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RESUMO

Fasciola hepatica parasita o parénquima hepético e as vias biliares de varias espécies de
mamiferos, inclusive do homem, sendo considerada uma zoonose negligenciada com
distribuicdo cosmopolita. Os hospedeiros definitivos e acidentalmente os humanos,
infectam-se ingerindo metacercarias que estdo aderidas as folhas de vegetais cultivados
dentro e/ou nas proximidades do curso d’agua ou pelo consumo de agua contaminada
com essas formas infectantes. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
recomenda o uso de hipoclorito de sodio (NaClO) para desinfeccdo de
hortifrutigranjeiros, para o controle de patdgenos, no entanto, ndo existe referéncia
cientifica da acdo de NaClO sobre metacercérias de F. hepatica. Nesse trabalho avaliou-
se a eficacia de NaClO, sobre metacercarias de F. hepatica. Utilizou-se quatro grupos de
camundongos C57BL/6J, (n =9, para cada grupo), infectados com metacercéarias expostas
ao NaClO. Grupo I: NaClO na concentracdo de 0,2 %; Grupo II: NaClO na concentragéo
de 0,02%, Grupo I1I: NaCIO na concentracao de 0,002% e Grupo IV: controle infectado
com metacercéria livre de NaCIlO. Incubou-se metacercarias (n= 500) recuperadas de
Galba cubensis, em 1000 pL/concentracdo de NaClO/15min/25°C. Em seguida,
inoculou-se individualmente por via oral metacercarias (n=10) nos camundongos, para
andlise da infectividade. Os camundongos foram avaliados por 90 dias. Durante o periodo
experimental esses animais foram mantidos em condi¢cdes de bem estar e alimentados
com racao e agua ad libitum. Avaliou-se a curva de sobrevivéncia e os sinais clinicos.
Nos animais que foram a Obito, foi realizada a avaliagdo macroscépica das lesGes
hepaticas, analise histopatoldgica do figado e recuperagdo de parasitos. Os animais que
sobreviveram aos 90 dias ap0s-infec¢do (dpi) foram submetidos a trés contagens de ovos
por gramas de fezes (OPG). Realizou-se microscopia eletronica de varredura (MEV) em
10 metacercarias/grupo fixadas em paraformaldeido 4%/48h/4°C. Os dados foram
analisados mediante os testes: variancia (Tukey). Ao 20° dpi observou-se nos animais:
prostracdo e pelo arrepiado. A partir da 4% semana apés-infecgdo (spi) morreram no grupo
I, 78% dos camundongos, no grupo |1, 89% dos camundongos, nos grupos Il e grupo 1V,
87% dos camundongos. Observou-se macroscopicamente lesdes necrdtico-hemorragicas,
ictéricas difusas a disseminadas nos figados dos animais. Na histopatologia foram
observadas areas de destrui¢do de hepatdcitos, infiltrado inflamatério difuso, hemorragia
e necrose por coagulacdo. Recuperou-se parasitos com 4 mm comprimento X 3 mm de
largura na 4° spi. Ao 90° dpi, 0s animais sobreviventes estavam negativos no OPG. Pela

MEV observou-se integridade da parede externa das metacercarias. Conclui-se que



metacercarias de F. hepatica tratadas com NaClO, permitem o desenvolvimento da

fasciolose.

Palavras-chave: Fasciola hepatica, metacercaria, zoonose, hipoclorito de sodio.



ABSTRACT

Fasciola hepatica parasites the hepatic parenchyma and bile ducts of various species of
mammals, including the human being and is considered a neglected zoonosis with
cosmopolitan distribution. Infection of definitive hosts and human beings, acidental hosts,
occurs through the ingestion of metacercariae that are adhered to the leaves of vegetables
cultivated inside or in the vicinity of a watercourse or by the ingestion of contaminated
water. The Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) recommends that use of
sodium hypochlorite (NaClO) for the disinfection of horticultural products and for the
control of pathogens; however, there is no scientific reference to the action of NaClO on
F. hepatica metacercariae. In this study we evaluated the efficacy of NaCIO on F.
hepatica metacercariae. Four groups of C57BL/6J mice (n = 9, for each group) were
infected with metacercariae treated with NaClO. Group I: 0.2% NaClO; Group I1: 0.02%
NaClO; Group I11: 0.002% NaClO and; Group 1V: control group of mice infected with
non-treated metacercariae. Metacercariae (n = 500), retrieved from Galba cubensis, were
incubated in 1000 pL/ NaClO concentration for 15 min at 25 °C. In the next step, 10
metacercariae were inoculated in each mouse for infectivity analysis. Infected mice were
evaluated for 90 days post infection (dpi). During the experimental period animals were
maintained in welfare conditions and feed with ration and water ad libitum. The survival
curve and clinical signs were also evaluated. In animals that have died, macroscopic
assessment of liver lesions, liver histopathological analysis and parasites recovery were
performed. Mice that have survived for 90 days were submitted to three parasitological
stool examination (egg count per gram of feces — EPG). 10 metacercariae for each studied
group were fixed with 4% paraformaldehyde for 48 hours at 4°C and analyzed through
scanning electron microscopy (SEM). The collected data were analyzed using variance
tests (Tukey). Jaundice, lethargy, prostration and bristly hair were observed in
experimental animals on the 20 th dpi. From the 4 th week of infection, 78% of studied
mice died in group I, 89% in group Il and 87% in groups I11 and IVV. Necrotic-hemorrhagic
lesions and diffuse to disseminated jaundice were observed in animals’ livers.
Histopathological examination showed areas of hepatocyte destruction, diffuse
inflammatory infiltrates, hemorrhage and necrosis by coagulation. Parasites 4 mm long x
3 mm wide were also recovered from infected animals in the 4 th week post infection. In
the 90 th dpi animals that have survived were EPG negative. SEM showered integrity of
metacercariae’s external membrane. In conclusion, F. hepatica metacercariae treated with

NaClO were able to develop and to establish infection in mice.
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1 INTRODUCAO

Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758) é um helminto da classe Trematoda, subclasse
Digenea, familia Fasciolidae, um dos agentes etiolégicos da fasciolose (CORDOVA et
al., 1997; DORNY et al., 2009; KNUBBEN-SCHWEIZER; TORGERSON, 2015). E
um parasito de figado e ductos biliares de diversos mamiferos domeésticos e silvestres,
principalmente de bovinos, ovinos, caprinos, equinos e acidentalmente do homem,
ocasionando grave prejuizo econémico a pecudria mundial (STOLL, 1947;
ECHEVARRIA, 1995, 2004; CRUZ, 2013; GUIMARAES, 2016). Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2014), F. hepatica esta listada dentre as
“Foodborne trematode infections”, sendo assim esse € um parasito pertencente ao
grupo dos trematddeos causadores das doencas transmitidas por alimentos (DTA).

Na medicina veterinaria observam-se danos devido a condenacgdo de figados em
frigorificos e abatedouros, perda de peso dos animais, infec¢cdes secundarias, reducédo da
producdo de leite, carne, 1, reducdo da fertilidade, abortos, despesa com medidas de
controle, custos com o tratamento e em alguns casos pode resultar na morte dos animais
(SPITHILL et al., 1997; FAIRWEATHER et al., 1999; FARIA et al.,, 2005;
FAIRWEATHER, 2011). No Brasil a maior area enzoo6tica da fasciolose bovina esta
localizada na regido Sul do pais, com focos menores nas regides Sudeste e Centro-
Oeste. Atualmente F. hepatica é encontrada em animais dos seguintes estados: Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parani, Sdo Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro,
Espirito Santo, Mato Grosso do Sul, Goids, Mato Grosso e Pard. A mesorregido
Sul/Sudoeste é a principal area de importancia epidemioldgica. Os casos da doenca
geralmente estdo associados as areas rurais, que na maioria das vezes apresentam
condicdes eco epidemiologicas favoraveis a ocorréncia de fasciolose (SERRA-FREIRE,
1990, 1995; LIMA et al., 2009; BENNEMA et al., 2014). Em Minas Gerais (MG) vém
sendo reportada a incidéncia de fasciolose animal, principalmente em bovinos, com
dados de propriedades, frigorificos, servigos de inspecdo e por meio de exames
coproparasitologicos (LIMA et al., 2009; DRACZ; LIMA, 2014; DRACZ et al., 2016).

Conquanto, essa parasitose também é uma doenca negligenciada, com
importancia epidemioldgica nas Américas. A fasciolose humana foi considerada uma
zoonose de importancia secundaria até 1990. Todavia, a importancia da doen¢a humana
ao nivel de saude publica comegou a mostrar-se a partir dos anos 2000, com a descrigédo

progressiva de casos humanos, com o aumento dos relatorios de casos clinicos da
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doenca, sendo que muitas vezes os achados sdo acidentais (WHO, 1995, 2007, 2013,
2014).

Fasciola hepatica tem distribui¢do por todos os continentes, sendo nos ultimos
25 anos reportados casos distribuidos na Africa (487 casos), América (3267), Asia
(354), Europa (2951) e Oceania (12) (ESTEBAN et al.,, 1997; MAS-COMA;
BARGUES, 1996; MULLER, 1998, 1999; ASHRAFI et al., 2006a; MAS-COMA et al.,
2018). Em 51 paises de todos os continentes, foram reportados cerca de 7.071 casos,
com o0 maior nimero de casos de fasciolose humana no continente americano. Na
América estdo registrados aproximadamente 3.286 casos humanos, na maioria das vezes
os achados sdo acidentais, distribuidos nos Estados Unidos (1), México (33), Cuba
(782), Costa Rica (13), Porto Rico (18), Venezuela (11), Peru (1.210), Bolivia (1.021),
Chile (45), Argentina (13), Uruguai (95) e Brasil (82) (PILE et al., 2000, ASHRAFI et
al., 2006b; AQUINO et al., 2018).

Os casos de fasciolose humana no pais ja foram descritos nos Estados do Parana
(25), Séo Paulo (21), Rio de Janeiro (3), Mato Grosso do Sul (6), Bahia (2), Rio Grande
do Sul (2), Santa Catarina (1) e Amazonas (22) (REY, 1957, 1958; SANTOS; VIEIRA,
1965, 1967; MATTAR; AMARAL, 1967; SANTOS, 1967; CORREA; FLEURY, 1971;
BARANSKI et al., 1977; AMARAL; BUSETTIET, 1979; PILE et al., 2000; SERRA-
FREIRE; NUERNBERG, 1992; SERRA-FREIRE et al.,1995; SERRA-FREIRE, 1999,
2011; MACIEL et al., 2018).

A forma de transmissdo desse parasito ocorre por meio da ingestdo de
metacercérias, um cisto formado por quatro camadas de mucopolissacarideos. A
infeccdo humana esta diretamente relacionada com a ingestdo de produtos
hortifrutigranjeiros e/ou agua contaminada com essas formas infectantes (BORAY;
ENIGK, 1964; BORAY, 1969; BJORLAND et al., 1995; ESTEBAN et al., 1997).

As metacercarias sdo elo fundamental na transmisséo e epidemiologia da fasciolose.
E comum o relato de humanos que se infectaram ao consumir vegetais crus cultivados
dentro e/ou nas proximidades do curso de agua, como o agrido (Nasturtium officinale)
e/ou agua contaminada com as metacercarias (MACIEL et al., 2018).

Para o controle da transmissdo do parasito devem-se identificar produtos anti-
metacercarias de F. hepatica capazes de interromper o ciclo biolégico do parasito. A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) recomenda a utilizacdo de
hipoclorito de sodio para desinfeccdo de hortifrutigranjeiros antes do consumo, para o

controle de patdgenos, sendo assim, pesquisas que busquem evidenciar a acdo de
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produtos desinfetantes sobre metacercarias de F. hepatica devem ser realizados, uma
vez que, estes estudos poderdo ser utilizados como fator de prevencgédo e controle da
infeccdo humana (BRASIL, 2010).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biologia do parasito Fasciola hepatica

Fasciola hepatica € um helminto pertencente ao reino Animalia, filo
Platyhelminthes, classe Trematoda (Rudolphi, 1808), subclasse Digenea (Van Beneden,
1858), familia Fasciolidae (Railliet, 1895), subfamilia Fasciolinae (Hassal, 1898),
género Fasciola (Linnaeus, 1758), espécie Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758)
(CORDOVA et al., 1997; DORNY et al., 2009; QUEIROZ et al., 2002; KNUBBEN-
SCHWEIZER; TORGERSON, 2015).

O parasito possui oito fases evolutivas dividas entre os hospedeiros definitivos e
intermediarios, sendo: ovo, miracidio, esporocisto, rédia, cercaria, metacercarias,
parasito jovem e adulto. O parasito adulto possui aspecto folidceo, achatado
dorsoventralmente, ndo possui exo ou endoesqueleto, mede cerca de 3,0 cm de
comprimento por 1,5 cm de largura e possui cor pardo-acinzentada. Apresenta uma
ventosa oral, localizada na extremidade anterior, a partir da qual segue uma curta
faringe, dessa, partem dois ramos cecais extremamente ramificados, um de cada lado,
até a extremidade posterior. Abaixo da ventosa oral esta localizada a ventosa ventral e
junto a esta, observa-se a abertura do poro genital. F. hepatica é hermafrodita,
possuindo aparelho genital feminino, composto por um ovario ramificado, o6tipo, Gtero
e glandulas vitelinas extremamente ramificadas ocupando as partes laterais e posterior
do parasito e aparelho genital masculino, composto de dois testiculos muito
ramificados, canal eferente, canal deferente e bolsa do cirro, correspondente ao 6rgao
copulador. A abertura do poro genital é comum ao sistema genital masculino e
feminino. O tegumento € coberto por espinhos disseminados na porcdo anterior, que
auxiliam na fixagéo do helminto nos ductos biliares (GUIMARAES, 2016; RIBEIRO et
al., 2017). O sistema nervoso central compreende um par de ganglios, um a esquerda e
outro a direita da faringe, logo abaixo da ventosa oral. Estes ganglios sdo conectados
por juncdes transversais que percorrem toda a superficie dorsal da faringe. Dos ganglios

partem trés corddes nervosos, um ventral, um lateral e um dorsal. O sistema nervoso
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periférico compreende fibras e corpos celulares abaixo do tegumento. O sistema
digestorio possui faringe, esdfago e ceco, que termina em fundo cego. O sistema
excretor & constituido por células-flama conectadas por tubulos que lancam seus
produtos de excrecdo para fora do corpo por meio de um poro situado na porcao
terminal do parasito (FAIRWEATHER et al., 1999; GUIMARAES, 2016; RIBEIRO et
al., 2017).

Os ovos do parasito sdo constituidos por um 6vulo fertilizado, contendo células
vitelinicas, rodeado por um invélucro protéico (HUSSEIN et al., 2010). Medem cerca
de 150 um de comprimento e 100 um de largura, possuem forma eliptica, cor amarelada
e em uma de suas extremidades apresenta uma abertura que é fechada pelo opérculo,
por onde saem os miracidios (BARUCH, 1999). Os ovos sdo muito resistentes,
sobrevivendo por muitos meses no solo (REY, 2008). Os miracidios, primeiro estagio
do parasito, medem aproximadamente 0 mesmo comprimento dos ovos, tendo placas
ciliadas e sdo mais largos na porcao anterior e afilados na posterior. Vivem por um curto
periodo na &agua, entre a eclosdo do miracidio e a penetragio no molusco. Os
esporocistos possuem forma de saco alongado, apresentando em seu interior
aglomerados de células germinativas em multiplicacdo. As rédias possuem forma
cilindrica e medem de 1-3 mm de comprimento. Apresentam um esboco do aparelho
digestdrio. Na regido anterior do corpo, possui uma abertura por onde sairdo as cercarias
que sdo formadas a partir de células germinativas em continua multiplicacdo no interior
das rédias (REY, 2008; GUIMARAES, 2016; OLIVEIRA, 2008).

As cercarias tém aspecto de disco, medem de 250-350 pm de comprimento com
uma cauda longa e ndo bifurcada. Assim como a forma adulta de F. hepatica, possui
ventosas oral e ventral, faringe, eso6fago e intestino. Lateralmente existem glandulas
cistogénicas, envolvidas no processo de encistamento. A metacercaria é a forma
evolutiva da cercéria, encistada, e tem tonalidade amarelada (ANDREWS, 1999; REY,
2008; OLIVEIRA, 2008). Com a perda da cauda, formando uma membrana de prote¢édo
em torno de si. As metacercarias sdo constituidas por duas paredes, a parede externa do
cisto formada por duas camadas, a camada | e Il e a parede interna do cisto formada por
outras duas camadas, a camada Ill e IV. A parede externa das metacercarias de F.
hepatica é formada imediatamente ap0s a fixagdo das cercarias ao substrato por meio
das ventosas ventral e dorsal, com auxilio do material secretado pelas glandulas
cistogénicas que secretam granulos de proteinas por todo o tegumento da metacercéria e

aos poucos se transformam em filamentos dando origem a 1° camada das metacercarias.
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Morfologicamente a camada | possui aspecto esponjoso com uma rede espessa de
filamentos que estdo presos a fina camada mais homogénea, a camada Il. A parede
interna do cisto é formada logo apds a ultima camada da parede externa, entretanto,
apos a formacdo da parede externa ha um espaco vazio. Os precursores que dardo
origem a parede interna e consequentemente as camadas I11 e IV sdo também secretados
por todo o tegumento. Todas as camadas sdo formadas por produtos secretados das
glandulas cistogénicas. A camada Ill estende-se enormemente e seus sulcos profundos
aparecem em toda a superficie abrindo-se em uma éarea que ira futuramente
corresponder a ventosa ventral. A superficie recém-formada da camada 111 é provida de
numerosos poros de 1-3 um de didmetro e de fissuras estreitas levemente amassadas. A
camada IV é formada de queratina (DIXON, 1964a; DIXON 1965; DIXON; MERCER,
1967).

Dixon e Mercer (1964 a e b) sugerem que as metacercarias quando formadas
totalmente tem uma superficie irregular com sulcos transversais e com observacdo mais
detalhada da superficie por meio da microscopia eletrénica de varredura € possivel
observar uma superficie rugosa. Além disso, os autores observaram que a camada |
pode atuar como uma barreira contra-ataques bacterianos, fungicos e servir de protecao
contra dessecagdo, permitindo assim um sucesso evolutivo do parasito no meio
ambiente. De acordo com Dixon e Mercer (1967) as varias camadas concéntricas da
parede do cisto, ou seja, das metacercarias de F. hepatica, sdo formadas de
polissacarideos provenientes das glandulas cistogénicas da cercaria durante o
desenvolvimento. Os precursores granulares sdo formados em grupos separados de
células que migram para o epitélio superficial (epitélio embrionario) durante o
desenvolvimento. Os granulos sdo liberados para formar a parede externa pelo
rompimento do epitélio embrionario no inicio do encistamento. Esse processo é rapido e
concluido em poucos minutos. As células possuem formato de folhas laminadas e
migram de dentro das cercarias por meio de lacunas na superficie da musculatura,
formando um novo epitélio que substitui o anterior. Depois desse processo as células na
regido interna das cercarias comegam uma serie de movimentos oscilatérios complexos.
Os movimentos permitem a fusdo da membrana vacuolar com a membrana plasmatica
sem destruirem a integridade das células, formando assim um novo epitélio, que dara

origem apo6s o densencistamento ao parasito jovem (DIXON, 1965).
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2.2 Ciclo bioldgico e hospedeiros de Fasciola hepatica

Fasciola hepatica € cosmopolita, com ciclo do tipo heteroxénico. Desse modo,
esse parasito pode ser transportado por inUmeras espécies de animais para as mais
diferentes regibes do planeta, provavelmente foi dessa forma que alcangou uma
distribuicdo geografica ampla, podendo ser encontrado em areas de todos os
continentes, exceto a Antartida (GOMES, 2003).

As infeccdes por F. hepatica ocorrem apds a ingestdo de produtos
hortifrutigranjeiros (legumes, verduras e folhas), e/ou agua e pastagem contaminadas
com metacercérias. Apds serem ingeridas pelos hospedeiros definitivos, tais como,
mamiferos domésticos, silvestres e acidentalmente os homens, as metacercarias
desencistam-se devido a acdo do suco gastrico e 0s parasitos jovens atravessam a parede
do intestino delgado alcancando a cavidade peritoneal e migrando até o figado. Apds
atravessarem a capsula hepética, os parasitos imaturos migram pelo parénquima
hepatico, onde se alimentam de tecidos, restos celulares e sangue. Entre 35 a 45 dias 0s
parasitos permanecem migrando pelo parénquima hepéatico. ApoOs esse periodo,
alcancam os ductos biliares onde atingem a maturidade sexual (SILVA et al., 1994;
ANDREWS, 1999; GUIMARAES, 2016; DRACZ et al., 2016; MAS-COMA et al.,
2018).

Nos ductos biliares, mais ou menos 50 a 60 dias apo6s-infec¢do (dpi) iniciam a
postura dos ovos. Os ovos sdo operculados ndo embrionados, que com a bile, sdo
langados para o duodeno, percorrem o trato intestinal e sdo eliminados junto com as
fezes dos hospedeiros (SILVA et al., 1994; ANDREWS, 1999; GUIMARAES, 2016;
DRACZ et al., 2016). Os ovos quando presentes no ambiente em contato com corpos
hidricos apresentam uma massa celular que em condic¢Ges favoraveis de temperatura,
umidade e oxigenacdo, desenvolve-se de oito a 14 dias, dando origem a uma larva
ciliada denominada miracidio, que secretam enzimas proteoliticas, produzidas pela
glandula apical, que digere o opérculo e eclode ativamente. Apds a eclosdo 0s
miracidios locomovem-se ativamente com o auxilio das placas ciliadas em busca de
moluscos da familia Lymnaeidae (Gastropoda, Basommatophora) que atuam como
hospedeiro intermediario. Os hospedeiros intermediarios de F. hepatica da familia
Lymnaeidae (Rafinesque, 1815), geralmente sdo encontradas em ambientes como
remansos de rios, lagoas, areas pantanosas, proximos as margens da agua sobre

macrofitas aquaticas e semiaquaticas, lama e matéria organica de origem vegetal em
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decomposicdo (RIBEIRO, 2016; RIBEIRO et al., 2017). As espécies de limneideos
registrados no Brasil sdo: Pseudosuccinea columella (Say, 1817), Galba viatrix
(d’Orbigny, 1835), Galba truncatula (Mdller, 1774) e Galba cubensis (Pfeiffer, 1839),
sendo que P. columella j& foi registrada em aproximadamente 400 municipios
brasileiros (BENNEMA et al., 2014).

Pseudosuccinea columella foi reportado naturalmente infectado nos seguintes
estados brasileiros: Rio de Janeiro (REZENDE et al., 1973; PILE et al., 2000; GOMES
et al., 2002), Sdo Paulo (UETA, 1980; AMATO; SILVA, 1987; OLIVEIRA et al.,
2007), Minas Gerais (SILVA et al., 1994; COELHO; LIMA, 2003; LIMA et al., 2009;
DRACZ; LIMA, 2014), Rio Grande do Sul (GONZALES et al., 1974; MATTOS;
UENO, 1982; SILVA et al., 1994), Parand (QUEIROZ et al., 2002). A espécie G.viatrix
foi encontrada naturalmente infectada no estado do Rio Grande do Sul. Em relacédo as
espécies G. truncatula e G. cubensis, até o momento, ndo foram encontradas
naturalmente infectadas no pais. Alguns autores sugeriram que a variacdo geografica
influencia a susceptibilidade a infeccdo por F. hepatica ou desenvolvimento deste
parasito intramolusco (UETA, 1980; DACAL et al., 1988; COELHO et al., 2009).

A infeccdo dos limneideos ocorre a partir do contato dos miracidios nos tecidos
da regido cefalopodal por meio do terebratorium. Em seguida este elimina o contetdo
enzimatico das “glandulas de penetra¢do”, para alcancar os tecidos do molusco. Cada
miracidio, que consegue driblar o sistema interno de defesa do limneideo, forma um
esporocisto, que é formado por um aglomerado de células germinativas de intensa
atividade mitética, que da origem a vérias rédias, que sdo caracterizadas pela presenca
de ventosa oral, faringe e intestino rudimentar, bem como auséncia de gonodas. As
rédias iniciam a ingestdo dos tecidos do hospedeiro intermediario, preferencialmente da
glandula digestiva e do aparelho reprodutor. A medida que desenvolvem, apresentam
morulas embrionarias na cavidade do corpo que podem dar origem a rédias de segunda
geracdo (dependendo das condicGes adversas do ambiente) e/ou cercérias. Também
apresentam duas projecdes laterais e poro de nascimento caracteristicas de redias
maduras. As cercarias apresentam cauda ndo bifurcada e saem ativamente pelo poro de
nascimento. Quando eliminadas nas colegbes aquéticas movimentam-se ativamente,
aderem a um substrato e/ou lamina d’agua, perdem a cauda e liberam o contetido das
glandulas cistogénicas, formando as metacercarias, que sdo as formas infectantes para o
hospedeiro definitivo. Desde a penetracdo do miracidio no molusco até a liberagdo de
cercaria decorrem 30 a 60 dias. Cada miracidio é capaz de produzir cerca de 225
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cercarias. Em um estudo realizado por Ferreira (2019) ao infectar 200 moluscos da
espécie Galba cubensis, observou-se a recuperacdo de 226 metacercérias em 2,5 % dos
moluscos infectados a partir de 49 dpi (Figura 1) (DAWES, 1962; KENDALL, 1950;
BORAY, 1967; ANDREWS, 1999).

A vida Util de um parasito adulto em humanos pode chegar a 13,5 anos, até dois
anos em bovinos ou até 20 anos em ovinos. Os parasitos jovens que migram pelo
parénquima hepatico na fase aguda possuem as mesmas caracteristicas do parasito na
fase adulta, entretanto ndo apresentam sistema reprodutor desenvolvido e tem tamanhos
menores (MOAZENI e AHMADI, 2016; ANDREWS, 1999; MAS-COMA et al., 2018).

Figura 1: Ciclo de Fasciola hepatica. 1. Ovos ndo embrionados sdo liberados nos ductos biliares e
excretados nas fezes. 2. Os ovos sdo embrionados na agua. 3. Os ovos liberam miracidios, que invadem
um molusco (hospedeiro intermediario). 4. No molusco, os parasitos passam por Varios estagios de
desenvolvimento (a. esporocistos, b. rédias e c. cercérias). 5. As cercarias sdo liberadas do molusco e se
encistam como metacercarias na vegetagao aquatica ou em outras superficies. 6. A fasciolose é adquirida
pela ingestdo de plantas, especialmente agrido e/ou agua contendo metacercarias. 7. Apés a ingestdo, as
metacercarias desencistam-se com acdo do suco gastrico. 8. Migram da parede intestinal pela cavidade
peritoneal até o parénquima hepatico e para os ductos biliares, onde se transformam em adultos. Fonte:
Figura modificada do CDC, pelo autor. Disponivel em:
https://www.msdmanuals.com/pt/profissional/multimedia/image/v1014602_pt
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2.3 Ocorréncia e distribuicao de Fasciola hepatica

A trajetoria do parasito F. hepatica no mundo é tdo antiga quanto a histéria da
humanidade. Achados paleontolégicos na Alemanha, datados de 3.000 a.C., revelam a
presenca de ovos desse trematddeo em restos humanos e de bovinos, mostrando que ja
era encontrado no velho mundo (BRAVO, 2007). Na historia, o primeiro registro de F.
hepatica teria se dado no século IX no Tratado de Satude Animal do Mundo Arabe,
quando ¢ citada “uma doenca de figado” em ovinos, sendo o primeiro trematodeo a ter
seu ciclo de vida descrito em 1882 na Alemanha (MENDES, 2006).

A primeira referéncia a infeccéo por Fasciola spp. foi feita em ovelhas em 1379
por Jean de Brie, francés nomeado pelo Rei Charles V para escrever um tratado sobre o
manejo de ovinos para aprimorar a producao de 13, que relatou que a existéncia de “erva
daninha de folhas que vivem no figado, que ndo retornam a garganta dos animais como
outras ervas, mas sim corroem e destroem todo o figado do animal”. Tal parasito foi
mencionado novamente em ovelhas em 1523 pelo britanico Sr. Anthony Fitzherberte e
pelo espanhol Conrad Gesner em 1551 em seu tratado “Historia Animalium”. As
primeiras ilustracdes de Fasciola spp. foram feitas por Francesco Redi em 1668, que
recuperou helmintos de carneiros e observou as mesmas caracteristicas em vermes de
vesicula biliar de lebres, correlacionando a forma e o local do parasito recuperado.
Atualmente, estudos mostram que a familia Fasciolidae (Raillet, 1895) incorpora
grandes helmintos, que parasitam os ductos biliares de animais selvagens e domésticos
(ROJO-VAZQUEZ et al., 2012).

A prevaléncia da doenca é bastante variada na Europa, sendo relatada a infecgéo
em rebanhos bovinos na Espanha, Franc¢a, Reino Unido e Itdlia (GONZALEZ-LANZA
et al., 1989; TAYLOR, 1965) e em ovinos no Nordeste da Espanha (PAZ-SILVA et al.
2003). No norte da Africa, em Marrocos, a presenca de F. hepatica foi relatada em
bovinos e em cabras (TORGERSON; CLAXTON, 1999) e em bovinos na Etidpia
(YILMA; MESFIN, 2000). Na China, Wang et al. (2006) encontraram uma prevaléncia
de 28,5% de um total de 326 figados condenados de ovinos adultos. Na América do
Norte, os Estados Unidos e o Canada tambem apresentam registros de fasciolose em
bovinos (TORGERSON; CLAXTON, 1999).

A introducdo de F. hepatica nas Américas decorreu da colonizagdo humana e da
capacidade de o parasito infectar os limneideos Galba spp., Fossaria spp. e Lymnaea

spp., ocorrendo o desenvolvimento intramolusco completo (MALEK, 1985; BARGUES
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et al., 2007). Na América Latina, ha registro da doenca em varios paises. Foi verificada
uma prevaléncia de 1,2% de 132 amostras de fezes de humanos analisadas no municipio
de Caujul, no Peru. Na Argentina, um estudo de um caso de fasciolose humana mostrou
que dos 101 exemplares de moluscos coletados na regido, dois estavam infectados por
larvas de F. hepatica e a prevaléncia de infeccdo nos animais foi de 100% (10/10) para
caprinos, 82% (9/11) para ovinos e 86% (6/7) para bovinos (RUBEL et al., 2005). APT
et al. (1993) descreveram, entre janeiro de 1986 e dezembro de 1990, a prevaléncia da
fasciolose em humanos (0,7%), equinos (13,5%), suinos (20,6%) e coelhos silvestres
(6,1%), no Chile. No sudoeste do México, um estudo analisou 1.199 amostras fecais de
caprinos e encontrou uma prevaléncia de 24,5% positivas e das 381 amostras fecais de
ovinos a prevaléncia foi de 19,4% positivas (MUNGUIA-XOCHIHUA et al., 2007).

No Brasil o primeiro relato sobre o parasito ocorreu quando foi encontrado F.
hepatica em figados de bovinos no municipio de Trés Rios, estado do Rio de Janeiro
(LUTZ, 1921). A partir disso, os estudos foram baseados, principalmente, na ocorréncia
e prevaléncia da doenca em bovinos abatidos em frigorificos. No Rio Grande do Sul,
Oliveira (1932) examinou 158.467 figados de bovinos originarios de dezesseis
municipios diferentes abatidos em frigorifico, mostrando uma prevaléncia de 11,8%.
Em meados da década de 1970, segundo Honer (1979), o problema da fasciolose no
pais, nessa época, apresentava dois aspectos importantes: um com relacdo a disperséo,
na regiao centro-sul, onde a fasciolose ocorria nas criac@es intensivas de gado de leite, e
0 outro na regido Sul, area que apresentava maior ocorréncia no Brasil, onde a doenca
estava presente em rebanhos de criacGes extensivas de gado de corte. Nesse mesmo
periodo, outra area que comecou a chamar atencdo foi a regido sudeste, no Vale do
Paraiba, estado de Sdo Paulo. Um estudo helmintoldgico em animais de pequenos
produtores realizado no municipio de Itajai (RJ) mostrou a presenca de ovos de F.
hepatica em 100% dos animais amostrados, como ovinos, caprinos e equinos,
explorados em pastejo consorciado. Segundo os autores, este € o primeiro caso da
doenga nos animais mencionados na regido Sudeste do Brasil (SANTOS et al., 2000).
Outro estudo, realizado por Pile et al. (2000) no municipio de Marica, também no RJ,
identificou a presenca de ovos do parasito nas fezes de budfalos jovens e adultos
utilizando a técnica de Quatro Tamises, com indice de ocorréncia de 2,5%.

No Espirito Santo, Bernardo et al. (2011) avaliaram as perdas econdmicas e a
porcentagem de condenacgdo devido a fasciolose no estado. Observaram, ao analisar

dados oriundos de um matadouro localizado no municipio de Atilio Vivacqua, que a
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prevaléncia de condenacdo aumentou consideravelmente entre os anos de 2006 e 2009,
sendo em 2006 de 15,24%, em 2007 de 23,93%, em 2008 de 28,57% e em 2009 de
28,24%, em um total de 110.956 bovinos abatidos nesse periodo. Em outro estudo,
dados também coletados de um matadouro do municipio de Atilio Vivacqua (ES)
durante os anos de 2008, 2009 e 2010 mostraram que de 102.492 bovinos abatidos e
inspecionados, 43,5% apresentaram lesdes ou alteracBes hepéticas diagnosticadas,
sendo que 27,04% foram decorrentes da fasciolose (VIEIRA et al., 2011).

Em Minas Gerais vém sendo reportada a incidéncia de fasciolose animal,
principalmente em bovinos, com dados de propriedades, frigorificos, servicos de
inspecdo e por meio de exames coproparasitoldgicos. Os registros do parasito aparecem
de forma isolada, sendo que alguns municipios do sul do estado sdo considerados area
enzodticas para a fasciolose bovina. Nos ultimos anos, tém sido relatados novos casos
de bovinos em municipios da regido metropolitana de Belo Horizonte, como Pedro
Leopoldo, Sdo José da Lapa e Confins, até entdo sem registros da doenga, indicando
novas areas de transmissdo do helminto. N&o foram, até 0 momento, registrados casos
de fasciolose humana em Minas Gerais, ndo obstante, esse fato deve ser descartado
visto que, estudos na literatura ja evidenciaram moluscos e bovinos infectados por F.
hepatica (LIMA et al., 2009; DRACZ e LIMA, 2014; DRACZ et al., 2016). Carvalho
(1940) relatou a primeira ocorréncia de F. hepatica em bovino da raga holandesa sem
procedéncia definida, enviado ao municipio de Vicosa, pela Secretaria da Agricultura -
MG. Ate o ano de 1988 a literatura mostrou a presenca de focos de F. hepatica apenas
na regido do vale do rio Paraiba, abrangendo os Estados do Rio de Janeiro e So Paulo,
na fronteira com MG, sendo desconhecida a existéncia de casos seguramente autoctones
nesse ultimo Estado (DACAL et al., 1988). Os autores Caldas et al., (1995) obtiveram
em torno de 1,5% de amostras positivas para F. hepatica examinadas a partir de 3.086
bovinos de seis mesorregides de MG, sendo que a maior prevaléncia ocorreu no
municipio de Itajuba (9,05%). Lima et al., (2009) observaram que 70% dos bovinos
examinados na regido de Itajuba apresentavam ovos de F. hepatica nas fezes e dos 135
L. columella coletados no municipio, 2,96% dos moluscos abrigavam formais larvais de
F. hepatica. Esses autores constataram F. hepatica em bovinos de 16 dos 120
municipios de MG pesquisados, em um total de 1.251 amostras de fezes. Na regido do
vetor Norte do municipio de Belo Horizonte - MG, Dracz e Lima (2014) encontraram
de um total de 250 amostras de fezes (176 de bovinos e 74 de bubalinos) provenientes
dos municipios de Séo Jose da Lapa e Pedro Leopoldo, 54 animais positivos para F.
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hepatica, sendo 33 bovinos (18,75%) e 21 bubalinos (28,37%). Silva et al., (1994)
realizaram o primeiro registro de L. columella naturalmente infectadas por F. hepatica
em Varzeas do municipio de Itajubd. Na mesma localidade, Coelho e Lima (2003)
relataram que de um total de 626 espécimes de L. columella coletado entre os anos de
1999 e 2000, ocorreram maiores prevaléncias do molusco infectado entre os meses de
setembro de 1999 (5,2%) e julho de 2000 (3,9%). Dando continuidade aos trabalhos na
regido do municipio de Itajuba, Coelho, (2007) estudou a dindmica populacional de L.
columella entre os anos de 2003 e 2006 e relatou uma prevaléncia média de moluscos
positivos para F. hepatica de 1,7%, sendo que a maior prevaléncia (18,8%) ocorreu no
més de dezembro de 2004. Lima et al., (2009) encontraram ovos de F. hepatica nas
fezes de bovinos em 16 dos 120 municipios pesquisados sendo que em ltajuba, area
enzodtica de F. hepatica, 70% dos bovinos e 2,96% de espécimes de L. columella,

amostrados na regido do municipio estavam infectados.

2.4 Casos de fasciolose humana no Brasil

Os primeiros casos de fasciolose humana no Brasil foram descritos por Rey.
Entretanto em 1957 houve uma suspeita do primeiro caso, porém ndo houve
comprovacédo da ocorréncia de caso humano de infeccdo por F. hepatica no estado do
Rio Grande do Sul. Um ano depois, este mesmo autor, assinalou o primeiro caso de
fasciolose humana no pais. Em 1958, Rey et al., descreveram o primeiro caso de
fasciolose humana em uma crianca de trés anos, em Campo Grande, Mato Grosso.

Ainda na época das notificagdes dos primeiros casos de fasciolose humana no
pais, dois casos foram confirmados no nordeste brasileiro, precisamente no municipio
de Ilhéus na Bahia no ano de 1967 por Santos (apud CORREA; FLEURY, 1971). A
controvérsia neste fato € que as literaturas pesquisadas divergem se tais casos sdo
autoctones, ou seja, se a infeccdo se deu realmente na localidade onde os pacientes
habitavam. Correa e Fleury (1971) foram alguns dos primeiros autores a se referirem as
ocorréncias de Ilhéus como casos autdctones. Posteriormente, Guimardes (2016)
afirmaram que os casos isolados de Ilhéus eram ndo autdctones, e desse modo, a
infeccdo pelo parasito ndo se deu no local onde os pacientes habitavam, podendo estes
terem contraido o parasito em outro lugar. Enquanto a duvida persiste, ha indicios na
literatura de que o argumento de Guimardes (2016) é o mais consistente, considerando
que a disponibilidade dos moluscos limneideos € fator primordial para a ocorréncia de
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fasciolose. Contudo, o primeiro registro de um limneideo para o nordeste sé ocorreu em
1985 em Salvador, Estado da Bahia, cerca de dezoito anos apds os casos de llhéus
(PARAENSE, 1983; 1986). Além disso, a literatura consultada ndo menciona casos de
fasciolose animal na Babhia.

Em 1965 Santos e Vieira elevaram para oito as citacdes de ocorréncia de
fasciolose humana no Brasil ao divulgarem o achado de sete novos casos no Vale do
Rio Paraiba. Os autores salientaram ainda, a alta incidéncia de F. hepatica no gado
bovino (10%) nesta mesma regido. Este estudo foi realizado entre 5/10/1966 e
23/3/1967. Os doentes autdctones com residéncia em area endémica de fasciolose
bovina, ha trinta anos. Os autores sugerem que a forma de transmissdo pode ter sido
devido as condi¢bes mantidas pela populagcdo humana da regido, consumindo folhas de
agrido dos cultivos existentes e por meio de aguas contaminadas de corregos e valetas
gue muitos camponeses costumavam beber, quando em servico de campo. Todos os
doentes tiveram o diagndstico inicial por meio do exame de fezes. Posteriormente, foi
feita a confirmacdo da parasitose pelo encontro dos ovos de F.hepatica na bile, obtida
por tubagem duodenal, e ainda, por meio de novos exames de fezes, nos quais foram
utilizados os métodos de Willis et al., (1921), Faust et al., (1938) e Hoffman-Pons-Janer
(1934).

Amaral e Busettiet em 1979, relataram um casal parasitado por F. hepatica no
bairro Uberaba em um municipio da cidade de Curitiba. Os pacientes foram
encaminhados ao laboratério de parasitologia do hospital das clinicas da Universidade
Federal do Parana. O diagndstico foi feito por meio de sondagem duodenal, onde foram
encontrados os ovos do parasito. Apds esse achado foi feito um inquérito de 166
pacientes, moradores do bairro Uberaba. Foram obtidas amostras fecais desses pacientes
para realizagdo do exame coproparasitologico. A incidéncia de F. hepatica foi de 4,8 %,
ndo sendo uma porcentagem real, visto que, o bairro possuia 25.579 habitantes,
entretanto esse estudo comprova humanos infectados em mais um estado do nosso pais.

Baranski et al., (1977), no Parand, descreveram o 15° caso de infecgdo humana
por F. hepatica no brasil, precisando em 14, o nimero de casos autdéctones em nosso
pais.

Um estudo realizado por Pile et al., (2000) por meio de resultados de exames
coproldgicos realizados em pacientes atendidos em postos de sadde e hospitais do
municipio de Volta Redonda, assinalou a primeira ocorréncia da fasciolose humana no

Estado do Rio de Janeiro. O resultado do exame das 500 amostras mostrou positividade
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para ovos de F. hepatica em dois individuos, registrando um coeficiente de ocorréncia
de 0,4%.

Em 2004, Igreja et al., relataram dois casos de fasciolose humana ocorridos em
area rural do Estado do Rio de Janeiro. Durante 12 anos os autores realizaram inquéritos
coprolégicos nos municipios de Sumidouro e Paracambi, em busca de casos de
esquistossomose. Foram realizados cerca de 20.000 exames em 4.000 pessoas (algumas
delas examinadas mais de uma vez) pelos métodos de Hoffman e Kato-Katz, com até
trés amostras por pessoa obtidas em dias diferentes e quatro laminas por amostra. O
primeiro caso, diagnosticado em 2001, em Paracambi, era um agricultor de 32 anos,
com histéria de etilismo, positivo em duas amostras, que se queixava de tonteiras e
recusou o tratamento para a fasciolose. O outro caso foi diagnosticado em 2003, em
Sumidouro, em uma das amostras de fezes de uma dona de casa de 48 anos, com habito
de comer vegetais crus cultivados no municipio, além disso, criava bovinos e outros
animais, queixava-se de tonteira, cansago e tosse.

Em 2007, Coral et al., relataram uma paciente com 53 anos, agricultora,
procedente da zona rural do Rio Grande do Sul, que se queixava de episodios repetidos
de dor no hipocodndrio direito, associados a nduseas e vomitos, ictericia flutuante,
coldria e acolia, bem como astenia e tontura. Aos exames laboratoriais, apresentava
anemia persistente e eosinofilia. Foi submetida a colecistectomia, que identificou 25
espécimes do parasito F. hepatica nos ductos biliares. Apds procedimento cirdrgico a
paciente foi orientada ao tratamento com bitionol permanecendo assintomatica no sexto
més pbs-operatdrio.

Oliveira et al.,, em 2007, juntamente com a comissdo de vigilancia
epidemiolégica do Municipio de Canutama, no Estado do Amazonas, notificaram a
ocorréncia de um surto de fasciolose humana. Como parte da investigacdo do surto,
realizou-se um inquérito parasitologico de fezes, no periodo de 21 a 30 de maio de
2005, com delineamento transversal, na area urbana do Municipio. A prevaléncia
encontrada para F. hepatica foi de 2,0% (11/558). Anteriormente em 13 de maio de
2005, a Secretaria de Vigilancia em Salde do Ministério da Saude (SVS/MS) foi
notificada, pela Fundacdo de Vigilancia em Sadde do Estado do Amazonas (FVS/AM),
da ocorréncia de sete pacientes com amostras de fezes com estruturas semelhantes a
ovos de Fasciola hepatica, identificados no laboratério do Hospital do Municipio de
Canutama/AM; quatro amostras foram, também, confirmadas pelo Laboratério Central
de Saude Publica do Estado do Amazonas (Lacen/AM). A presenca de casos de



34

fasciolose no Municipio de Canutama, Amazonas, € uma ocorréncia inusitada; ndo ha
registros anteriores da identificacdo dessa parasitose no Estado do Amazonas, ou
mesmo na Regido Norte e a presenca de hospedeiros intermediarios e/ou hospedeiro-
reservatorios animais ainda € desconhecida.

Em 2013, apos o surto de fasciolose registrado no estado do Amazonas, Maciel
et al., realizaram um levantamento sorolégico transversal da fasciolose humana no
municipio de Canutama, na Amazbnia Ocidental. As investigacfes soroldgicas e
coproldgicas da populacéo estudada foram realizadas em agosto de 2013, selecionando
uma em cada seis casas em uma area de varzea na area urbana da cidade, incluindo
amostras de individuos de 2 a 86 anos de idade. Um total de 434 amostras humanas
foram incluidas no estudo, das quais 36 (8,3%) foram reativas por ELISA e 8 (1,8%)
foram reativas no Western blot. Ovos de F. hepatica foram encontrados em uma

amostra humana.

2.5 Patologia da fasciolose

A patogénese da fasciolose pode ser compreendida a partir da ingestdo das
metacercarias, com desencistamento do parasito jovem no intestino delgado, local onde
ocorre a primeira interacdo entre o parasito e 0s tecidos do hospedeiro, sendo
diretamente associada a espécie de hospedeiro definitivo infectado, a carga parasitaria e
as caracteristicas bioquimicas do parasito durante os diferentes estagios de seu
desenvolvimento (BORAY, 1967; BEHM; SANGSTER, 1999).

A migragdo de F. hepatica pelo organismo do hospedeiro definitivo inicia-se
guando as metacercarias desencistam-se, rompendo as camadas mucosa, submucosa,
muscular e serosa do intestino delgado, alcancando a cavidade peritoneal. As formas
imaturas continuam migrando entre varios 0rgaos da cavidade peritoneal até chegarem
ao figado (BORAY, 1969).

Ap0s os parasitos jovens alcancarem o figado, penetram na cépsula hepética e
déo inicio a um processo de migracdo pelo parénquima. A acdo mecénica das ventosas
oral e ventral, a abrasdo causada pelos espinhos presentes no tegumento, a alimentagéo
e a liberacdo de proteases durante a migracdo no parénquima sao responsaveis pela
destruicdo de hepatdcitos, de vasos sanguineos e de ductos biliares, provocando micro
hemorragias e danos decorrentes da resposta inflamatéria do hospedeiro a presenga do
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parasito e seus metabdlitos excreto-secretados (DAWES, 1963a; BEHM; SANGSTER,
1999).

Ao longo das éareas dos tecidos por onde o parasito passou podem ser
encontrados restos celulares, hemaécias, linfécitos, neutréfilos, eosinofilos e macréfagos.
Em lesdes mais antigas € possivel encontrar macréfagos e fibroblastos formando
granulacdes fibroticas, que tornam o tecido enrijecido. Entre a primeira e terceira
semana apos a infeccdo, os danos no figado se limitam ao caminho percorrido pelas
formas imaturas do parasito. Ocorre degeneracdo de hepatocitos, hemorragia
subcapsular, presenca de infiltrados eosinofilicos nas areas percorridas pelo parasito e,
nos tecidos adjacentes, sao encontrados eosindfilos e macréfagos. Nesta fase, poucos
sinais ou sintomas clinicos sdo observados ou relatados em hospedeiros naturais. Com a
continuidade da infec¢cdo, pode-se observar que o infiltrado inflamatorio presente tem
um aumento na diversidade de células que o compde e regides de fibrose comecam a ser
formadas nas areas de lesdes (BEHM; SANGSTER, 1999).

Em humanos, assim como nos demais hospedeiros definitivos, a fase aguda da
infeccdo por F. hepatica é caracterizada pela penetracdo do parasito jovem no
parénquima hepatico e pela migracdo do mesmo por meio do figado em busca dos
canais biliares. Ao alcancar os ductos o parasito termina seu desenvolvimento e inicia a
postura de ovos, caracterizando a fase cronica da infeccdo (PILE et al., 2000; IGREJA
et al., 2004; AKSOQY et al., 2005).

Em camundongos, as metacercarias desencistam-se ap6s a ingestdo e as formas
jovens podem ser encontradas aderidas & parede do intestino delgado. Areas de
hemorragia decorrentes da penetragdo do parasito na parede do intestino podem ser
observadas e uma extensa destruicdo de fibras musculares indica uma possivel migracao
do helminto ao longo do érgdo. Pode ocorrer morte subita devido a extensa hemorragia
hepatica, ja que o parasito pode entrar e sair do figado varias vezes na fase migratoria da
infeccdo, e durante esse deslocamento, provocar o rompimento de vasos sanguineos. Os
parasitos adultos provocam ulceragdo na parede dos ductos, porém sem provocar
hemorragia e ha hiperplasia do epitélio dos ductos biliares (DAWES, 1963b). Em casos
de infeccdo macica, pode haver ruptura da cépsula hepatica acompanhada de
hemorragia para a cavidade peritoneal, o que pode resultar em 6bito, sem sinais clinicos
aparentes. Os casos de morte do hospedeiro nesta fase, chamada de fase aguda ou fase
hepética da infeccdo, €, portanto, consequéncia destas a¢es do parasito no figado e das
respostas do organismo a sua presenca (BEHM; SANGSTER, 1999).
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Ao alcancar os ductos e vesicula biliares do hospedeiro definitivo, os parasitos
ali localizados terminam o seu desenvolvimento em adultos, iniciando a postura de
ovos. No inicio desta fase, denominada fase cronica, é relatado o encontro de um
pequeno infiltrado inflamatorio local. Podem ocorrer descamacdo e ulceracao
provocadas pelos espinhos e ventosas nos ductos biliares, com infiltracdo de varias
células, incluindo fibroblastos, diretamente relacionados aos processos de fibrose
ocorridos no figado (DAWES, 1963a). Os ductos biliares comecam a dilatar-se,
resultando em hiperplasia dos mesmos e entre 112 e 140 dias apds a infecgéo, observa-
se deposicdo de minerais, principalmente sais de calcio, nas paredes dos ductos. Essas
alteracdes culminam em hemorragia e necrose da mucosa dos ductos biliares (BORAY,
1969).

2.6 Sinais clinicos e sintomas da fasciolose

A evolucdo clinica da fasciolose € muito variavel e depende da carga parasitaria,
da resposta imune do hospedeiro, da fase e da duracdo da infeccdo, entre outros
(BORAY, 1967). Em estudo realizado com bovinos, Pritchard et al., (2005), confirmam
que a fasciolose causa perda de peso, diarreia, diminuicdo da producdo de leite e
ocasionalmente morte nos animais infectados apds confirmacdo da infeccdo por analise
fecal com identificagdo de ovos e detecgdo de anticorpos no leite por ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay). A fasciolose cronica é a forma mais comum da doenca
e cursa com infertilidade (OAKLEY et al., 1979; CHARLIER et al., 2007), anemia,
perda de peso, queda na producéo e condenacao do figado ao abate (FOREYT, 2005).

Em ovinos, os sinais clinicos caracteristicos sdo dor abdominal a apalpacéo,
anemia, perda de peso, hepatomegalia e febre, resultantes das lesGes causadas pela
migracdo dos parasitos jovens por meio do parénquima hepatico. Nos casos de alta
carga parasitaria, associada a ingestdo de grande quantidade de metacercarias em um
curto periodo de tempo, os estagios imaturos podem causar a morte subita na fase aguda
por hepatite traumatica, (BORAY, 1967; ROJO-VAZQUEZ et al., 2012). Ainda nesta
fase, a observacdo minuciosa do rebanho de ovinos permite a identificacdo de outros
sinais clinicos, como mucosas palidas, letargia, dispneia quando em movimento, figado
palpavel e ascite (ROJO-VAZQUEZ et al., 2012). Na fasciolose crénica, ha perda de
peso, ascite, desenvolvimento gradual de edema submandibular, anemia,

hipoproteinemia, hipoalbuminemia, elevada atividade enzimética no figado, eosinofilia
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e, em casos de cargas parasitarias muito altas, a infeccdo pode levar o animal a morte
(BEHM; SANGSTER, 1999).

Em humanos, a fase aguda da infec¢do por F. hepatica, também conhecida como
fase hepatica ou invasiva, apresenta sintomas classicos como febre, urticaria, dor
intermitente na parte superior direita do abdémen, hepatomegalia e eosinofilia. Outras
alterages que podem ser observadas sdo hepatite, hemorragia subcapsular e necrose
hepatica. Na fase cronica, os sintomas mais comuns séo dor intermitente no quadrante
abdominal superior (PILE et al., 2000; IGREJA et al., 2004; AKSQY et al., 2005). Ha
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 hospedeiro a morte
(BEHM; SANGSTER, 1999).

2.7 Controle da fasciolose

Métodos na prevencédo e controle da fasciolose podem ser aplicados tanto para
os hospedeiros definitivos quanto para os hospedeiros intermediarios. Inicialmente o
controle utilizado nos hospedeiros definitivos € o tratamento dos animais infectados
com farmacos. No mercado existem quatro grupos de anti-helminticos com acéo
fasciolicidas, que sdo: fendis halogenados (nitroxinil), salicilanilidas (closantel e
oxiclozanida), as sulfonamidas (clorsulon) e os benzimidazois (triclabendazol e
albendazol). Apenas trés desses farmacos tém atividade adulticida e larvicida ao mesmo
tempo (nitroxinil, closantel e triclabendazol), as outras tém atividade adulticida
(ROBERTS; SUHARDONO, 1996: BRENNAN et al., 2007; COSTA, 2010).

Contudo, técnicas de drenagem, construcdo de bebedouros, cercas no entorno de
areas alagaveis, podem contribuir para diminuicdo do contato do rebanho com
metacercarias (RIBEIRO, 2016).

2.8 Hipoclorito de sodio (NaClO), propriedades quimicas e uso nas desinfeccdes de

produtos alimenticios

A fasciolose é uma a zoonose incluida na lista de doencas transmitidas por
alimentos (DTA), e em alguns paises da América Latina, como Brasil, o sistema
nacional de vigilancia epidemioldgica das DTAs, estimuladas por recomendagdes e

acordos internacionais tem controlado a limpeza e desinfeccdo dos alimentos com
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fiscalizacdo da preparacdo, fabricacédo e transporte dos alimentos conforme definido na
VIl Reunido Interamericana de Saude Ambiental de Nivel Ministerial (RIMSA) e na
XXXV Reunido do Conselho Diretor da Organizagdo Pan-Americana da Saude (OPAS)
(MORETTI, 2007, Ministério da Saude, 2010). No entanto, essas recomendacfes ainda
sdo poucos evidentes para o controle da fasciolose.

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) de acordo com
a Lei n° 6.360, de 23 de setembro de 1976, e a Resolugdo RDC n°59, de 17 de
dezembro de 2010, a pratica de desinfeccdo de hortifruticolas utilizando hipoclorito de
sodio pode eliminar microrganismos, podendo assim, garantir alimento seguro e auxilio
no controle de infeccbes (MORETT]I, 2007). Entretanto, inexistem estudos que avaliam
acdo hipoclorito de sddio sobre metacercérias de F. hepatica.

O hipoclorito de sodio, conhecido comercialmente como &gua sanitaria é
utilizado popularmente na proporcdo de 20 mL do produto diluidos em 1000 mL de
agua para desinfeccdo de vegetais. Esse composto quimico possui férmula quimica
NaClO e atua como acidos graxos degradador de solventes gordurosos, reduzindo a
tensdo superficial da solucdo remanescente, sendo capaz de formar uma reacdo de
saponificacdo. Esse agente quimico também possui a capacidade de neutralizar
aminoacidos, formando &gua e sal, em uma reacdo de neutralizacdo. Essa reagdo ocorre
com a saida dos ions de hidroxila, permitindo uma reducdo de pH. O acido hipocloroso
(HOCI-), substancia presente na solu¢do hipoclorito de sodio e ions de hipoclorito (OCI)
levam a degradacdo de aminoéacidos e hidrolise que interferem no metabolismo celular.
Por esses motivos o hipoclorito de sddio é normalmente utilizado nas desinfeccdes de
alimentos e outras superficies, devido a elevada capacidade oxidante. Estudos
comprovam a acao antimicrobiana desse agente quimico, inibindo enzimas bacterianas a
partir de uma oxidagdo irreversivel de grupos SH (grupo sulfidrilo) de enzimas
bacterianas essenciais (ESTRELA et al., 2002).

Silva (2017) avaliou o efeito antiparasitario de PuryVitta (hipoclorito de sodio
0,96% p/p de cloro ativo) e Qboa (Hipoclorito de sodio e teor de cloro ativo 2,0% a
2,5% p/p). O sanitizante da marca Qboa foi 0 que apresentou menor percentual, nas
respectivas dosagens indicadas pelos fabricantes, para matar larvas infectivas de
Strongyloides venezuelensis. Os resultados evidenciam que os sanitizantes contendo o
principio ativo de hipoclorito de sddio utilizados nas concentragdes de um mL/L por 15
min do Hidroesteril, de 6 mL/L durante 5 min de PuryVitta, e 0,2 mL/L por 30 min de
Qboa, ndo possuem eficacia na morte das larvas, todavia esses produtos apenas
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apresentam 100% de eficacia sobre larvas de S. venezuelensis quando utilizados puros
sem diluicdo, o que é invidvel devido a acdo deles sobre o0 vegetal degradando-o.

A confirmacdo da acdo de hipoclorito de sodio sobre metacercarias de F.
hepatica é de fundamental importancia, visto que, essa parasitose esta em expansdo por
todo pais e os conhecimentos produzidos poderdo auxiliar o controle da doenca humana,
reforgando informagdes como descrito na lei n° 11.346 no Art. 2° afirma que “a
alimentacdo adequada é direito fundamental do ser humano, [...] devendo o poder
publico adotar as politicas e acOes que se fagcam necessarias para promover e garantir a

seguranca alimentar e nutricional da populagdo”.
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3 JUSTIFICATIVA

O cenario mundial da fasciolose humana é preocupante, essa helmintose €
emergente em varios locais, inclusive em todas as regides brasileiras. Estima-se que
milhares de pessoas estdo sob risco de ingerir acidentalmente metacercérias do parasito
em 51 paises das Américas, Europa, Africa, Asia e Oceania. Aproximadamente dois
meses apos a ingestdo de metacercarias inicia-se a eliminacdo de ovos nas fezes pelos
humanos, sendo essa doenca considerada de evolucdo cronica e de dificil diagnostico.
Considerando que a transmissdo dessa parasitose estd intimamente associada ao
consumo de produtos hortifrutigranjeiros contaminados com metacercérias, e que
existem poucas pesquisas que comprovam a eficacia de produtos quimicos sobre essa
forma de resisténcia do parasito, estudos que evidenciem a acdo de agentes
desinfetantes para inativar metacercérias de F. hepatica sdo necessarios, como o
protocolo de hipoclorito de sédio (NaClO), recomendado pela OMS e ANVISA.

Acredita-se que, uma vez identificado produtos anti-metacercarias de F.
hepatica, sera rompido um elo fundamental para sucesso do ciclo bioldgico do parasito,
sendo assim, acdes de educacdo em salde atuardo como um fator de prevencao e

controle da infecgdo humana.
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OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral
Avaliar a acdo do hipoclorito de sddio (NaClO) nas concentracfes 0,2%; 0,02%

e 0,002% sobre metacercarias de Fasciola hepatica.

4.2 Objetivos Especificos

Observar a viabilidade e a infectividade das metacercérias de F. hepatica em
camundongos da linhagem C57BL/6J apds tratamento com NaClO nas
concentragdes 0,2%; 0,02% e 0,002%;

Avaliacdo macroscépica e histopatologica das lesGes hepéticas induzidas pela
infeccdo por F. hepatica em camundongos C57BL/6J, apds infeccdo com
metacercarias tratadas com NaClO nas concentracfes 0,2%; 0,02 e 0,002%;
Recuperar parasitos durante as necropsias dos camundongos infectados com
metacercarias de F. hepatica;

Analisar a morfologia das metacercérias de F. hepatica por meio de microscopia

Optica e microscopia eletrénica de varredura (MEV).
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5 MATERIAIS E METODOLOGIA

5.1 Manutencao de Galba cubensis em laboratorio

Foram utilizados espécimes de Galba cubensis criados no Laboratério de
Helmintologia Veterinaria do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal
de Minas Gerias (LabHelVet-ICB-UFMG), os moluscos foram mantidos em
temperatura ambiente (23 °C), em aquarios de vidro de (18x24x49cm) contendo 13
litros de &gua isenta de cloro, dois fragmentos de isopor, na medida de 4x4x1 cm para a
postura de ovos. Os aquarios sdo cobertos com telas de malha de trés mm, presas com
elastico. A “limpeza dos aquarios foi realizada semanalmente por suc¢do com auxilio de
uma mangueira de medida %4 2,5 mm. A 4gua foi reposta pelo sistema automatizado
com auxilio de uma boia. Os moluscos foram alimentados com folhas de alface
(Lactuca sativa ad libitum), livre de pesticida e higienizado com solucdo de &cido
acetico a 0,005%, a cada trés dias. Uma vez por semana foi adicionada cerca de 200 mg

de carbonato de calcio (CaCOs) em cada aquaério.

5.2 Obtencéo de ovos e miracidios de Fasciola hepatica

Amostras de fezes foram coletadas diretamente da ampola retal de ovinos da raca
Santa Inés infectados experimentalmente com F. hepatica. As fezes foram
acondicionadas em sacos plasticos, transportadas em caixas de isopor em gelo até o
LabHelVet-ICB/UFMG, onde foi realizado contagens de ovos por grama de fezes
(OPG) pela técnica de quatro tamises descrita por Girdo e Ueno (1985). As amostras de
fezes foram pesadas e colocadas em um béquer, diluidas em &gua desclorada,
homogeneizadas com auxilio de um bastdo de vidro, tamisadas em um conjunto de
quatro tamises sobrepostos na sequéncia de ordem 100, 180, 200 e 250
malhas/polegadas, com aberturas de 174, 96, 87 e 65 um, respectivamente. Os trés
primeiros tamises retém detritos alimentares e fibras fecais de tamanhos variados e
permite a passagem dos ovos de F. hepatica, o Gltimo tamis (250 malhas/polegadas)
retém os ovos de F. hepatica que medem de 130-150 pum de comprimento e 63-90 um
de largura. Os ovos retidos no dltimo tamis foram recolhidos em copo plastico, por
meio de jato de agua no sentido oposto ao da lavagem e posteriormente contados em

microscopio esteroscopio no aumento de 25x.



43

Os ovos foram transferidos para placas de Petri e incubados em estufa a 27°C.
Ap6s o 8° dia de incubacdo foram examinadas diariamente em microscopio

esteroscopio, para acompanhar o desenvolvimento dos miracidios no interior dos ovos.

5.3 Infeccdo experimental de Galba cubensis por Fasciola hepatica e

obtencéo das metacercarias

Ap0s eclosdo dos miracidios, esses foram coletados com auxilio pipeta de Pasteur
para infectar (n=1000) G. cubensis com comprimento de 3-5 mm de concha. Cada
molusco foi colocado individualmente em pocos de placa de poliestireno (FALCON
3047) contendo dois mL de &gua desclorada adicionado dois miracidios. As placas
foram expostas a foco de luz a uma distancia de 60 cm por um periodo de 24 horas. Em
seguida os moluscos foram transferidos e mantidos em aquarios conforme o item 5.1.
Ao 40° dia ap6s infeccdo (dpi), os moluscos foram retirados dos aquérios e colocados
em placas de Petri. Nas placas de Petri foi adicionado filme plastico (Parafilm®,
Laboratory Film — American National CanTM) em toda sua superficie e pequenos
fragmentos de alface fresca para facilitar o encistamento e a recuperacdo das
metacercarias. As placas foram expostas a um foco de luz a uma distancia de 50 cm por
duas horas por dia, para estimular a eliminacdo de cercarias. Apds 48 horas o
encistamento as metacercarias foram quantificadas e armazenadas em tubos Falcon de
15 mL com agua desclorada em geladeira a 4°C e foram utilizadas nos protocolos

abaixo.

5.4 Teste com hipoclorito de sédio (NaCIlO)

Foram observados quatro grupos: Grupo | (NaClO na concentracéo de 0,2%, 10
X mais concentrada do que a recomendada pela ANVISA); Grupo Il (NaClO na
concentragdo de 0,02% recomendada pela ANVISA); Grupo Il (NaCIO na
concentracéo de 0,002%, 10 x menos concentrada do que recomendada pela ANVISA)
e Grupo IV (H2O + metacercarias ndo tratadas com NaClO). Foram utilizadas 500
metacercarias; 125 metacercarias/grupo, estas foram adicionadas em um mL de solucéo
de cada concentragdo de NaClO e incubadas em camara Umida com temperatura de
25°C por 15 minutos. Para esse estudo foi utilizado o hipoclorito de sodio, solugdo
aquosa corrosiva, da marca: SULFAL, lote: 314399, vendida na concentragdo de > =
10%.
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5.5 Analise morfologica das metacercarias de Fasciola hepatica por meio de

microscopia Optica e microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Apos o periodo de 15 minutos, 10 metacercarias tratadas em cada concentragdo
de NaClO, foram fotografadas em microscopio estereoscopio 40X. Em seguida estas
foram fixadas em solucdo paraformaldeido 4%, diluido em solucdo salina tamponada
(PBS 1X) onde permaneceram por 48 horas a 4 °C. Em seguida foi realizada a fixacao
secundaria no centro de microscopia da UFMG (CM-UFMG). As metacercérias foram
lavadas 3x em tampdo cacodilato de sddio 0,1M (10 minutos), pos-fixadas em tetréxido
de 6smio aquoso (OsOs4) 1% por uma hora na presenca do mesmo tampdo, lavadas 3x
em agua destilada (10 minutos), inserido em solucdo acido tanico 1% diluido em agua
destilada (20 minutos), desidratadas em sequéncia crescente de &lcool etilico 30%
(10minutos), 50% (2x 10 minutos), 70% (2x 10 minutos), 80% (2x 10 minutos), 95%
(2x 10minutos), 100% (3x 10 minutos), secadas por meio de ponto critico em CPD 020
(Balzer Union) com CO: liquido, montadas no suporte porta-amostras (stub) e
metalizadas com 5 nm de Ouro. As fotografias para analise morfoldgica das
metacercérias foram realizadas no microscépio eletrénico de varredura FEG Quanta 200
- FEI.

5.6 Analise da infectividade das metacercarias em camundongos C57BL/6J

Foram utilizados quatro grupos (I, IlI, Il e IV) de nove camundongos da
linhagem C57BL/6J, fémeas, com peso médio de 23 gramas e idade entre 12 semanas,
oriundas do Biotério Central da UFMG. Os animais foram inoculados individualmente
com agulha de gavage, com 10 metacercarias tratadas nas concentracdes de 0,2%, 0,2%
e 0,002% de NaClO, conforme aprovado pelo protocolo 181/2015 do Comité de ética
em Uso de Animais da UFMG.

Ap0s infecgdo, durante um periodo de 91 dias ap6s- infecgdo (dpi) os animais
foram pesados e observados quanto aos sinais clinicos (prostracdo, pelo arrepiado).
Camundongos que morreram durante esse periodo foram necropsiados. Foram
realizadas analises macroscopica, coletado fragmentos dos figados para histopatologia e
recuperacdo de parasitos. Apos 60° dpi, foram recolhidas fezes das gaiolas para
contagens de ovos por grama de fezes, usando a técnica de quatro tamises, para verificar
a presenca de ovos de F. hepatica. Durante o experimento foi avaliada a curva de

sobrevivéncia dos animais.
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5.7 Necropsia e eutanasia dos animais infectados experimentalmente

Os animais que morreram ao longo do experimento foram submetidos a necropsia.
Esses foram colocados em posicdo anatdmica, em decubito dorsal. Inicialmente foi
realizada uma incisdo na pele e posteriormente musculatura abdominal para
visualizagdo dos 6rgdos internos. Foi realizada a busca de parasitos por meio da
lavagem, com solucdo salina 0,85%, da cavidade, do figado e da vesicula biliar. As
alteracdes macroscoépicas foram fotografadas em microscopio estereoscopio 25x.

Para analise histopatologica das lesbes foram cortados fragmentos do figado de
aproximadamente trés mm de espessura do 6rgdo e colocados em solu¢do formalina
10% (v/v) em tubo Falcon de 15 mL, para fixacdo por 24 horas e posteriormente foram
feitas laminas para avaliacdo das lesdes. As laminas foram processadas e coradas pelas
técnicas histologicas de Hematoxilina-Eosina (HE). O restante do érgdo foi também
adicionado em placa de Petri com solugdo salina e macerado para observacdo de
possivel eliminacdo de parasitos. Apos o procedimento de necropsia as carcacas dos
animais foram descartadas. Animais sobreviventes apds o 91° dpi, foram submetidos a
trés consecutivas contagens de OPG.

No 94° dpi os animais que sobreviveram e foram OPG negativos, foram
eutanasiados. Estes foram anestesiados utilizando cloridrato de cetamina
150mg/kg/animal (Ketamina Agener®, Agener Unido, BRASIL) associado ao
cloridrato de xilazina 10mg/kg/animal (Calmium®, Agener Unido, BRASIL). Em
seguida, os animais foram submetidos ao deslocamento cervical. Para esses animais
também foi realizada avaliacdo macroscopica, analise histopatoldgica das lesdes e busca

de parasitos.

5.8 Histopatologia hepética

Apos o periodo de fixacdo dos fragmentos do figado, esses foram lavados em
agua corrente durante trés horas e colocadas em solucéo alcool 70% (v/v). Posterior a
fixacdo em alcool, as amostras foram transferidas para cassetes de processamento. Os
fragmentos foram identificados e submetidos a desidratacdo gradual em uma bateria de
solucBes alcodlicas e xilol e em seguida realizada a inclusdo em parafina. Os blocos de
parafina foram seccionados em micrétomo com espessura de quatro um para posterior
montagem em laminas de vidro. Para cada amostra de figado coletada foram cortadas
trés seccdes, coradas em HE e as demais guardadas como reserva. Apés a coloracdo, as

laminas foram montadas, examinadas e fotografadas em microscopia dptica.
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5.9 Fixacgao dos parasitos

Os espécimes jovens recuperados durante a necropsia foram fixados em formol
10% por 24 horas, prensados entre laminas e laminulas de vidro, para facilitar a
visualizacdo das estruturas e corados com a técnica de Carmim de Semichon (Cable,
1969) por 24 horas. Logo apos, foi realizada a desidratacdo destas amostras em uma
série ascendente de etanois e a clarificacdo foi feita em creosoto e montagem entre
lamina e laminula com e Balsamo do Canada (AMATO, 1985).

5.9.1 Analises estatisticas

A anélise estatistica foi realizada no Software Graphpad Prism 5.0. Ap0s teste
de normalidade, os resultados foram estatisticamente analisados, utilizando-se teste
One-Way ANOVA, seguido do pos-teste de Tukey. A curva de sobrevivéncia dos
camundongos foi analisada pelos testes de Kaplan-Meier Survival Curves e Log-Rank
Test.

5.9.2 Delineamento experimental

O experimento foi efetuado apds aprovacao pelo do CEUA/UFMG protocolo

181/2015, conforme delineamento abaixo:

Grupo I: NaCIO 0,2% + Grupo II: NaCIO 0,02% + Grupo I11: NaClO 0,002 % + Grupo IV: H,0 +
Metacercarias Metacercarias Metacercarias Metacercarias
n=125 n=125 n=125 n=125

[ |
I I
| I
I I
I I
I I
I |
I I
| I
v v

I
: I
9 camundongos | __
C57/BL6 P | 1
n=90 D [ [
| |
l | -
. I Microscopia Optica
Curva de sobrevivéncia T T T > Microscopia eletronica
Anélise dos sinais clinicos de varredura (MEV)
Macroscopia e microscopia das lesGes

Recuperacédo de parasitos jovens
Exame de fezes

Analises estatisticas
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6 RESULTADOS

6.1 Analise morfoldgica das metacercéarias de Fasciola hepatica
Observou-se pela microscopia Optica (Figura 2A) e pela MEV (Figura 2B) que
mesmo apés tratamento das metacercarias com NaClO nas concentracdes de 0,2%,

0,02% e 0,002% estas permaneceram preservadas.

HV det spot WD magc HFW | — - 100 pm -
5.00 KV ETD 4.5 10.0 mm 1 000 x 298 ym Quanta 3D CM-UFMG

Figura 2: Foto da microscopia Optica (2A); Fotomicrografia da microscopia eletrénica de
varredura, (MEV-Quanta 3D FEG) (2B), metacercarias de Fasciola hepatica. Metacercarias de
F. hepatica ap6s tratamento com NaClO nas concentracdes de 0,2% (Grupo 1), 0,02% (Grupo 1),
0,002% (Grupo I11) e metacercérias + H,O (Grupo V).
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Camundongos C57BL/6 infectados por F. hepatica foram acompanhados
diariamente para a realizagcdo da curva de sobrevida. Observou-se que na 42 semana
apos-infeccdo (spi) morreram sete camundongos no grupo | (78% de mortalidade); no
grupo Il morreram oito camundongos (89% de mortalidade), nos grupos I11 e grupo 1V,
morreram sete camundongos (87% de mortalidade). Teste estatistico usado: Kaplan-

Meier. Apos teste ndo houve diferenca estatistica entre os grupos (Gréafico 1).
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Grafico 1: Curva de sobrevivéncia de camundongos C57BL/6 infectados com 10 metacercarias
de Fasciola hepatica tratadas com hipoclorito de sédio. Grupo I (NaClO na concentragdo de 0,2%);
Grupo Il (NaClO na concentracdo de 0,02%); Grupo Il (NaCIO na concentracdo de 0,002%);
Grupo IV (sem tratamento prévio com NaClO).
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6.2 Analise clinica dos camundongos C57BL/6 infectados por Fasciola hepatica

Os 36 camundongos C57BL/6J infectados para estudo da curva de sobrevida
foram acompanhados e avaliados clinicamente, diariamente durante o experimento. Foi
observado que os animais de todos os grupos (1, I1, Il e 1VV) ao 20° dpi apresentaram e

prostracdo e pelo arrepiado (Figura 3 e Tabela 1).

Figura 3: Camundongo C57BL/6J experimentalmente infectado por Fasciola hepatica. A e B:
animal prostrado, com pelagem arrepiada.



Tabela 1: Analise clinica dos camundongos C57BL/6 infectados por Fasciola hepatica50

Grupo | (0,2%)

Semanas ~apés- In,l’c_io dos sinais Sinais clinicos
infeccéo clinicos (morte)
Prostragdo Digggmgggeode Pelo arrepiado
08/07/2019(1) n i +
10/07/2019(1) N . .
4 13/07/2019(3) + + +
14/07/2019(1) N . .
5 20/07/2019(1) * * *
- ) - - -
72 01/08/2019(1) * * *
Grupo 11 (0,02%)
07/07/2019(1) + + +
10/07/2019(4) + + +
11/07/2019(1) + + +
42 13/07/2019(2) + * *
52 - - - -
62 - - - -
72 - - - -
Grupo 111 (0,002%)
08/07/2019(3) + + +
09/07/2019(1) + + +
10/07/2019(1) + + +
11/07/2019(1) + + +
42 13/07/2019(1) + + +
5a - - - -
62 - - - -
7 ) ) - -
Grupo 1V (H20 + metacercarias)
07/07/2019(2) + + +
08/07/2019(1) + + +
11/07/2019(2) + + +
48 13/07/2019(2) + + +
52 - - - -
62 - - - -

76 - - -
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6.3 Peso dos camundongos infectados por Fasciola hepatica

Aferiu-se 0 peso dos camundongos C57BL/6 semanalmente. Todos 0s grupos
dos camundongos infectados, entre a 1% e a 4% semana apds-infecgdo (spi), nao
apresentaram perda de peso, ndo sendo observada diferenca estatistica entre os grupos,
em relacdo ao peso inicial, avaliando a média de peso e o * desvio padrdo (+DP)
(Tabela 2).

O grupo I: apresentou média de peso de 20,31g e +DP de 7,29 na 12 spi; média
de peso de 20,549 e £DP de 6,83 na 22 spi; média de peso de 20,419 e +DP de 6,39 na
32 spi e média de peso de 19,449 e +DP de 7,96 na 42 spi.

O grupo 1lI: apresentou média de peso de 20,729 e £DP de 7,22 na 1%spi; média
de peso de 20,81g e £DP de 6,80 na 23spi; média de peso de 20,80g e +DP de 6,45 na
3%pi e média de peso de 24,009 na 42spi.

O grupo IlI: apresentou uma média de peso de 20,539 e +DP de 7,18 na 1%pi;
média de peso de 20,489 e £DP de 6,85 na 2%pi; média de peso de 20,35 e £DP de 6,53
na 32spi e média de peso de 17,949 e +DP de 15,51 na 4%spi.

O grupo 1V: apresentou uma média de peso de 21,40g e £DP de 7,21 na 1%pi;
média de peso de 23,609 e £DP de 1,33 na 2%pi; média de peso de 21,70 e £DP de 6,67
na 3%pi e média de peso de 20,389 e £DP de 6,62 na 43pi. Observou-se que ndo ha
diferenca estatistica em relacdo ao peso corporal, de todos os grupos dos animais

infectados.
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Tabela 2: Média de peso dos camundongos C57BL/6 infectados por Fasciola hepatica

Peso/camundongos C57/BL6 Média DP
Grupos Semanas
ap0s-
infeccéo 2 3 4 5 6 7 8 9

Gl 1° 2480 26,59 20,33 18,80 20,60 19,00 25,00 23,00 24,00 20,31 7,29
2° 21,77 26,75 24,30 19,45 21,00 21,15 22,00 23,00 24,00 2054 6,83
3° 21,34 26,48 23,76 19,23 22,16 2151 22,30 21,90 2250 2041 6,39
4° 21,34 26,48 23,76 19,05 - - - - - 22,65 2,76
Gll 1° 24,15 2532 25,71 20,70 19,80 21,60 24,90 22,10 22,00 20,72 7,22
2° 24,80 24,20 25,33 20,76 21,27 21,40 2399 2250 2190 2081 6,80
3° 24,00 24,50 2580 20,72 21,09 2190 23,00 22,40 2160 20,80 6,45

4° 24,00 - - - - - - - - - -
Gl 1° 2450 21,91 25,08 19,80 23,00 21,80 25,00 24,30 19,00 20,53 7,18
2° 25,60 23,35 21,25 20,70 23,50 22,40 23,00 25,00 18,00 20,48 6,85
3° 25,94 2390 20,79 20,20 22,46 21,50 22,80 25,00 18,00 20,35 6,53
4° 25,94 23,90 - - - - - - - 24,82 1,02
GIvV 1° 22,88 23,95 22,71 2540 24,10 23,00 24,00 23,00 2400 2140 7,21
2° 20,75 24,00 22,94 2560 24,16 2290 24,10 22,96 25,00 23,60 1,33
3° 22,80 24,60 22,40 2534 24,23 22,70 2450 22,30 25,20 21,70 6,67
4° 22,80 22,80 - - - - - - - 22,80 0,00

(-) morte
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6.4 AlteracGes macroscépicas do figado de camundongos infectados por Fasciola

hepatica

Na 42 spi foi possivel observar que todos os 27 camundongos mortos
apresentavam abdomen expandido, presenga de sangue na cavidade abdominal e lesdes
hepaticas, independentemente do tratamento das metacercarias com o NaClO nas
concentracdes de 0,2%, 0,02%, 0,002%. Entre o 19° e 47° dpi, observou-se lesdes em
todos os lobos do figado, lesGes difusas com diferentes extensdes, coloracdo
esbranquicada, lesdes hemorragicas e subcapsular que se aprofundavam no parénquima
hepético, de consisténcia firme e focal. Foram observadas alteracbes na arquitetura
hepatica com extensas areas lesionadas em todo o 6rgdo, além de caracteristicas
necrético-hemorragicas, ictéricas e intumescidas (Figuras 5, 6, 7 € 8).

Além das lesbes hepaéticas, é importante salientar a observacao das alteracdes na
vesicula biliar, tais como, o aumento no volume, espessamento da parede da mesma e o
escurecimento do liquido no interior da vesicula (Figuras 5B e D). Ap0s as necropsias
os figados dos camundongos foram pesados é ndo foi observada diferenca estatistica na
média de peso desse 6rgao, quando comparado o0s grupos dos camundongos infectados e
0 grupo controle (sem infeccdo), sendo a média do peso do grupo controle de 1,59g,
média de peso do grupo I: 1,74g, média de peso do grupo II: 1,78g, média de peso do
grupo I11: 1,63g e média de peso do grupo 1V: 1,86 g (Figura 4).



T
Figura 4: Grupo Controle (sem infeccdo) - Macroscopia hepatica dos camundongos C57BL/6J em microscopio
estereoscopio, aumento de 25x. A: Figado de camundongo C57BL/6J com lobo esquerdo preservado. B: Figado de
camundongo C57BL/6J com lobo medial preservado e vesicula preservada. C: Figado de camundongo C57BL/6J com
lobo caudal preservado.
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Figura 5: Grupo | - Macroscopia hepéatica dos camundongos C57BL/6J experimentalmente infectados por
Fasciola hepatica, em microscopio estereoscopio aumento de 25x. A: Figado, lobo esquerdo; lesdo hemorragica e
ictérica (seta preta). B: Figado, lobo medial; vesicula com tamanho aumentado (seta preta). C: Figado, lobo caudal;
area de lesdo extensa esbranquicada (seta preta). D: Figado com areas de necrose em lobo esquerdo (seta preta).
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Figura 6: Grupo Il - Macroscopia hepética dos camundongos C57BL/6J experimentalmente infectados por Fasciola
hepatica, em microscopio estereoscopio aumento de 25x. A: Figado, lobo caudado; lesdo extensa, areas hemorragicas e
ictéricas (seta preta). B: Figado, lobo medial; areas de lesdo extensa, hemorragicas, ictéricas e escurecimento do liquido da
vesicula biliar (seta preta). C: Figado, lobo caudal; orificio devido a migracdo do parasito (seta preta). D: Figado, lobo
esquerdo; areas extensas de hemorragia (seta preta).




56

Figura 7: Grupo 111 - Macroscopia hepatica dos camundongos C57BL/6J experimentalmente infectados por Fasciola
hepatica, em microscdpio estereoscopio aumento de 25x. A: Figado, lobo medial; lesdo extensa esbranquicada (seta preta).
B: Figado, lobo esquerdo; areas de necrose (seta preta). C: Figado, lobo caudal; area de lesdo extensa esbranquicada (seta
preta). D: Figado, lobo medial; vesicula aumenta com liquido escurecido (seta preta).
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Figura 8: Grupo IV - Macroscopia hepética dos camundongos C57BL/6J experimentalmente infectados por Fasciola
hepatica, em microscépio estereoscopio aumento de 25x. A: Figado, lobo esquerdo; lesdo extensa esbranquigada e areas
hemorrégicas (seta preta). B: Figado, lobo caudal; lesdo focal esbranquicada e orificio devido & migragdo do parasito (seta preta).
C: Figado, lobo medial; lesdo hemorrégica (seta preta). D: Figado, lobo esquerdo; lesdo focal esbranquicada (seta preta).
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6.5 Histopatologia hepatica

A andlise microscopica dos cortes histoldgicos hepaticos dos camundongos de todos
0s grupos infectados experimentalmente por F. hepatica, corados em HE, mostrou leséo
em toda extensdo dos cortes, apresentando poucas areas de hepatocitos preservados
(Figuras 9; 12, 13, 15). Observou-se necrose disseminada, com perda da arquitetura
tecidual. Areas desprovidas de hepatocitos, com infiltrado inflamatdrio
predominantemente de polimorfonucleares neutrofilos e pidcitos. Presenca de poucos

linfécitos e areas de hemorragia (Figuras 9-15).

com H20 (Grupo V). Colora¢do Hematoxilina-Eosina (HE), aumento 4x. Observa-se pequenas areas de hepatdcitos
preservados (P). Os asteriscos (*) indicam areas de necrose em diferentes estagios.
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Figura 10: Microfotografia de figado de camundongo infectado com metacercarias de Fasciola hepatica
tratada com H20 (Grupo 1V). Coloragdo Hematoxilina-Eosina (HE), aumento 20x. Observa-se reas de necrose
em diferentes estagios, com predominio de caridlise (*), hepatdcitos com nucleos picnéticos (**) e infiltrado
inflamatdrio (seta branca).
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Figura 11: Microfotografia de figado de camundongo infectado com metacercarias de Fasciola hepatica
tratada com H2O (Grupo 1V). Coloragdo Hematoxilina-Eosina (HE), aumento 20x. Area de necrose (*);
infiltrado inflamatdrio (seta amarela) no espaco porta (EP); seta verde ducto biliar.



61

Figura 12: Microfotografia de figado de camundongo infectado com metacercarias de Fasciola hepatica
tratada com H20 (Grupo V). Coloragdo Hematoxilina-Eosina (HE); aumento 60x. Area de desaparecimento
de hepatécitos (%), presenca de neutrofilos (seta azul); &rea de necrose (*); hepatdcitos preservados (P).



Figura 13: Microfotografia de figado de camundongo infectado com metacercarias de
Fasciola. hepatica tratada com NaClO 0,002% (Grupo I11). Coloragdo Hematoxilina-Eosina
(HE). A: Aumento 4x B: Aumento de 20x.



Figura 14: Microfotografia de figado de camundongo infectado com metacercérias de Fasciola
hepatica tratada com NaCIlO 0,002% (Grupo I11). C: Aumento de 40x. D: Aumento de 60x. Os
asteriscos (*) indicam areas de necrose de hepatdcitos; Estrela (%) areas de desaparecimento de
hepatdcitos e presenca de infiltrado inflamatdrio; (P) &reas de hepat6citos preservados.



Figura 15: Microfotografia de figado de camundongo infectado com metacercarias de Fasciola
hepatica tratada com NaClO 0,02% (Grupo Il). Coloragdo Hematoxilina-Eosina (HE). A: Aumento 4x.
B: Aumento de 20x. Os asteriscos (*) indicam areas de necrose de hepatécitos; Estrela (*) areas de
desaparecimento de hepatécitos e presenca de infiltrado inflamatdrio; (EP) espaco porta.



Figura 16: Microfotografia de figado de camundongo infectado com metacercérias de Fasciola
hepatica tratada com NaClO 0,02% (Grupo Il). Coloracdo Hematoxilina-Eosina (HE). Aumento de
40x. Os asteriscos (*) indicam areas de necrose de hepatocitos.



Figura 17: Microfotografia de figado de camundongo infectado com metacercarias de Fasciola
hepatica tratada com NaClO 0,2% (Grupo I). Colora¢do Hematoxilina-Eosina (HE). A: Aumento 4x.
B: Aumento de 20x. Os asteriscos (*) indicam areas de necrose de hepatécitos; Estrela (%) areas de
desaparecimento de hepatdcitos e presenca de infiltrado inflamatério; (P) hepatdcitos preservados.



Figura 18: Microfotografia de figado de camundongo infectado com metacercarias de Fasciola
hepatica tratada com NaClO 0,2% (Grupo 1). C: Aumento de 40x. D: Aumento de 60x. Os
asteriscos (*) indicam éareas de necrose de hepatécitos; Estrela (%) areas de desaparecimento de
hepatécitos e presenca de infiltrado inflamatdrio; (P) hepatdcitos preservados.
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6.6 Parasitos recuperados do figado de camundongos infectados por Fasciola
hepatica

Durante a maioria das necropsias, na 42 spi, recuperou-se pelo menos um parasito
jovem do figado de todos os grupos dos camundongos infectados. Os parasitos foram
lavados em solucdo salina, fixados entre laminas com formol 10% e corados pela
técnica de Carmim de Semichon (CABLE, 1969). Os espécimes de todos 0s grupos
possuiam o corpo folidceo, achatado dorsoventralmente, com o cone cefélico bem
evidente localizado na porcdo anterior do corpo do parasito. A ventosa oral,
arredondada, localizada no apice do cone, seguida por faringe e eséfago musculosos. O
esOfago bifurca-se em dois cecos intestinais bastante ramificados, dos quais surgem
ramificacdes secundarias. Os cecos intestinais se estendem até a por¢éo final do corpo
do parasito. A ventosa ventral localiza-se na regido mediana do corpo e seu tamanho
era maior do gque a ventosa oral. Os parasitos jovens ndo possuem sistema reprodutor
desenvolvido, ndo sendo possivel observar as estruturas do sistema reprodutor feminino

e masculino na imagem (Figura 19).
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Figura 19: Fasciola hepatica — Parasito jovem (4 mm de comprimento x 3 mm de largura),
recuperado ao 22° dpi do figado de um camundongo C57BL/6J do grupo I,
experimentalmente infectado por Fasciola hepatica, em microscopio estereoscopio
aumento de 25x. Sistema digestorio; a. Ventosa oral. b. Ventosa ventral ou acetabulo. c. cecos

intestinais.
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7 DISCUSSAO

Os resultados apresentados demonstram que metacercarias tratadas com NaClO
nas concentracdes 0,2%, 0,02% e 0,002% continuaram viaveis e com capacidade de
infectar os camundongos da linhagem C57BL/6J, visto que, desenvolveram a infeccdo
semelhante ao observado para o grupo IV (H20 + metacercérias sem tratamento prévio
com NaClO). Embora o hipoclorito de sodio seja utilizado no controle de
microrganismos como descrito pela ANVISA (1976) na proporcao de 20 mL do produto
diluido em 1000 mL de &gua para desinfeccao de hortifrutigranjeiros, ndo foi observado
a acdo sobre metacercarias de F. hepatica, mesmo quando utilizou-se 0 NaClO em
doses 10x maiores que o recomendado.

O hipoclorito de sodio tem capacidade de neutralizar aminoacidos interferindo
no metabolismo celular de microrganismos, nesse trabalho ndo foi observado acao
suficiente sobre as camadas de mucopolissacarideos das metacercérias de F. hepatica.
Provavelmente o hipoclorito de sédio ndo foi capaz de destruir as duas paredes das
metacercarias, a parede externa do cisto formada por duas camadas, camada | e I,
compostas por granulos de proteinas/carboidratos e a parede interna do cisto formada,
por outras duas camadas, camada Ill também composta de proteinas/carboidratos e
camada IV composta de queratina. Tal fato foi confirmado pela microscopia eletronica
de varredura quando se observou que as metacercarias apresentavam integridade da
parede externa como descrito por Dixon (1964 a e b).

Varios trabalhos de sanitizacdo de superficies de produtos hortifrutigranjeiros,
destinadas ao processamento minimo tém sido realizados com compostos clorados,
visando melhoria da qualidade e seguranca dos alimentos, como Ukuku e Fett (2002),
que avaliaram a eficacia de hipoclorito de soédio (1.000 mg/L/2min com pH 6,5) e
peréxido de hidrogénio (5% por dois minutos) em melGes cantaloupes inoculados com
Listeria monocytogenes (108 UFC/mL) por 0O, 1, 3, 6, 9 e 15 dias a 4°C. Os resultados
demostraram que nos dois tratamentos por 24 horas, houve reducdo na populagdo do
microorganismo abaixo do nivel de deteccdo (2UFC/cm2). Com cinco e 15 dias de
inoculagéo, a populagdo de L. monocytogenes continuou em niveis abaixo do nivel de
deteccdo (2 UFC/cm2). Entretanto, Ukuku et al., (2004) relataram a inabilidade de

hipoclorito de sddio e do perdxido de hidrogénio na reducdo de Salmonella stanley e de



71

Escherichia coli na superficie de meldes cantaloupes ap0s trés ou mais dias de
estocagem a 4°C.

Nesse estudo confirmou-se a capacidade de infectividade e viabilidade das
metacercarias de F. hepatica, uma vez que, foram realizados testes “in vivo”, diferente
de trabalhos que testam a acdo de algumas substancias quimicas em metacercarias de
Fasciola spp. tratadas apenas “in vitro”, utilizando azul de toluidina a 0,1% para
evidenciar a viabilidade do parasito. Em um estudo realizado por El-Sayad et al.,
(1997), metacercérias tratadas com permanganato de potassio por 10 minutos na
concentracdo de 24mg/L, foram examinadas em microscopio éptico apds teste,
utilizando azul de toluidina a 0,1%, onde metacercarias que apresentavam um formato
tipico de ganglios excretores foram consideradas viaveis e quando mortas apresentavam
uma massa escura de estrutura atipica.

Os resultados apresentados neste trabalho demonstram que a infeccéo
experimental de camundongos C57BL/6J com 10 metacercérias de F. hepatica tratadas
com NaClO nas concentragdes 0,2%, 0,02% e 0,002%, resultaram em uma taxa de
mortalidade elevada entre a 3% e 4% semana ap0s a infec¢do. Foi demonstrado, também,
que os sinais clinicos da doenca observados em alguns camundongos C57BL/6J
infectados coincidem com os sinais clinicos apresentados por outros como hospedeiros
bovinos e ovinos, sendo: prostracdo, dificuldade de locomocdo e morte na fase aguda da
doenca (BORAY, 1967; ROJO-VAZQUEZ et al., 2012), provavelmente devido
comprometimento hepatico durante a fase de migracdo dos parasitos jovens.

A patologia de F. hepatica est4 associada ao numero de metacercérias ingeridas,
a carga parasitaria resultante e as fases de migracdo dos parasitos jovens nos
parénquimas hepaticos, dos parasitos adultos nos ductos biliares e a resposta dos
hospedeiros. As alteracfes patologicas macroscopicas observadas foram similares as
encontradas por Thorpe (1965). Foram observadas lesdes no figado caracterizadas com
aumento de volume, areas de hemorragia, necrose e fibrose do parénquima hepatico. A
avaliacdo macroscopica dos figados dos animais infectados que tiveram morte stbita na
4% semana permitiu observar lesdes focais subcapsulares, principalmente nos lobos
esquerdo e medial, lesdes difusas e disseminadas, respectivamente, com alteragdo na
arquitetura anatdbmica do Orgdo. Esta alteracdo e as lesbes hepéticas relatadas nos
resultados, além da presenca de hemorragia na cavidade abdominal aos 20° dpi, devem-
se provavelmente ao processo migracdo das formas jovens de F. hepatica, relacionado
aos produtos excreto-secretados pelos parasitos, que rompem a parede intestinal,
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alcancam o figado e migram no parénquima hepéatico dos camundongos. Durante essa
fase de migracdo, h& destruicdo de vilosidades, da camada muscular intestinal,
destruicdo de hepatdcitos e pode ocorrer rompimento de vasos, tanto no intestino quanto
no figado dos animais, estando de acordo com o que foi observado por Dawes (1963 a e
b).

Diniz (2017) demonstrou em seu estudo a infeccdo experimental de
camundongos C57BL/6J com trés metacercérias de F. hepatica. Os resultados de seu
trabalho evidenciaram uma taxa inferior de mortalidade dos hospedeiros em relacdo aos
trabalhos em que a infecdo dos animais se deu com doses mais altas de metacercérias do
parasito, como 10, 15 e superior a 20 metacercarias, apresentando 100% de mortalidade
entre a 3% e 4% semana apos a infeccdo (DAWES, 1963a; O’NEILL et al., 2000; DE
PAULA, 2010). Entretanto, observou-se que a infeccdo com trés metacercarias é
suficiente para o desenvolvimento da infecgcdo, permitindo avaliacdo clinica dos animais
e analise patoldgica, assim como nesse estudo, quando se infectou camundongos da
linhagem C57BL/6J com 10 metacercérias tratadas com NaClO. Diniz (2017), também
demonstrou, que os sinais clinicos da doenca observados em alguns camundongos
C57BL/6J infectados coincidem com os sinais clinicos apresentados por hospedeiros
naturais do parasito (BORAY, 1967; ROJO-VAZQUEZ et al., 2012), provavelmente
devido & inflamacdo e principalmente, comprometimento hepatico durante a fase de
migracao dos parasitos jovens, assim como observado nesse estudo na 42 spi.

Alguns desses achados macroscopicos observados nos camundongos C57BL/6J
infectados também estdo presentes em ovinos e bovinos com fasciolose cronica,
segundo Rushton e Murray (1977), Bostelmann et al., (2000) e Foreyt (2005), que
descrevem a condenacdo de figados de gado com lesdes hepaticas, hepatomegalia,
I6bulos com bordas abauladas, pontos hemorragicos distribuidos difusamente pelo
parénquima, focos de deposicdo de fibrina na superficie do parénquima e focos de
necrose, observados tanto em ovinos como bovinos.

Quanto a histologia hepatica, na maioria das espécies, o figado apresenta-se
revestido por uma céapsula de tecido conjuntivo, conhecida como capsula hepatica, e 0s
hepatdcitos estdo dispostos nos l6bulos do figado, que consistem em estruturas
poligonais com varios espacgos porta na periferia e uma veia central. Os corddes de
hepatocitos parecem irradiar para fora da artéria central. As irrigagdes sanguineas e
biliares se ddo em direcOes opostas, 0 sangue arterial e venoso misto se move das

regides portal para a veia central por meio de sinuséides, enquanto que a bile, secretada
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em ductos biliares, é direcionada por esses canaliculos para regides portais até a
vesicula biliar. Os corddes de hepaticos sdo compostos de colunas de hepatocitos que se
estendem da regido portal para a veia central. Os espacos entre os corddes, vistos como
regides brancas, contém os sinusoides do figado (ROGERS e DINTZIS, 2012). Através
da histopatologia hepética dos camundongos C57BL/6J experimentalmente infectados
com metacercarias de F. hepatica tratadas com NaClO nas concentragdes 0,2%; 0,02%;
0,002%, assim como, as metacercarias incubadas somente com agua desclorada, que
foram a dbito na 42 spi, observou-se alteragdes com infiltrado inflamatorio, destruicao
de hepatdcitos, extensas areas de necrose, lesdes difusas e disseminadas. Nos estudos de
Dawes (1963 a e c), realizados com analises de cortes corados em HE, alguns desses
achados, no tecido hepatico, também foram observados, sugerindo que parasitos jovens
migraram pelo parénguima hepatico.

O presente trabalho nos permitiu observar que a infeccdo de camundongos
C57BL/6J com 10 metacercarias de F. hepatica tratadas com NaClO nas concentragdes
de 0,2%, 0,02% e 0,002% ¢é capaz de desenvolver o quadro clinico, com alteracdes
macroscopicas e microscopicas da doencga. Assim, os resultados encontrados mostram
que sdo necessarios mais estudos com sanitizantes a fim de encontrar produtos
adequados e eficientes para inativar as metacercérias de F. hepatica, uma vez que, ha
expansdo desse parasito em todas as regides brasileiras. Portanto, as hortalicas
comercializadas em feiras livres, sacoldes, supermercados e restaurantes estdo cada vez
mais propicias a presenca de metacercarias de F. hepatica, o que leva a preocupacédo da

ocorréncia de fasciolose humana.
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CONCLUSOES

O hipoclorito de sédio ndo inativa as metacercarias de Fasciola hepatica nas
concentragdes de 0,2%, 0,02% e 0,002%.

Metacercérias de Fasciola hepatica tratadas com hipoclorito de sddio nas
concentragdes de 0,2%, 0,02% e 0,002% séo capazes de infectar camundongos
da linhagem C57BL/6J.

Hipoclorito de sodio nas concentragdes de 0,2%, 0,02% e 0,002% n&o altera
estrutura das camadas de mucopolissacarideos das metacercarias de Fasciola
hepatica observadas por meio da MEV.

Esses resultados devem ser divulgados para a populacdo, produtores,
manipuladores de verduras “in natura”, bem como os érgdos competentes, para
que todos conhecam a ineficacia do hipoclorito de sddio nas concentracfes de
0,2%, 0,02% e 0,002% sobre metacercarias de Fasciola hepatica.
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