diametro. Este foi preso a
borda superior da seringa, por tampa plastica com orificio no centro. Posteriormente
a solucao de agar foi distribuida em cada seringa e imersa em caixa de isopor com
gelo. Apés o resfriamento do 4gar o bastdo de vidro foi retirado, e o orificio formado
preenchido com 150 metacercérias com auxilio de pipeta de Pasteur. Em seguida, 1
mL da solucdo do agar, foi colocada para vedar o orificio e o material armazenado

a 4 °C, até a utilizagao.
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5.4 Infeccao experimental dos ovinos da Raga Santa Inés por F. hepatica

Foram utilizadas 14 ovelhas da raga Santa Inés, com idade de dezoito meses,
peso médio de 24,5 kg. Os animais foram identificados com brincos plasticos
numerados e tratados com 200 pg/kg de doramectina (Dectomax- Laboratorio Pfizer)
via subcutanea contra helmintos gastrointestinais uma semana antes de realizar a
infeccao experimental por F. hepatica.

Os ovinos foram mantidos em uma propriedade localizada no municipio de
Curvelo-MG (18° 52’ 25.7” de Latitude Sul, 44° 36’ 32.4” de Longitude Oeste), onde
todo o experimento foi conduzido conforme definido na Resolucdo Normativa
CONCEA n° 22, de 25 de junho de 2015. Os procedimentos experimentais
realizados receberam aprovacdo prévia da Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA-UFMG) sob protocolo niumero 15/2016.

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos. Grupo 1 (G1),
composto de 9 ovinos infectados individualmente com 150 metacercarias de F.
hepatica e o grupo 2 (G2), controle, constituido de 5 ovinos nédo infectados. Os
animais do G1 foram contidos por imobilizacdo manual e receberam individualmente
por via oral as metacercarias inseridas nas seringas contendo gelatina. Apds a
inoculacdo, os animais foram monitorados durante uma hora para observar a
ocorréncia de reacfes adversas ou regurgitacdo do indculo. Durante todo periodo
experimental de 400 dias, os animais permaneceram alojados em duas baias
coletivas com solario na proporcdo de um animal por dois metros quadrados. As
baias possuiam piso ripado, de modo que as fezes e a urina ndo entrassem em
contato com os animais, facilitando a limpeza. As fezes eram recolhidas diariamente,
parte armazenada para andlise e o restante incinerado. Os animais de ambos os
grupos foram alimentados com silagem de milho, feno, racdo comercial (Guabi, 18%

proteina), sal mineral e agua ad libitum.

5.5 Cinética da eliminacéo de ovos por grama de fezes F. hepatica

Foram realizadas coletas de fezes diariamente a partir de 55 dpi para observar

0 periodo pré-patente e, posteriormente, nos intervalos de 90, 120, 150, 180, 210,
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240, 270, 300, 330, 360 e 390 dias, para avaliar a cinética de eliminagdo de ovos por

grama de fezes, como descrita no item 5.1.

5.6 Avaliagéo clinica

Foram realizados exames clinicos individuais dos ovinos de ambos o0s
grupos no dia da infeccéo e aos 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270,
300, 330, 360, 390 dias apds a infeccao (dpi).

Avaliacao clinica foi realizada seguindo a sequéncia dos numeros dos
animais, com inicio as 7 horas da manha e com as seguintes avaliacdes:

Pesagem dos ovinos individualmente em balanca mecanica, para verificar o
ganho de peso. Os ovinos permaneceram em jejum de 12 horas para evitar a
variacdo de alimentos do sistema gastrintestinal.

Avaliacao visual do comportamento, do contorno abdominal e da presenca
de edema submandibular. Em seguida, os animais foram contidos manualmente,
para avaliacdo, das frequéncias cardiaca e respiratéria, da coloracdo da mucosa
ocular, da condicao corporal e da sensibilidade hepéatica dolorosa. Todos os dados
foram anotados em ficha técnica criada para esse objetivo (ANEXO ).

A frequéncia cardica (FC) foi avaliada com auxilio de estetoscopio na regiao
do coracdo entre 0 2° e 0 6° espaco intercostal, a meia altura do térax. A
auscultacdo cardiaca foi realizada por um minuto marcado no cronémetro e o
resultado fornecido em batimentos cardiacos por minuto (Kolb 1981).

A frequéncia respiratéria (FR) foi avaliada também com o auxilio do
estetoscopio. Foi auscultada a frequéncia respiratoria na regido laringeo-traqueal por
um minuto marcado no cronbmetro e o resultado fornecido em frequéncia
respiratéria por minuto (Swenson & Reece 1996).

A avaliacdo da mucosa ocular foi realizada por meio do método Famacha®,
descrito por Bath & Van Wyk (2001) (FIGURA 1). Segundo os autores, pela
coloracdo da mucosa ocular avalia-se o grau de anemia do animal, como
demonstrado na TABELA 1. As diferentes coloragdes das mucosas oculares,
correspondem a classificagdo de 1 a 5 no grau de anemia e variam entre vermelho,

rosa-vermelho, rosa, rosa-palido e branco; sendo que os graus 1 e 2 do Famacha®
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identificam o animal como saudavel, apresentando mucosa ocular bem
vascularizada e com valores de hematdcrito superior ou igual a 23%; ja os graus 3, 4
e 5 identificam o animal como anémico, que apresenta mucosa hipocromica, sendo

o hematdcrito menor ou igual a 18%.

Tabela 1 — Graus do método Famacha®, coloracdes das mucosas e hematocritos dos
ovinos (Bath & Van Wyk, 2001)

Grau de Famacha® Coloragéao Hematdcrito (%)
1 Vermelho robusto >27
2 Vermelho rosado 23 a 27
3 Rosa 18 a 22
4 Rosa palido 13a17
5 Branco <13
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Figura 1 — Cartdo de andlise para o método FAMACHA®

FAMACHA < et shoop i good, nars g

« Open the as shown In the sketch
ANAEMIA GUIDE P g et dowe i e g s il
= the lower thumb gently pulls the lower 5 downward
o Look especially ot the colou inside the lower eyeli
« Open the eyelid for a short time only, or else the mucous
membrane may become redder
» Compare the colours seen to those on the reverse side of
this card
« Score the sheep 1 to 5 and proceed as explained in the
pamphict
« It in doubt, score the sheep at the lower (paler) category
« Examine weokly and no loss than every 2 10 3 woeks
« Contact your veterinarian if you have any questions

—
A Qs

~

« i used for goats, all those in category 3 should also be
treated

« This card is an aid in the control of wireworm only

« Paleness or reddening of the eyes may have other causes

« Maintain standard worm control measures

« The colours of this card will fade with time, especially it

exposed 1o the sun
« Replace the cord after 12 months use
« As the system Is used in conditions outside thelr control,

n nis or
accopts llabiity for losses or problems associated with its.
use

DEVELOPED AND SUPPORTED By
s

A

vty S Py ARC w LXK

shva
<thervet @

Fonte: Bath & Van Wyk (2001)

A avaliacdo da condicdo corporal foi baseada na escala de 0 a 5 pontos,

segundo técnica descrita por Jefferies (1961). A avaliacdo foi realizada por

palpacgéo das protuberéncias 6sseas como demonstrado na TABELA 2:
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Tabela 2 — Avaliag&o do escore da condig¢ao corporal dos ovinos

Escore

Avaliagcéo

1

Caquético

Os processos transversos, 0S processos espinhosos
proeminentes e visiveis. Total visibilidade das costelas, a cauda
esta totalmente inclusa dentro do coxal, os ileos e os isquios
mostram-se expostos. H& atrofia muscular pronunciada, e é
como se houvesse a visdo direta do esqueleto do animal

(aparéncia de "pele e 0ss0").

Magro

Os 0ssos estéo bastante salientes, com certa proeminéncia dos
processos dorsais, dos ileos e dos isquios. As costelas tém
pouca cobertura, 0S processos transversos permanecem
visiveis e a cauda estda menos inclusa nos coxais (aparéncia
mais alta). A pele esta firmemente aderida no corpo (pele

esticada).

3

Médio

Ha suave cobertura muscular com grupos de musculos a vista.
Os processos dorsais estdo pouco visiveis; as costelas, quase
cobertas; e 0s processos transversos, pouco aparentes. Ainda
nao ha camadas de gordura; a superficie do corpo esta macia e

a pele esta flexivel (pode ser levantada com facilidade).

Gordo

Ha boa cobertura muscular, com alguma deposicdo de gordura
na insercdo da cauda. As costelas e 0s processos transversos
estdo completamente cobertos. As regides individuais do corpo
ainda sdo bem definidas, embora as partes angulares do

esqueleto paregam menos identificaveis.

5

Obeso

Todos os angulos do corpo estdo cobertos, incluindo as partes
salientes do esqueleto, onde aparecem camadas de gordura
(base da cauda e macga do peito). As partes individuais do corpo
ficam mais dificeis de ser distinguidas e o animal tem aparéncia
arredondada. Esse estado sO é aceitdvel para animais

terminados, prontos para o abate.
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A sensibilidade hepatica dolorosa foi avaliada por meio da palpacdo do 12°
espaco intercostal do lado direito, no quadrante superior da por¢cao posterior. Essa
avaliacdo permite saber se o figado estd aumentado e se o animal apresenta dor
durante a palpacédo (Rosemberg 1993).

5.7 Avaliacdo hematologica

5.7.1 Coleta de sangue dos ovinos

Foram coletados 5 ml de sangue da veia jugular de cada animal no dia da
infeccdo e aos 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300, 330, 360, 390
dias apoés infeccdo (dpi) com seringa e agulha estéril (calibre 22G. As amostras
foram acondicionadas em tubos de hemolise contendo anticoagulante EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético) a 10% devidamente identificado, armazenado em caixa
de isopor contendo gelo, transportado até o LabHelVet/ICB/UFMG e analisado 24
horas ap0s a coleta.

As amostras foram utilizadas para avaliacdo dos parametros hematoldgicos,
contagens totais dos leucocitos (Le), hemacias (He), hemoglobina (Hb), hematdcrito
(Ht), volume corpuscular médio (VCM), concentracdo média de hemoglobina (CMH),
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e plaquetas (PL). As
amostras de sangue foram processadas utilizando o contador hematolégico
automatico (Modelo Bio — 2900 Vet — Bioeasy) (Figura 2). As precisdes nessas
contagens apresentam uma variacdo de 2% a 5%. O resultado € expresso em

display digital ou por meio de impressora anexa.
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Figura 2 — Contador hematol6gico automatico (Modelo Bio — 2900 Vet —

Bioeasy)

Fonte: Fotografia do autor

5.7.2 Contagem diferencial dos leucécitos

De cada amostra de sangue foram realizados esfregacos sanguineos em
laminas de vidro para contagens diferenciais dos leucdcitos, segundo a técnica
descrita por Sinclair (1962). Os esfregacos foram corados pelo método (Pandtico
Répido LB, Laborclin). Posteriormente, foram realizadas as contagens diferenciais
dos leucdcitos (neutrodfilos, linfécitos, eosindfilos, mondcitos e basofilos) utilizando
objetiva de 100x. Foram contadas 200 células em cada lamina e o numero de cada
tipo celular calculado a partir da percentagem encontrada em relacdo ao numero

total de leucadcitos, para obter-se o valor absoluto.
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5.8 Avaliacdo macroscopica do figado parasitado por F. hepatica

Durante o experimento, dois ovinos infectados morreram, aos 300 dpi e o
outro aos 330 dpi. Realizou-se as necropsias com 0s animais colocados em decubito
dorsal. Com auxilio de uma faca foi feito incisdo na linha alba para chegar a
cavidade abdominal e visualizar o figado. Realizou-se a retirada do 6rgéo por tracdo
no sentido caudal e seccao entre o diafragma e o figado, liberando-o da cavidade.
O figado foi colocado em uma bandeja contendo solugdo fisiolégica e realizada
avaliacdo macroscopica, como les@es, fibroses, presenca de fibrina, formato e
tamanho do 6rgdo. Em seguida, os ductos biliares foram abertos usando uma
tesoura, faca para a recuperacdo dos parasitos e analise da consisténcia dos
ductos. Todos os dados observados foram registrados em ficha individual.

Os parasitos recuperados foram contados, comprimidos entre duas placas de

vidro e fixados em solucéo de formol tamponado a 10%.

5.9 Andlise estatistica

Para a analise estatistica dos dados foi utilizado o software GraphPad Prism 5
(GraphPad Inc, EUA). Para verificar a normalidade dos dados, foi utilizado o teste de
Kolmogorov-Smirnov. Para analise entre dois grupos foram utilizados o Test T
Student para dados paramétricos. Além disso, foram utilizados, para determinar as
diferencas significativas entre as médias dos grupos analisados, os testes Two Away
ANOVA, seguido do de Bonferroni (dados paramétricos). As avaliacdes clinicas

foram realizadas descritivamente.
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6 RESULTADOS

6.1 Avaliacao parasitolégica

6.1.1 Dinamica da eliminagéao de ovos de Fasciola hepatica

Na TABELA 3 encontram-se os valores médios e o desvio padréo das contagens de
OPG dos ovinos da raca Santa Inés infectados com metacercarias de Fasciola
hepatica. Os primeiros ovos de F. hepatica nas fezes dos ovinos foram observados
aos 60 dpi em trés animais, 33,3%; 0os demais 66,7% tornaram-se positivos aos 62
dpi. Apés o periodo pré-patente, as contagens de OPG aumentaram gradativamente
até os 120 dpi. Em seguida, diminuiram até os 180 dpi, voltando a aumentar aos 210
dpi. Essa oscilacdo na dindmica da eliminagdo de ovos coincide com a chegada
gradativa dos estagios imaturos nos ductos biliares, enquanto adultos ja realizam a
postura. Deve-se ressaltar que ocorreu variacao individual nas contagens de OPG
dentro do grupo, o que influenciou as contagens médias de OPG. Como pbode ser
observado, aos 330 dpi, 0s ovinos numeros quatro, sete e nove (3/9) apresentaram
aumento nas contagens de OPG, enquanto o restante dos ovinos infectados (5/9)
reduziam. Nesse intervalo, o ovino quatro morreu, apresentando contagens de OPG
equivalente a 1296, aumentando significativamente a média do grupo. Aos 390 dpi
todos os ovinos apresentaram aumento no niumero de OPG, sendo que, a menor

contagem observada foi 74 e a maior, 726.
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Tabela 3 - Numero de ovos por grama de fezes (OPG) dos ovinos da raga Santa

Inés infectados com 150 metacercarias de Fasciola hepatica

Grupo infectado

N° dos animais

Dpi 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Média + DP
— 60 11 12 - - - - - 17 - 4,47
62 23 42 39 33 22 13 06 59 10 14 £ 15
90 37 163 521 45 29 99 147 24 254 147 + 160
120 605 343 582 27 33 231 270 425 125 203 + 216
150 433 138 350 18 63 125 136 347 297 212 + 147
180 185 454 268 22 79 97 368 226 373 230 + 149
210 234 358 661 167 317 415 341 783 419 411 + 196
240 284 470 631 218 112 527 507 519 401 408 + 169
270 524 533 495 284 151 210 376 252 143 330 + 157
300 377 708 262 Ob 208 20 174 94 306 255 + 201
330 178 233 1296 Ob 46 47 110 246 291 306 + 410
360 372 177 Ob Ob 60 98 156 372 203 205 + 123
390 306 233 Ob Ob 74 710 216 726 481 509 + 464
Média 280 294 464 102 77 211 210 382 242
+ + + + + + + + + *
DP 94 208 356 105 83 214 154 387 154

(Dpi) Dias ap6s infec¢do, (DP) Desvio padréo

6.2 Parametros Clinicos

As alteracdes clinicas avaliadas nos ovinos experimentalmente infectados
com metacercarias de F. hepatica foram prostracéo, sensibilidade hepatica dolorosa,
edema submandibular, taquicardia, taquipnéia, mucosa ocular hipocrémica, perda de
escore corporal e peso.

Como demonstrado na TABELA 4, observou-se prostracdo, caracterizada por
apatia, em alguns animais infectados ao longo do estudo. Apatia foi verificada no 15°
dpi no ovino nove, aos 30° dpi nos animais cinco e nove, aos 45° dpi nos ovinos trés
e seis, ao 60° dpi nos animais quatro, cinco e 10, aos 90° dpi nos ovinos cinco e

seis, aos 150° dpi nos animais trés e 10, aos 180°, 210°, 240° dpi no ovino 10, aos
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270° dpi nos ovinos trés e cinco, no 300° dpi nos ovinos seis e oito e aos 330° dpi
nos ovinos trés, sete e oito.

Observou-se sensibilidade hepética dolorosa em seis animais (66,7%) no 15°
dpi; no 30° dpi, esse sinal clinico permaneceu em cinco animais (55%). Apds 0s
45°dpi, diminuiu o nimero de animais com esse sinal. Somente 0s animais nove e
10 (22,2%) ndo apresentaram sensibilidade hepética dolorosa durante o periodo
experimental. Os demais apresentaram sensacdo dolorosa em alguma fase do
experimento (TABELA 5).

Edema submandibular somente foi observado no ovino nidmero quatro, aos
270 dpi; no 330 dpi o animal morreu.

Tabela 4 — Parametro clinico de ovinos daraga Santa Inés controles e

infectados com 150 metacercarias de Fasciola hepatica

Prostracéao
Grupos
Infectado Controle
N° dos animais N° dos animais

Dpi 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
0 - - - - - - - . - - - - - -
15 - - - - - - -+ - - - - -
30 - - - + - -+ - - - - - -
45 -+ - -+ - - - - - - -
60 - - + + - - - - + - - - - -
90 - - - + o+ - - - - - - - -
120 - - - . ; ; ; ; ;
150 -+ - - - - T ; : : : _
180 - - - - - - ; ; : : :
210 - - - - - - ; ; : : :
240 - - - - - - ; ; : : :
270 -+ - + - - - - - _ _ 3 - -
300 - - - Ob + - + - - - - - - -
330 -+ Ob Ob - + + - - : ; ; 3 3
360 - - Ob Ob - - - - - - - - - -
390 - - Ob Ob - - - - - - ; ; ; ;

(Dpi) Dias ap6s infecgao; (Ob) 6bito; (-) auséncia; (+) presenca
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Tabela 5 — Parametro clinico de ovinos daragca Santa Inés controles e

infectados com 150 metacercarias de Fasciola hepatica

Sensibilidade hepética dolorosa

Grupos
Infectado Controle
N° dos Animais N° dos Animais

Dpi 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

0 - - - - - - - - o - - - - -
15 + + o+ + -+ + - - - - - - -
30 + + o+ - -+ + - - - - - - -
45 - o+ - -+ - - - - - - - - -
60 - - + + - - - -+ - - - - -
90 - - -+ o+ - - - - - - -
120 - - - - - - - - - .
150 - o+ - - - - - -+ - - - - -
180 - - - - - - - -+ - - - - -
210 - - - S - - - - -
240 - - - S - - - - -
270 S - - - - -
300 - - - Ob + - + - - - - - - -
330 -+ Ob Ob - + + - - - - - - -
360 - - Ob Ob - - - - - S
390 - - Ob Ob - - - - - S

(Dpi) Dias ap6s infec¢do; (Ob) 6bito; (-) auséncia; (+) presenca

6.2.1 Frequéncia cardiaca

As frequéncias cardiacas dos ovinos da raca Santa Inés infectados com
metacercarias de Fasciola hepatica e controle estdo apresentados no GRAFICO 1.
As frequéncias cardiacas médias durante o periodo experimental apresentaram
oscilagBes menores no grupo controle em relacéo aos ovinos infectados. Além disso,
ao final do periodo experimental, o grupo infectado apresentou as maiores médias
guando comparado ao inicio do estudo. Foram observadas diferencas estatisticas
entre o grupo infectado e grupo controle aos 15 dpi (p<0,001), 180 dpi (p<0,001),

300 dpi (p<0,001), 330 dpi (p<0,001), 360 dpi (p<0,01) e 390 dpi (p<0,001).
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Grafico 1 — Frequéncia cardiaca dos ovinos da raga Santa Inés controles e
infectados com 150 metacercarias de Fasciola hepatica

—o— |nfectado —e— Controle
* * *
* *
E 1204 * .
* *
- *
* *
8 100_ * * *
3
U -
= 80
@)
S 60+
o
c
‘@ 40-
o
)
L 20-

L L L L L L DL DL DL DL DL L DL DL L
0 15 30 45 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390

Dias ap6és infeccéao
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6.2.2 Frequéncia respiratéria

No GRAFICO 2 encontram-se os valores médios das frequéncias
respiratérias dos ovinos da raca Santa Inés infectados e controles durante o
desenvolvimento de Fasciola hepatica . Observa-se que as frequéncias respiratérias
até 210 dpi apresentaram valores similares entre os grupos. A partir dos 240 dpi, a
frequéncia respiratoria dos ovinos infectados foi maior que dos controles, com
diferencas estatisticamente significativas até o final do periodo experimental, com os
seguinte valores: no 240 dpi (p<0,01), 270 dpi (p<0,001), 300 dpi (p<0,001), 330 dpi
(p<0,001), 360 dpi (p<0,001) e 390 dpi (p<0,001).
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Grafico 2 — Frequéncia respiratéria dos ovinos da raca Santa Inés controles

e infectados com 150 metacercérias de Fasciola hepatica
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** p< 0,01, *** p< 0,001 representam diferengas estatisticas entre os grupos controle e
infectado

6.2.3 indice FAMACHA®

O método de Famacha®©, medida indireta para avaliar o grau de anemia por
meio da avaliacao da coloracdo da mucosa ocular, esta representado na TABELA 6.
Os indices médios de Famacha© de ambos o0s grupos apresentaram oscilacdes
durante o periodo experimental. Nos ovinos infectados, os indices foram 2, 3, 4 e 5;
j& o grupo controle apresentou indices 2 e 3.

No grupo infectado, aos 30 dpi, quatro ovinos apresentaram indice 3 e cinco
indice 4; aos 45 dpi, cinco animais apresentavam indice 3 e trés indice 4. Dos 60
aos150 dpi o indice de Famacha®© 3 prevaleceu entre os animais infectados. Dos
180 dpi aos 390 dpi ocorreu o inverso: a coloracdo da mucosa rosa (indice 4) voltou
a aumentar . Aos 300 e 330 dpi, ocorreu a presenca do indice 5 nos animais 4 e 5,

que morreram nesse periodo.
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Tabela 6 — indice Famacha®© de ovinos da raga Santa Inés controles e
infectados com 150 metacercarias de Fasciola hepatica

indice FAMACHA

Grupos
Infectado Controle
N° dos animais N° dos animais

Dpi 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

0 3 2 3 2 3 2 2 3 3 2 3 2 3 2
15 3 3 3 2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
30 4 3 4 4 4 3 3 3 4 3 3 2 2 3
45 3 2 3 4 3 4 3 4 3 2 3 2 2 3
60 3 3 4 4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
90 3 3 3 4 4 3 3 3 3 2 2 3 2 2
120 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 2 2 3 3
150 3 4 3 3 3 4 3 3 3 2 3 2 2 3
180 3 3 4 4 3 3 4 4 4 3 2 2 2 3
210 3 4 4 4 4 3 3 4 3 3 3 3 3 3
240 3 4 3 4 3 4 3 3 3 3 2 2 3 3
270 2 3 4 4 3 3 4 4 4 3 2 3 3 3
300 4 3 5 5 3 4 4 4 4 3 3 3 3 3
330 4 4 5 Ob 3 3 4 3 4 3 3 2 3 3
360 3 3 Ob Ob 3 4 4 4 3 3 3 3 3 3
390 4 3 Ob Ob 3 4 3 4 3 3 2 2 3 3

(Dpi) Dias ap6s infec¢do; Ob: dbito

6.2.4 Escore da condicéao corporal

No GRAFICO 3 encontra-se o escore da condi¢do corporal dos ovinos da
raca Santa Inés distribuidos nos grupos infectado e controle durante o periodo
experimental com Fasciola hepatica.

No grupo infectado, o indice médio variou entre 2 e 3 ao longo do estudo. No
inicio do experimento, o indice médio foi 3; aos 15, 30, 150 e 300 dpi (2.4); aos 45
dpi (2.5); aos 60 dpi (2.7); aos 90, 120dpi (2.6); aos 180, 210 e 240dpi (3); 270 dpi
(2.8); 330 dpi (2) e 360 dpi (2.25).
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No grupo controle, oscilagfes no indice médio da condi¢do corporal também
foram observadas, com aumento ao longo do estudo. No 0 e15 dpi (3); 30, 150, 210,
270 e 300 dpi (3.5); 45 e 330 dpi (3.75); 60 e 120 dpi (3.6); 90 dpi (3.2); 180 dpi
(3.4); 240 dpi (3.3); 360 dpi (3.8). Diferencas estatisticas ocorreram entre 0s grupos
aos 30 (p<0,05), 45 (p<0,05), 120 (p<0,05), 150 (p<0,05), 300 (p<0,05), 330
(p<0,001) e aos 360 dpi (p<0,001).

Grafico 3— Escore de condicado corporal dos ovinos da raga Santa Inés
controles e infectados com 150 metacercérias de Fasciola hepatica
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* p< 0,05, *** p< 0,001 representam diferengas estatisticas entre os grupos controle e
infectado.

6.2.5 Desenvolvimento ponderal

No GRAFICO 4 estdo representados os resultados referentes ao peso médio
dos grupos de ovinos controles e infectados. Até os 15 dpi, o peso médio de ambos
os grupos foram semelhantes. Aos 30 dpi, o grupo controle ganhou 3,8 Kg, enquanto

0s ovinos infectados perderam 0,9 kg.
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A partir dos 45 dpi, ambos os grupos continuaram com tendéncia a ganhar
peso na maioria do periodo experimental; no entanto, o grupo controle ganhava mais
peso do que o grupo infectado.

No inicio do estudo, o peso inicial dos ovinos infectados e controle eram 24,5
Kg, ao final do periodo experimental o peso médio dos ovinos infectados foi 35 Kg e
os do grupo controle 50 Kg, apresentando diferenca de 15 Kg. Esse resultado

demonstra o efeito negativo da F. hepatica no desenvolvimento ponderal dos ovinos.

Grafico 4 — Desenvolvimento ponderal dos ovinos da ragca Santa Inés

controles e infectados com 150 metacercarias de Fasciola hepatica
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* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001 representam diferengas estatisticas entre os grupos
controle e infectado
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6.3 Avaliagcdo hematologica
6.3.1 Hematocrito

No GRAFICO 5 encontram-se os valores médios de hematdcrito dos grupos
infectado e controle durante o estudo. Os valores meédios dos hematdcritos
encontrados nos ovinos infectados ao longo do estudo foram inferiores ao
observados no grupo controle. Além disso, os valores médios do grupo controle
apresentaram menores oscilacdes ao longo do experimento. Diferencas estatisticas
foram observadas entre os ovinos infectados e os ovinos controles aos 90 (p<0,05),
120 (p<0,01), 270 (p<0,05), 300 (p<0,001), 330 (p<0,05), e 390 (p<0,01) dpi.

Grafico 5 - Valores médios de hematocrito dos ovinos da ragca Santa Inés

controles e infectados com 150 metacercarias de Fasciola hepatica
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* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001 representam diferengas estatisticas entre os grupos
controle e infectado
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6.3.2 Contagem total de hemacias

No GRAFICO 6 encontram-se os valores médios das contagens totais de
hemacias dos grupos infectado e controle.

Durante o experimento ocorreram variagdes nos valores médios dos
eritrécitos nos grupos estudados. A partir da segunda coleta de sangue, no 15° dpi,
foi observado que o nimero de hemécias dos ovinos do grupo infectado comecgou a
reduzir, ficando abaixo do valor encontrado para o grupo controle. Essa diferenca foi
verificada em todo periodo experimental. Houve diferencas estatisticas significativas
aos 30 dpi (p<0,05), e dos 60 dpi até os 390 dpi (p<0,001) nas contagens médias de

hemacias entre o grupo infectado em relacéo ao controle.

Grafico 6 — Valores médios das contagens totais de hemacias dos ovinos da raca

Santa Inés controles e infectados com 150 metacercérias de Fasciola hepatica
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* p< 0,05, *** p< 0,001 representam diferencas estatisticas entre os grupos controle e
infectado
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6.3.3 Hemoglobina

No GRAFICO 7 encontram-se os valores médios de hemoglobina dos grupos
infectado e controle. A partir da segunda coleta de sangue, no 15° dpi, foi observado
gue os valores de hemoglobina dos ovinos do grupo infectado comecgaram a reduzir,
ficando abaixo dos ovinos do grupo controle. Essa diferenca foi verificada em todo
periodo experimental. Houve diferencas estatisticas significativas entre 0os grupos
aos 30 (p<0,05), 90 (p<0,05), 120 até 210 dpi (p<0,01), 270 (p<0,001), 300
(p<0,001), 330 (p<0,001), 360 (p<0,001) e 390 (p<0,001) dpi nas contagens médias

de hemoglobina entre o grupo infectado em relagdo ao controle.

Grafico 7 — Valores médios da hemoglobina dos ovinos da raca Santa Inés
controles e infectados com 150 metacercéarias de Fasciola hepatica
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* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001 representam diferencas estatisticas entre os grupos
controle e infectado
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6.3.4 Volume Corpuscular Médio

No GRAFICO 8 encontram-se os valores médios dos volumes corpusculares
dos grupos infectado e controle. Os valores dos volumes corpusculares médios
(VCM) dos dois grupos apresentaram variagbes. O grupo infectado apresentou
valores médios superiores ao grupo controle na maioria do periodo experimental,
ocorrendo diferencas estatisticas aos 60 (p<0,05), 120 (p<0,001), 150 (p<0,01), 180
(p<0,001), 240 (p<0,05), 270 (p<0,001), 300 (p<0,001), 330 (p<0,001) e 360
(p<0,01) dpi.

Grafico 8 — Valores médios dos volumes corpusculares dos ovinos daraca

Santa Inés controle e infectados com 150 metacercarias de Fasciola hepatica
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6.3.5 Concentragdo Média de Hemoglobina

No GRAFICO 9 encontram-se os valores das concentragdes médias de
hemoglobina dos grupos infectado e controle durante o periodo experimental. Os
valores das concentragcbes médias de hemoglobina dos ovinos infectados e néo
infectados foram semelhantes entre o dia 0 até os 60 dpi, variando entre 11,45 a
12,5 picograma (pg). Nao foram verificadas diferengas significativas nas
concentragcbes médias de hemoglobina entre os dois grupos durante todo o
experimento, apesar dos ovinos infectados apresentarem concentracées médias de

hemoglobina superiores a partir dos 60 dpi.

Grafico 9 — Valores das concentracdes médias de hemoglobina dos ovinos da raca

Santa Inés controles e infectados com 150 metacercarias de Fasciola hepatica
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6.3.6 Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média

No GRAFICO 10 encontram-se os valores das concentracbes de
hemoglobina corpusculares médias dos grupos infectado e controle. A concentracéao
de hemoglobina foi semelhante entre os animais dos grupos infectado e controle

durante o estudo. N&o houve diferencas estatisticas significativas entre os grupos.

Grafico 10 — Valores da CHCM dos ovinos da raga Santa Inés controles e
infectados com 150 metacercarias de Fasciola hepatica
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6.3.7 Plaquetas

No GRAFICO 11 encontram-se os valores médios das plaquetas dos grupos
infectado e controle. Os valores médios das plaquetas apresentaram oscilagdes em
ambos os grupos infectado e controle. No entanto, ndo foram verificadas diferengas
estatisticas entre o grupo infectado em relacdo ao grupo controle durante todo o

experimento.

Grafico 11 — Valores médios das plaquetas dos ovinos da raca Santa Inés

controles e infectados com 150 metacercarias de Fasciola hepatica
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6.4 Leucograma

6.4.1 Contagens totais dos leucocitos

No GRAFICO 12 encontram-se os valores médios das contagens totais dos
leucécitos dos grupos infectado e controle apds infeccdo com metacercérias de
Fasciola hepatica. Os valores do grupo de ovinos infectados permaneceram acima
dos valores encontrados no grupo nao infectado dos 15 aos 150dpi. Apds esse
periodo, observou-se diminuicdo nas contagens totais dos leucécitos do grupo
infectado em relac&o ao grupo controle até os 390 dpi.

No entanto, ndo houve diferencas estatisticas significativas nos valores médios
das contagens totais dos leucécitos do grupo infectado em relacdo ao grupo

controle. Apenas oscilagdes nas contagens totais de leucdcitos de ambos o0s grupos.

Gréfico 12 — Valores médios absolutos das contagens totais dos leucocitos dos ovinos da

raca Santa Inés controles e infectados com 150 metacercarias de Fasciola hepatica
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6.5 Contagem diferencial

6.5.1 Neutréfilos

No GRAFICO 13 encontram-se as contagens absolutas dos nimeros médios
dos neutréfilos dos grupos infectado e controle durante a infeccdo com
metacercéarias de Fasciola hepatica em ovinos da ra¢a Santa Inés.

Durante todo o periodo experimental ndo houve diferencas estatisticas
significativas nas contagens de neutréfilos entre os grupos, embora tenha ocorrido
aos 15 e 90 dpi, aumento expressivo nas contagens dos neutréfilos do grupo
infectado.

Grafico 13 — Valores médios absolutos de neutrofilos dos ovinos da raga Santa

Inés controles e infectados com 150 metacercarias de Fasciola hepatica
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6.5.2 Linfécitos

No GRAFICO 14 encontram-se as contagens absolutas dos nimeros médios
dos linfocitos dos grupos infectado e controle. Durante todo o periodo experimental
ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas nas contagens dos

linfécitos do grupo infectado em relacdo ao grupo controle.

Grafico 14 — Valores médios absolutos de linfécitos dos ovinos da raca Santa

Inés controles e infectados com 150 metacercarias de Fasciola hepatica
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6.5.3 Eosinofilos

No GRAFICO 15 encontram-se os valores médios das contagens absolutas
de eosinodfilos dos grupos infectado e controle observados no estudo experimental
com ovinos da raga Santa Inés infectados com metacercarias de Fasciola hepatica.

O grupo de ovinos infectados apresentou contagens superiores de eosinofilos
na maioria do periodo experimental. Observou-se que o grupo infectado apresentou
diferencas estatisticas nessas contagens em relacdo ao controle aos 30 e 45 dias
apos infecgdo (p<0.05).

Grafico 15 — Valores absolutos médio de eosinodfilos dos ovinos da raga Santa

Inés controle e infectados com 150 metacercarias de Fasciola hepatica
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* p< 0,05 representa as diferengas estatisticas nas contagens médias absolutas de
eosinofilos entre os grupos infectado e controle
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6.5.4 Mondcitos

Durante todo o periodo experimental ndo foram verificadas diferencas
estatisticas entre o grupo infectado e controle nas contagens de mondcitos.

6.6 Necropsia

6.6.1 Avaliagdo macroscoépica

Aos 300 e 330 dpi, os ovinos numeros 4 e 5 morreram. Ambos 0s animais se
apresentavam magros e desidratados. ApOs a realizagdo da necropsia, observou-se,
na analise macroscopica dos figados dos ovinos 4 e 5, caracteristicas comuns,
como o aumento de volume do 6rgéo, lobulos com bordas abauladas (FIGURA 5),
pontos hemorragicos distribuidos difusamente pelo parénquima (FIGURA 9), focos
de deposicdo de fibrina na superficie do parénquima (FIGURA 6,7,8), cicatriz
fibrética (FIGURA 7) focos de necrose com coloracdo avermelhada mais escura
(FIGURA 9) e presenca de parasitos adultos nos ductos biliares (FIGURA 13).

O figado do ovino 4 apresentou lesdes mais acentuadas e, além das
alteracoes citadas, foi verificado perda da coloracdo e arquitetura do parénquima
hepatico, com a superficie paretal apresentando ruptura (FIGURA 8) e retracdo do
parénquima hepatico (FIGURA 10), presenca de nédulos de coloracdo amarelo
brancacentos ou vermelho escuro de consisténcia firme ou encapsulado no
parénquima (FIGURA 12), os ductos biliares com dilatacdo da luz e espessamento
da parede (FIGURA 11).
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Figura 3 — Figado do.ovmo n° 5 infectado com 150 metacercérias de
Fasciola hepatica ap6s 300 dias de infeccdo. O lobo direito (LD), o
lobo esquerdo (LE); bordas abauladas (ba); areas de fibrina (fi) e

vesicula biliar(Vb) Fonte: Fotografia do autor

Figura 4 - Figado do ovino n° 5 infectado com 150
metacercarias de Fasciola hepatica ap6s 300 dias de
infeccdo. Superficie visceral com focos de fibrina (fi), e seta indica
fibrose Fonte: Fotografia do autor

2 : 8 9l 10 W@
Figura 5 — Figado do ovino n° 5 infectado com 150
metacercarias de Fasciola hepatica ap6és 300 dias de
infeccdo. Superficie visceral com focos de fibrina (fi) e cicatriz
fibrética (cf) Fonte: Fotografia do autor
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Figura 7 — Figado do ovino n° 4 infectado
com 150 metacercarias de Fasciola
hepatica apés 330 dias de infeccdao.

Figura 6 — Figado do ovino n° 4

infectado com 150 metacercarias de Apresentando pontos hemorragicos (ph) e

Fasciola hepatica ap6s 330 dias de focos de necrose (n).
Fonte: Fotografia do autor

infeccdo. Apresentando areas com
deposicdo de fibrina (fi) e ruptura do
parénquima hepatico (rp). Fonte:
Fotografia do autor

B s 9 10|
Figura 9 — Figado do ovino n° 4 infectado com
150 metacercéarias de Fasciola hepatica apoés
330 dias de infecgcdo. Ducto biliar hiperémico,
edemaciado e dilatado. Fonte: Fotografia do autor

Figura 8 — Figado do ovino n° 4 infectado
com 150 metacercérias de Fasciola
hepatica ap6s 330 dias de infeccgéo.
Superficie paretal com retragdo do parénquima
hepatico (rtp).

Fonte: Fotografia do autor
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Figura 10 — Figado do ovino n°
4 infectado com 150
metacercarias de Fasciola
hepatica apés 330 dias de
infeccdo. Superficie visceral com
areas de fibrose (setas).

Fonte: Fotografia do autor

Figura L1 — F1gado ao ovIno n- 4 Infectado com Loy
metacercarias de Fasciola hepatica ap6s 330 dias
de infeccdo. Parasitos (p) adultos no ducto biliar
dissecado. Fonte: Fotografia do autor
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6.7 Taxa de recuperacao de F. hepatica

Ap6s abertura dos ductos biliares o numero de F. hepatica recuperados dos
figados dos ovinos 5 e 4 foram, respectivamente, 47 (31,33%) e 56 (37,33%).
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7 DISCUSSAO

7.1 Dinamica de eliminacédo de ovos de F. hepatica em ovinos da raca Santa

Inés

Na infeccdo experimental dos ovinos da raga Santa Inés, o periodo pré-patente
(PPP) variou entre 60 e 62 dias, resultado semelhante aos de Sinclair (1975) e
Martinez-Pérez et al. (2014) que observaram PPP variando de 63 a 64 dias, mas,
diferente dos observados por Presidente et al. (1975) e William J. Foreyt (2009), que
relataram PPP entre 70 e 77 dpi. Deve-se ressaltar que a raca e o numero de
metacercarias utilizadas pelos autores citados foram diferentes dos utilizados nesse

trabalho, o que pode ter influenciado os resultados.

As contagens de ovos nas fezes aumentou gradativamente na maioria dos
animais até os 120 dpi, apresentando novo pico aos 210 dpi, mantendo-se positivos
durante todo periodo experimental. O numero de ovos eliminados variou entre 0s
animais dentro do grupo. A variacdo inicial das contagens de OPG, provavelmente,
foi devido ao periodo de migracao dos estagios imaturos na cavidade abdominal, no
figado, até atingir os ductos biliares e tornarem-se maduros, pois a migracao no

hospedeiro ndo ocorre ao mesmo tempo por todos o0s parasitos.

Durante o estudo, dois ovinos morreram: 0 numero cinco aos 300 dpi,
apresentando 208 ovos nas contagens de OPG, e o numero quatro aos 330 dpi,
apresentando 1296 de OPG. Observou-se que, no dia do Obito os ovinos,
apresentaram contagens de OPG distintas, ndo sendo possivel afirmar a relacéo do
namero de ovos presentes nas fezes com a morte. Sinclair (1962) observou que,
guando o pico nas contagens médias de OPG foi de 2.200, o ovino morreu aos 133
dpi; no entanto, relatou que as contagens médias de OPG eram semelhantes a de

outros ovinos do mesmo grupo.

Outro fato observado durante o acompanhamento das contagens de OPG nos
ovinos infectados cinco, seis, sete e oito, € que estes foram 0os que demonstraram
menores médias de OPG ao longo do estudo. Esse fato sugere que esses animais
podem apresentar maior resisténcia a infeccdo, mostrando que, dentro da mesma

raca, a variacdo genética de cada individuo pode influenciar na carga parasitéria.
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Durante todo o periodo experimental avaliado ndo houve negativacdo dos
exames das fezes, mostrando a importancia do acompanhamento da dinamica de
eliminagdo de ovos nesse estudo, demonstrando que, na natureza, 0s animais
susceptiveis podem eliminar ovos no meio ambiente por mais de um ano,
contribuindo para o aumento do numero de casos positivos em regides onde a
manutencdo do ciclo biologico seja possivel, devido a presenca de limneideos,

hospedeiro intermediério.

Além disso, a ovinocultura apresenta mercado crescente no Brasil, sendo que
a raca Santa Inés lidera esse mercado e, ainda, revelou-se susceptivel a Fasciola
hepatica, apresentando eliminacédo de ovos continua e progressiva, 0 que sugere a

importancia de estudar essa associacao parasito-hospedeiro.

7.2 Exame clinico

O quadro clinico da fasciolose é variavel e depende da carga parasitaria, da
resposta imune do hospedeiro, da fase e da duracdo da infeccdo, da idade, e do
estado nutricional (Boray 1969, Haroun e Hillyer 1986, Torgerson e Claxton 1998,
Piedrafita et al. 2004, Lima et al. 2004, 2009). Os sinais clinicos observados durante
0 periodo experimental nos ovinos infectados foram edema submandibular,
sensibilidade hepatica dolorosa, prostracdo, desidratacdo, anemia, perda de peso e
alteracao de escore corporal. No entanto, nenhum destes sinais foram observados
em 100% dos animais do grupo infectado, ndo podendo ser considerado

patognomobnicas para fasciolose.

A sensibilidade hepatica dolorosa ocorreu em 80% dos animais, iniciando-se
aos 15 dpi e sendo mais frequente, na maioria dos animais, até os 90 dpi,
provavelmente devido a migracdo das formas imaturas no tecido hepatico, levando a
destruicdo dos hepatdécitos, inflamacdo e necrose. Esse achado foi observado por
Boray (1967) entre 56 e 70 dpi e Sinclair (1975) aos 42 dpi. Neste periodo, até os 90
dpi, que corresponde a fase aguda da fasciolose, houve a reducdo gradativa dos
sinais clinicos observados para a maioria dos animais, embora alguns tenham
permanecido com a sensibilidade hepatica dolorosa durante todo o periodo,

coincidindo com a localizag&o dos parasitos adultos nos ductos biliares.
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O edema submandibular foi observado em um ovino (11.1%) na fase aguda
da infecdo. Resultado semelhante ao obtido por Sinclair (1962) em infeccéo
experimental e por Matanovic et al. (2007) em ovinos naturalmente infectados, que
os atribuiram as migracdes no parénquima hepatico pelos estagios imaturos com
destruicdo dos hepatdcitos e, consequentemente, a reducdo nos niveis de albumina.
Tal fato pode ter ocorrido nesse trabalho.

Aos 270 dpi, outro animal na fase cronica da doenca apresentou edema
submandibular, coincidindo com a presenca dos parasitos nos ductos biliares. A
hipoalbunemia pode ocorrer devido a presenca dos parasitos adultos, especialmente
em casos de infecgcdo com alta carga parasitaria (Ibrovic & Gall-Palla 1959, Ugrin &
Skovronski 1959, Sinclair 1962, Thorpe 1965, Ross et al. 1966). O edema
submandibular verificado nesse estudo pode ser atribuido a fasciolose, uma vez
gue, nenhum ovino controle apresentou tal sinal clinico. A baixa ocorréncia desse
sinal clinico provavelmente foi devido a baixa carga parasitaria, de150 metacercarias

de F. hepatica, utilizadas no experimento.

Prostracdo, caracterizada por apatia do animal, foi um sinal clinico observado
em 89% dos animais durante o periodo experimental, sendo mais frequente na fase
aguda, e em 66,6 % dos ovinos parasitados. Apesar de frequente, foi um achado
transitorio, ndo ultrapassando 15 dias na maioria dos animais. Na fase cronica,
geralmente esse sinal clinico estava associado a taquicardia, taquipnéia, reducéo do
namero medio de hemacias e hemoglobina, semelhante ao demonstrado em
resposta a infeccdo por nematdides gastrintestinais em ovinos mesticos da raca
Santa Inés, onde a reducdo de hemacias e hemoglobina leva a hipoxia, o que

contribuiu para a elevacao da frequéncia céardica e respiratoria (Birgel 2013).

Os aumentos das frequéncias cardiacas e respiratérias dos ovinos infectados
e controles também podem estar relacionados ao estresse causado pela contencéo
mecanica dos animais. No entanto, a frequéncia cardiaca verificada nos ovinos
infectados foi superior a observada nos ovinos controles, com diferenca estatistica
significativa. Outro fator a ser considerado segundo Meneses (2013) sao pirdgenos
exbégenos (virus, bactérias, fungos, protozoarios e antigenos) que promovem a

liberagcdo de citocinas, e/ou de pirégenos endogenos presentes em leucocitos,

61



macroéfagos, mondcitos e células de Kuppfer, que levam aos sinais clinicos como

taquicardia, taquipnéia, prostracdo, depresséao e inibicdo do apetite.

7.3 Famacha

A coloracdo da mucosa ocular dos ovinos infectados ao longo do periodo
experimental variou de rosa ao rosa palido, enquanto o0s ovinos controles
apresentaram as mucosas variando de vermelho rosado a rosa. Essa diferenga
observada entre ovinos infectados em relagcdo ao grupo controle ocorreu de forma
lenta e progressiva. A explicagéo para essa variagao inicialmente, provavelmente foi
devido a hematofagia dos estagios imaturos durante a migragdo no parénquima
hepatico e a micro-hemorragia no parénquima hepatico, semelhante ao
demonstrado por (Dracz 2016). Posteriormente, a reducdo lenta e progressiva nos
numeros de hemacia e hemoglobina, pode ter ocorrido devido a chegada dos
estagios imaturos nos ductos biliares ocorrerem de forma gradativa, provocando

espoliacdo sanguinea e levando a coloracdo da mucosa ocular ao rosa palido.

Segundo Olah et al. (2015), o indice de Famacha®© pode ser utilizado para
predizer a carga parasitaria de ovinos infectados por F. hepatica. Mas ressaltou que
o Famacha®© nado apresentou correlacdo com o OPG, apesar da forte correlacédo
com o0 numero de parasitos adultos recuperados no figado. Afirmando ainda, que
essas variaveis correlacionaram moderadamente com o hematécrito e, ainda
segundo Mugambi et al. 1997, Vanimisetti et al. 2004, e também Olah et al. 2015,
outros fatores estariam relacionados, como a idade, o0 sexo, a raca e o estado

fisiologico.

Os resultados do presente estudo revelam que esse método ndo é confiavel
para o acompanhamento e controle dos ovinos infectados por F. hepatica, pois, a
reducdo das hemécias e hemoglobina ocorre de maneira lenta e progressiva na
fasciolose. Muitos ovinos, quando s&o diagnosticados por esse método, ja
apresentam valores de hematdcrito, contagens de hemacias e hemoglobina em
niveis inferiores aos da normalidade, interferindo diretamente no tratamento dos

animais parasitados.
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7.4 Escore de condicéao corporal

No inicio do trabalho, os animais dos grupos controle e infectados
apresentaram escore de condicdo corporal (ECC) semelhante, nivel 3, ou seja ,
médio. ECC 3 é caracterizado por cobertura muscular suave com grupos de
musculos a vista. Os processos dorsais sdo pouco visiveis; as costelas, quase
cobertas; 0s processos transversos pouco aparentes, sem a presenca de camadas
de gordura; e a superficie do corpo € macia e a pele flexivel (podendo ser levantada
com facilidade).

A partir dos 15 dpi, houve diminuicdo gradativa do ECC até os 120 dpi,
guando os animais atingiram o ECC 2,5 (entre magro e médio), sugerindo que, na
fase aguda, existe maior gasto das reservas teciduais, especialmente de gordura e
de musculos, para a manutencéo da infeccdo. Resultado semelhante foi obtido por
Sinclair (1975), que observou, aos 64 dpi, perda da condicdo corporal nos ovinos
experimentalmente infectados por F. hepatica e que, ao longo do periodo
experimental, a perda tornou-se evidente. A condicdo corporal dos ovinos

infectados durante todo o experimento foi inferior a verificada nos ovinos controles.

Segundo Dixit et al. (2008), uma das principais cisteino proteases secretada
pelos parasitos, a catapsina L, também participa na aquisicdo de nutrientes pelo
processo de catabolizacdo de proteinas do hospedeiro para peptideos absorviveis,
contribuindo para menor condicao corporal, 0 que também pode ter contribuido para

condicao corporal inferior dos ovinos infectados em relacdo aos controles.

Esses resultados diferem de Martinez-Perez et al. (2014), que ndao
observaram diferenca estatistica na condicdo corporal entre os grupos de ovinos

infectados e controles ao longo do periodo avaliado.

7.5 Desenvolvimento ponderal

Durante o periodo experimental, o ganho de peso dos ovinos infectados, a
partir de 30 até 180 dpi, foi discreto, apenas 3,4 kg, enquanto os controles, no
mesmo intervalo, ganharam 12,6 kg, quase quatro vezes mais do que o observado

nos ovinos infectados.
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Esses achados sugerem que a presenca dos estdgios imaturos migrando no
parénquima hepatico e o processo inflamatério desenvolvido no figado podem ter
contribuido para o ganho de peso inferior dos ovinos infectados em relagdo aos
controles. Esses dados estdo de acordo com varios autores, como Dargie et al.
(1979), que relatam ganhos de peso significativamente menores em ovinos
infectados com 45 parasitos adultos, e com os de Diiwel et al. (1972), que
demonstraram que 38 vermes sao capazes de causar perda de peso. Altas cargas
parasitarias, por exemplo, acima de 350 vermes, podem causar grave perda de peso
e morte em ovinos adultos (Boray 1969, Berry & Dargie 1976, Hawkins & Morris
1978, Hawkins 1984).

Posteriormente, dos 120 até 390 dpi, verificou-se ganho de peso moderado
dos ovinos infectados em relacao aos controles. O ganho de peso verificado apos a
fase aguda sugere a recuperacao do parénquima hepatico, do processo inflamatério
causado pelas migracdes dos estagios imaturos, pois percebeu-se que, até este
momento, 0s ovinos infectados ndo apresentavam ganho de peso significativo.
Interessante ressaltar que, no dia 0, a pesagem meédia revelou 24,5 Kg para ambos
0s grupos; ao final do experimento, a pesagem final realizada aos 390 dpi revelou
gue os ovinos infectados ganharam 10,5 Kg, ficando com a média final de 35 Kg,
enquanto o grupo controle ganhou 25,5 Kg, ficando com a média final de 50 Kg. A
diferenca de ganho de peso final do grupo infectado em relacdo ao controle séo de
15 Kg, ou seja, 0s ovinos infectados ganharam peso ao longo do experimento, mas,
devido a presenca da F. hepatica, os animais nhdo conseguiram expressar 0 seu
potencial maximo de ganho de peso. Esses resultados sdo semelhantes aos
encontrados por Boray (1967) que, trabalhando com ovinos infectados com 200
metacercarias de F. hepatica, observou ganho médio de 5 Kg ao longo dos 175 dias;
com 500 metacercarias o ganho médio foi 4,68 Kg em 84 dias; com 1.000 a 2.000
metacercérias a perda de peso iniciou entre 14 e 28 dpi e 0 ganho de peso ocorreu
entre 49 e 56 dpi; e com 4.000 — 10.000 metacercarias a perda de peso comecou a
partir de 21 dpi; e com 56 dpi, a perda de peso chegou a 9 Kg e a perda maxima

observada no experimento foi de 18 Kg.

Os mecanismos que podem afetar o ganho de peso dos ovinos infectados séao

varios, na maioria das vezes somam-se e potencializam seus efeitos sendo dificil
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separa-los. Berry & Dargie (1976) observaram correlacao entre o aparecimento e a
gravidade da apatia com a ingestdo de alimentos e com o desenvolvimento da
anemia; além disso, observaram aumento dos niveis de uréia plasmatica, indicando
a desaminacdo de aminoacidos aumentada dentro do intestino, coincidente com o

aumento dos niveis de uréia no sangue, sugerindo perda de proteina muscular.

Sykes et al. (1980) relatam que, a hipertrofia hepatica, em consequéncia da
migracdo dos parasitos imaturos, a ingestdo de proteinas pelos adultos, o desvio
fisiologico de aminoacidos para atender aos requisitos de sintese de proteinas no
figado, na medula éssea e tecido linfoide, decorrentes das estimulacfes antigénicas,
e a passagem de proteinas do sangue para o intestino, reduz a disponibilidade de

acidos aminados para crescimento, ganho de peso, |4 e leite.

Portanto, o ganho de peso reduzido em ovinos tem duas causas aparentes:
conversdo alimentar reduzida e anorexia (inapeténcia), que pode ser influenciada
pela carga parasitaria (Sinclair 1975, Berry & Dargie 1976, Hawkins & Morris 1978,
Dargie et al. 1979, Sykes et al. 1980, Ferre et al. 1994). O mecanismo que causa a
reducdo do apetite ndo € bem conhecido. Em infec¢cdes experimentais com dose
Unica, a anorexia coincidiu com a entrada dos parasitos nos ductos biliares entre 42
e 49 dpi (Berry & Dargie 1976, Dargie et al. 1979, Sykes et al. 1980, Ferre et al.
1994).

Nesse trabalho o ganho de peso dos ovinos infectados foi influenciado
significativamente pela infeccdo por F. hepatica, demonstrando que o parasitismo &

um fator limitante para o ganho de peso.

7.6 Perfil hematoldgico

Em relacéo ao perfil hematolégico, foram observados valores médios menores
de hemécias, hemoglobina e hematdcrito a partir dos 15dpi nos ovinos infectados
em relacdo aos animais controles e que persistram durante todo periodo
experimental. Ao se observar esses parametros em conjunto, pode-se verificar
gueda mais evidente dos 30 a 120 dpi, periodo que coincide com a migracado dos
estagios imaturos no parénquima hepatico e com a fase aguda. Essas alteracfes

hematoldgicas observadas nesse trabalho estdo de acordo com a literatura, sendo
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considerada uma caracteristica importante da doenca (Holmes et al. 1968, Saleh
2008, Flynn et al. 2010).

A anemia descrita na fasciolose pode ser devido a uma perda anormal de
células vermelhas, como resultado da migragdo do parasito pelo parénquima
hepatico, que lesiona as células, os vasos, e também devido aos hébitos de
alimentacao dos parasitos, conforme descrito por Dargie et al. (1979), que atribuiu a
anemia na fase inicial da infeccdo a hemorragia intra-hepética, devido a migracéo
dos estagios imaturos. Martinez-Pérez et al. (2014) demonstraram que ovinos
infectados por F. hepatica apresentavam reducdo do hematdcrito aos 14 dpi,
chegando a 17%; aos 84 dpi, a anemia ainda persistia, embora o valor médio de
hematdcrito  tenha sido de 24%. Boray (1967) observou que anemia estava
associada a reducédo de hemacias, que ocorreu entre 28 a 35 dpi. Por outro lado,
Sinclair (1962) mostrou que ovinos infectados ndo apresentavam reducdo de
eritrocitos até os 56 dpi. Mekrouk et al. (2007) nao verificaram redu¢do no nimero
de eritrocitos dos ovinos infectados em relacdo ao controle durante o periodo
estudado. As diferencas observadas entre os estudos podem ser devido a raca, a
idade dos animais, a infectividade, a genética, a localizacdo dos estagios imaturos, a
capacidade eritrocitica de cada animal e ao periodo de migracdo dos estagios
imaturos na cavidade abdominal e no figado, pois 0 niumero de metacercarias
utilizadas pelos autores foi semelhantes a utilizada nesse estudo. O aumento
observado nos valores meédios dos eritrocitos dos ovinos infectados em alguns
momentos da infeccdo pode ser explicado devido a resposta do sistema
hematopoético a infeccéo, na tentativa de repor o numero de eritrécitos (Sinclair
1962, Boray 1967, Martinez-Pérez et al. 2014).

As mortes de dois ovinos aos 300 dpi e 330 dpi tém em comum os valores
médios de hemoglobina, 10,5% e 11,2 %, valores bem inferiores aos ovinos
infectados e controles no mesmo intervalo. Esses resultados fortalecem a hipotese
gue a espoliacdo sanguinea realizada pelos parasitos pode ter contribuido para as
mortes ocorridas no presente estudo. No entanto, o0 aumento nos valores médios de
hemoglobina verificado nos ovinos infectados aos 330 e 360 dpi sugere que o
sistema hematopoiético ainda consegue repor as células perdidas em consequéncia

da espoliagédo sanguinea.
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Hawkins (1984) também observou que 0s ovinos que apresentassem o valor
medio de hematdcrito inferior a 15 % morriam, sugerindo que o hematdcrito poderia
predizer a carga parasitaria e o prognéstico do animal.

Durante a revisdo de literatura, constatou-se que, os trabalhos realizados
sobre o perfil hematbélogico com ovinos infectados experimentalmente ou
naturalmente por Fasciola hepatica, apresentam informacfes fragmentadas,
incompletas. Este é o primeiro estudo que realiza 0 acompanhamento periddico do
hemograma completo de ovinos da raga Santa Inés experimentalmente infectados

por F. hepatica.

7.6.1 Volume corpuscular médio

Os valores medios dos volumes corpusculares de ambos 0S grupos
permaneceram dentro da normalidade, 23 a 48 fentolitro (fl), durante todo o periodo
experimental. As meédias verificadas nos ovinos infectados foram superiores as
meédias dos ovinos ndo infectados. Além disso, as médias dos ovinos n&o infectados
nao oscilaram durante todo periodo experimental, sendo o valor médio verificado no
dia 0, 31 fl, préximo do observado aos 390 dpi, 33,5 fl.

Nesse estudo, o volume corpuscular médio dos ovinos infectados aumentou,
a partir dos 15 dpi até os 60 dpi, e com diferenca estatistica (p<0,001) em relacéo
aos ovinos nao infectados na maioria dos intervalos. O aumento discreto, porém
progressivo, no VCM dos ovinos infectados nesse estudo, indica redu¢cdo no niamero
de hemacias na circulacdo e a liberacdo de reticulocitos pela medula dssea.
Coincidindo com o periodo da migracdo dos estagios imaturos no paréngquima
hepatico, com a presenca dos parasitos adultos nos ductos biliares realizando
espoliacdo sanguinea. Esses resultados demonstram que anemia provocada por F.
hepatica foi do tipo normocitica normocrémica e regenerativa. De maneira
semelhante, outros autores, como Sykes et al. (1980), também encontraram baixos
valores de hemacias e hemoglobina, com aumento no VCM dos ovinos infectados
na fase subclinica em relacdo aos ndo infectados, mas ndo relatam em qual
momento ocorreu 0 aumento e nem o0s valores médios. Matanovic et al. (2007)

verificaram que, nos ovinos infectados, os valores médios do VCM, 33,94 fl, foram
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superiores aos verificados no grupo controle, 30,75 fl, e com diferenca estatistica.
No entanto, os valores de ambos os grupos estavam dentro da normalidade e no
estudo nédo foi apontado em quais dias ocorreu a alteracao.

7.6.2 Concentracdo média de hemoglobina

Os valores da concentracdo média de hemoglobina (CMH) nesse estudo
permaneceram dentro dos parametros de normalidade durante todo o experimento,
tanto para os ovinos infectados como para 0s ovinos nao infectados. Esse achado
sugere que hemacias foram substituidas por reticulécitos, que sdo hemacias jovens
gue, no entanto, sdo maiores e possuem a capacidade de sintetizar 20% a mais de
hemoglobina que a hemacia madura. De maneira semelhante Matanovic et al.
(2007) relataram que o valor médio de CMH de ambos os grupos, infectados e
controle, apresentaram valores semelhantes e dentro da normalidade em infeccao
natural por F. hepatica. No entanto, Martinez-Pérez et al. (2014) observou que as
concentracbes meédias de hemoglobina verificadas nos ovinos infectados foram
superiores as encontradas nos ovinos nao infectados e aumentaram a partir de 28

dpi.

7.6.3 Concentracdo de hemoglobina corpuscular média

A concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foi semelhante
entre 0s animais dos grupos infectado e controle durante o estudo. Embora tenha
ocorrido variacbes das concentracdes durante o periodo experimental, ndo houve
diferencas estatisticas significativas entre os grupos, diferindo dos resultados de
Matanovic et al. (2007), que relataram que o CHCM nos ovinos infectados foram
menores que o verificado nos ovinos nao infectados. No entanto, Martinez-Pérez et
al. (2014) observaram que o CHCM nos ovinos infectados foram superiores aos dos

animais controles.
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7.6.4 Plaquetas

A partir dos 15 dpi, ocorreu reducdo na quantidade de plaquetas circulantes a
medida que o periodo de infec¢do foi evoluindo, o que sugere o deslocamento
dessas células para o local de migracdo do parasito para bloguear a perda de
sangue devido ao rompimento de vasos sanguineos provocado pelo hematofagismo
dos estagios imaturos, ou pela reducdo na producdo de plaguetas pela medula
0ssea. Os mecanismos para explicar a alteracdo no numero de plaquetas circulantes
nao sao bem conhecidos em ovinos infectados com F. hepatica, mas, em ratos,
Baeza et al. (1994) demonstraram a reducdo no numero médio de plaquetas aos 7
dpi, e atribuiram essa observacao, a capacidade do parasito em modular a resposta
inflamatoria, visto que os ratos que foram vacinados com adjuvante completo de
Freund’s na regido peritoneal antes da infeccdo por F. hepatica ndo apresentaram

reducdo no numero medio de plaquetas.

7.6.5 Leucograma

Neste estudo, verificou-se que a infeccdo experimental dos ovinos induziu
aumento nas contagens meédias dos leucdcitos totais em relacdo ao grupo nao
infectado a partir dos 15 dpi, com pico aos 30 dpi. Os niveis continuaram mais
elevados em relacdo ao grupo controle até os 150 dpi, e diminuicdo nas contagens
totais dos leucocitos do grupo infectado em relacdo ao grupo controle foram
evidenciada até os 390 dpi. Entretanto, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos.

Também foi observado um aumento nas médias dos leucocitos diferenciais
como os neutrdfilos, linfocitos e eosindfilos em relacdo ao grupo controle, com
oscilacBes desses valores durante todo o periodo experimental. Esses achados
coincidem com o deslocamento dos estagios imaturos através das camadas do
intestino para a cavidade abdominal, com a penetracdo no parénquima hepatico,
com a destruicdo de hepatdcitos e a liberagdo de substancias antigénicas, como o
estabelecimento da inflamacéao no figado. Sendo que as reducdes dessas células no
sangue periférico dos ovinos infectados nesse estudo, em relagdo ao grupo controle,

provavelmente devido & migragdo dessas células para o figado como descrito por
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varios autores (Sinclair 1962, Meeusen et al. 1995, Tliba et al. 2000, Matanovic et al.
2007).

Além dessa capacidade da F. hepatica em provocar oscilacées nos leucocitos
do sangue periférico quando se estabelece no figado, auxiliado pela secrecdo de
metabdlitos, como complexas proteinas, que ajudam também na aquisicdo de
requisitos nutricionais, ela também possui a capacidade de interferir nas células do
sistema inume do hospedeiro realizando modulagdo e/ou evaséo (Flynn et al. 2010).
Penny et al. (1996) relataram que as alteragbes nas contagens diferenciais de
leucécitos pode ser um meio de defesa do organismo contra a Fasciola, os efeitos
obstrutivos, e/ou devido a lesdo mediada por complexo antigeno-anticorpo na
medula 0ssea.

Embora nédo tenha sido encontrado na literatura acompanhamento do perfil
hematolégico de ovinos da raca Santa Inés por um longo periodo, como o realizado
nesse estudo, durante a infeccdo com Fasciola hepatica. Encontra-se na literatura
dezenas de trabalhos sobre alteracées no perfil hematoldgico de ovinos infectados
com F. hepatica, com resultados que coicidem ou divergem dos encontrados nesse
trabalho, provavelmente, devido a influéncia de raca, de idade, de carga parasitaria

e do periodo de acompanhamento da infeccéo.

Com relacdo a variacdo dos leucocitos diferenciais, Chauvin et al. (1995)
relataram aumento na contagem total de leucécitos em ovinos infectados com 230
metacercarias a partir da 3% e 52 semana apos infeccdo, mas ndo observaram
alteracoes nem variacbes em neutrofilos, mondcitos ou linfocitos. Entretanto, os
eosindfilos comecaram a aumentar a partir da 22 e 32 semana, com picos de
eosinofilia nas 4% 52 e 62 semanas e novamente nas 92, 10% e 112 semanas.
Segundo 0s autores, esses picos correlacionam-se com a fase de migracdo dos
estagios imaturos pelo parénquima hepatico e com a presenca das formas adultas
nos ductos biliares. A eosinofilia também foi descrita por Hacariz et al. (2009) em

ovinos “Texel x Cheviot” a partir da 3% semana pos infecgao.

7

A eosinofilia € um dos achados mais marcantes descritos na fasciolose.
Entretanto, deve-se ressaltar que ocorre na maioria das infeccbes helminticas

(Marques Junior et al. 1983).
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A contagem absoluta de eosinofilos dos ovinos infectados no presente estudo,
aumentou a partir dos 15 dpi, com diferenca estatistica significativa aos 30 e 45 dpi,
periodo coincidente com pico de eosinofilia. Esse aumento significativo antes do
periodo pré-patente, que ocorreu em torno de 60 dpi, pode estar relacionado a
migracdo dos parasitos no parénquima hepético, e a presenca dos adultos nos
ductos biliares. Os resultados desse trabalho, estdo de acordo com os de Sinclair
(1975), Presidente et al. (1975) Chauvin et al. (1995) e Zhang et al. (2005). Ja as
reducdes no numero de eosindéfilos no sangue periférico dos ovinos infectados nesse
estudo, em relagcdo aos nao infectados, pode estar relacionada com a migracao
dessa célula para o sitio inflamatdrio por processo quimiotatico. Como sugerido por
Ruston & Murray (1977), Rojas et al. (2015), que relataram predominéncia de
eosindfilos em relagcéo a neutrofilos e a macrofagos em lesdes nos figados de ovinos
infectados com F. hepatica. Além disso, a eosinofilia tem sido relatada como sendo
proporcional ao grau de estimulacdo antigénica (Escamilla et al. 2016).

Nesse trabalho ndo houve alteracbes significativas nas contagens de
mondcitos e basofilos entre os ovinos infectados e o0s ovinos nao infectados,

resultados semelhantes aos de Matanovic et al. (2007).

7.7 Avaliacdo macroscopica dos figados

Neste trabalho, os achados macroscopicos dos figados de dois ovinos que
morreram na fase crénica da infeccao indicaram a gravidade da doenca, confirmada
pela hepatomegalia, pelos I6bulos com bordas abauladas, pelos pontos
hemorragicos distribuidos difusamente pelo parénquima, por focos de deposicao de
fibrina na superficie do parénquima, por focos de necrose com coloracéo
avermelhada mais escura e pela presenca de parasitos adultos nos ductos biliares.
Observou-se maior intensidade de necrose continua na superficie parietal em
relacdo a superficie visceral; isso se deve principalmente a migracdo pelos estagios
imaturos. Esses resultados sdo semelhantes aos observados por (Sinclair 1967,
Dow et al. 1968, Rushton & Murray 1977, Bostelmann et al. 2000).

A migracao dos parasitos jovens pelo parénquima hepatico € favorecida pelos

produtos excreto-secretados, além da agdo mecénica realizada por ventosas e
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espinhos presentes no tegumento, causando quadro de necrose hepatocelular. As
areas lesionadas sdo substituidas por tecido conjuntivo que produzem cicatrizes
fibrosas, principalmente na cpsula hepatica (manchas leitosas), apresentando
caracteristicas de areas palidas, assim como observado por Dow et al. 1968,
Rushton & Murray 1977. Esses fatores também contribuem para a hiperplasia dos
ductos biliares verificada nesse estudo, achados similares aos estudos realizados
em ovinos por outros autores como Sinclair 1967,,Dow et al. 1968, Boray 1969,
Behm & Sangster 1999, Bostelmann et al. 2000.

Os pontos hemorragicos distribuidos no parénquima hepaticoe a deposicéo
de fibrina observada nesse estudo confirmam que tais lesbes sdo causadas pela
migracdo, pela alimentacdo do parasito e pelo surgimento de areas de leséo,
semelhante aos estudos de (Sinclair 1967, Dow et al. 1968, Boray 1969, Behm &
Sangster 1999, Bostelmann et al. 2000).

A fibrose hepatica observada nesse estudo € resultado da infeccdo por F.
hepatica, visto que a alteracdo pode ser promovida pelo acumulo progressivo de
componentes da matriz extracelular (MEC), resultando em substituicdo da
arquitetura normal do 6rgdo e comprometimento da atividade funcional do figado,
como descrito por (Bataller & Brenner 2005, Marcos et al. 2011).

Esses achados dao suporte as manifestacdes clinicas apresentadas pelos
ovinos, demonstrando que a infeccdo experimental com 150 metacercarais de F.
hepatica foi capaz de causar lesdes no figado, e consequentemente a morte de
alguns ovinos da raca Santa Inés. A associacdo dos sinais clinicos com esses
achados macroscépicos confirma que os animais morreram na fase cronica da

infeccéao.
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8 CONCLUSOES

O periodo pré-patente em ovinos da raca Santa Inés infectados com
150 metacercarias variou de 60 a 62 dias.

AplGs periodo pré-patente, os ovinos Santa Inés infectados por F.
hepatica eliminaram ovos nas fezes por mais de 12 meses.

Ovinos Santa Inés com fasciolose apresentam sensibilidade hepatica
dolorosa durante a palpacdo hepética, sendo importante a realizacao
desse procedimento durante a avaliacdo fisica para auxilio no
diagnastico.

Aumento da frequéncia cardiaca e respiratéria por minuto, associadas
com a palidez da mucosa ocular, sdo observados nos ovinos com
fasciolose, tornando importante a avaliacdo -cardiorrespiratoria no

auxilio do prognaostico.

e A utilizacdo do método Famacha®©, sem associacdo com outros

parametros clinicos ndo € confiavel para 0 acompanhamento e controle
dos ovinos infectados por F. hepatica.

Os sinais clinicos sdo mais evidentes entre os 15 e 120 dias apos
infeccdo, sugerindo ser essa a fase aguda da infeccéo.

Ovinos Santa Inés infectados com 150 metacercarias de F. hepatica

apresentam ganho de peso inferior aos nao infectados.

¢ O hemograma dos ovinos Santa Inés com fasciolose demonstra anemia

normocitica, normocrébmica e regenerativa, com leucocitose por

neutrofilia e eosinofilia na fase aguda e linfocitose na fase crénica.
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e A infeccdo com 150 metacercarias de F. hepatica causa morte dos
ovinos da raca Santa Inés na fase cronica.

e Os figados dos ovinos Santa Inés experimentalmente infectados por F.
hepatica apresentam borda abaulada, aumento de tamanho, fibrose,
necrose e fibrina aderida a capsula hepética.

e A taxa de recuperacdo de F. hepatica em ovinos Santa Inés infectados

com 150 metacercarias esta em torno 34%.
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ANEXOS

Al. Ficha de avaliacao clinica

AVALIACAO CLINICA DOS OVINOS DA RACA SANTA INES

Animal:

Pelagem:

Peso:

Data:

PARAMETROS AVALIADOS

Comportamento

( )normal ( ) prostrado

Inspecéo contorno
abdominal

( )normal ( )ascite () prenhes () assimétrico

Edema submandibular

( )ausente ( ) presente

Frequéncia cardiaca

/min

Frequéncia respiratéria

/min

Mucosas Oculares

( ) 1- Vermelhorobusto ( )3-Rosa ( )5-Branco
( ) 2-Vermelhorosado ( ) 4- Rosa palido

Condicao corporal

( ) 1- Caquético ( )3-Médio ( )5-Obeso
( ) 2- Magro ( ) 4- Gordo

Sensibilidade hepatica

( )ausente ( ) presente
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