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RESUMO

A fasciolose € uma doenca causada pelo parasito trematodeo Fasciola
hepatica que acomete o figado e vias biliares de muitas espécies de animais.
Objetivou-se com esta proposta realizar uma avaliacdo microscopica de
figados bovinos com fasciolose cronica por meio de alteracdes histopatologicas
causadas pela presenca do parasito e realizacdo da imunofenotipagem da
resposta imune na espécie bovina, avaliando o grau de resposta e sua
influéncia no desenvolvimento da lesdo. Além disso, propds-se uma
classificacdo do grau da lesdo crénica no parénquima hepético conforme a
evolucdo da infeccdo. Utilizaram-se 100 figados condenados por fasciolose no
matadouro frigorifico de Atilio Vivacqua, ES. Coletou-se um fragmento de cada
lobo hepatico (direito e esquerdo) de cada figado, que sofreu processamento
histotécnico e coloracdo com hematoxilina-eosina e Tricbmico de Masson, além
da aplicacdo da imunoistoquimica com os anticorpos anti-CD3, anti-CD79a e
anti-lgG. Avaliaram-se diferentes graus e intensidade das lesdes inflamatorias
e fibroticas, sendo classificadas as amostras em Grau |, Il e lll. As lesGes
fibréticas se mostraram mais intensas em relacdo as inflamatérias e a proposta
de categorizacdo histopatologica das lesdes hepéticas por fasciolose cronica
em bovinos mostrou-se um método valioso de avaliagdo microscopica, uma vez
que permite estabelecer o quadro evolutivo dessa enfermidade. Em relacdo a
leséo fibrética, no lobo direito e esquerdo as les6es foram mais importantes no
espaco porta, sendo mais intensa no lobo esquerdo. Lesdo fibrética vascular foi
marcante nas artérias que nas veias e sinusoides, principalmente no lobo
esquerdo. Em relacdo a imunoistoquimica, houve marcacédo pelos anticorpos
CD3*, CD79a" e IgG" tanto no lobo direito quanto no lobo esquerdo. A
avaliacdo imunoistoquimica mostrou-se eficaz na caracterizagédo do tipo celular
presente na inflamagéo causada pela infec¢cao por Fasciola hepatica, tornando-

se importante no estudo da resposta inflamatoéria pelos bovinos.

Palavras-chave: histopatologia, categorizacdo, imunofenotipagem, fasciolose,

ruminantes



ABSTRACT

The fasciolosis is a disease caused by parasitic trematode Fasciola hepatica
that affects the liver and biliary tract of many species of animals. The objective
of this proposal was to perform a microscopic evaluation of liver cattle with
chronic fascioliasis by histopathological changes caused by the presence of the
parasite and performing the immunophenotyping of immune response in cattle
by assessing the degree of response and its influence on lesion development.
Furthermore, was proposed a classification of the degree of chronic lesions in
the liver as the evolution of infection. Were used 100 livers condemned for
fasciolosis in Atilio Vivacqua, ES slaughterhouse. Were collected a fragment of
each liver lobe (right and left) of each liver, which has histotechnic processing
and staining with hematoxylin-eosin and Masson's hematoxylin, and the
application of immunohistochemistry for CD3 and CD79a lymphocytes and
plasma cells producing IgG. Were evaluated different degrees and intensity of
the inflammatory and fibrotic lesions, and classified the samples as degree I, I
and lll. The fibrotic lesions were more intense in relation to the inflammatory
and the proposed categorization of pathological liver injury in chronic
fascioliasis in cattle proved to be a valuable method of microscopic evaluation,
as for establishing the evolutionary picture of this disease. Regarding the fibrotic
lesion in the right and left lobe fibrotic lesions were more important in the space
port, being more intense in the left lobe. Fibrotic vascular lesion was more
marked in the arteries than in veins and sinusoids, especially in the left lobe.
Regarding immunohistochemistry, was marked by CD3", CD79a" and IgG* both
in the right lobe and the left lobe. The immunohistochemical assessment was
effective in characterizing the cell type present in the inflammation caused by
infection with Fasciola hepatica, making it important to study the inflammatory
response of cattle.

Keywords: histopathology, classification, immunophenotyping, fasciolosis,

ruminants
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1 INTRODUCAO

A enfermidade fasciolose hepatica € causada por um parasito trematodeo,
Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758). Este parasito acomete o figado e vias biliares de
muitas espécies de animais domésticos, selvagens e inclusive o homem. Os danos
causados pela infecgdo levam a grandes prejuizos econémicos a pecuéria mundial,
devido as numerosas condenacdes de figados em matadouros frigorificos, bem
como a queda na producéo de leite, perda de peso, diminuicdo da fertilidade, atraso

no crescimento, podendo verter a morte dos animais (LUZ et al., 1996).

Pode se tornar uma doenca crbnica causando fibrose e trauma severo no
figado, inflamacgéo, edema e fibrose dos ductos biliares pela presenca das formas
adultas. A imunidade adquirida a este parasito difere entre as espécies. Ambas as
imunidades humoral e celular parecem importantes para a resisténcia a infeccao por
F. hepatica (HAROUN e HITLYER, 1986). Porém, Pérez et al. (2002) sugerem que a
resposta do hospedeiro a infec¢do pode agravar os danos hepaticos.

Avaliacbes imunoistoquimicas também sdo utilizadas para a verificacdo da
resposta do hospedeiro em detrimento aos danos causados pelo parasito nos
figados dos bovinos. No entanto, pela grande importancia que o0 processo
inflamatério desempenha na infeccdo em ovinos e caprinos, a grande maioria dos
testes imunoistoquimicos sdo direcionados a estas espécies animais (MARTINEZ-
MORENO et al., 1999; MEEUSEN et al., 1999; PEREZ et al., 2002).

A avaliagdo microscopica de figados acometidos por Fasciola hepatica, por
meio do comportamento da imunidade celular e humoral frente aos antigenos dos
parasitas tornou-se um importante adjuvante na elucidagédo da resposta imunoldgica
do hospedeiro. Além disso, a caracterizacdo das lesbes por meio de exames
histopatolégicos e imunoistoquimicos contribuirdo para o diagnostico diferencial de

diversas doencas que acometem o figado dos ruminantes.

Objetivou-se com esta proposta realizar uma avaliagdo microscopica de
figados bovinos com fasciolose crbnica por meio de alteracdes histopatoldgicas
causadas pela presenca do parasito e realizacdo da imunofenotipagem da resposta
imune na espécie bovina, avaliando o grau de resposta e sua influéncia no
desenvolvimento da lesédo. Além disso, propde-se uma classificacdo do grau da

lesé@o cronica no parénquima hepatico conforme a evolucéo da infeccao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARACTERISTICAS DO TREMATODA E CICLO DE VIDA

A fasciolose € causada por Fasciola hepatica, um trematodeo digenético da
familia dos fasciolideos pertencente ao filo Platyhelminthes e parasito dos canais
biliares de diferentes hospedeiros. Macroscopicamente o trematodo jovem tem 1 a 2
mm de comprimento e formato de lanceta. Nos ductos biliares adquire formato de
“folna” quando adulto, coloracdo castanho acinzentada e cerca de 3,5 cm de
comprimento e 1 cm de largura. Microscopicamente o tegumento é recoberto de
espinhos projetados para tras e observa-se facilmente uma ventosa oral e ventral.
Seu ovo é oval, operculado, amarelo e grande (URQUHART et al.,, 1998). Medem
cerca de 130 a 145 pym de comprimento por 70 a 90 ym de largura. Para a
maturacdo dos ovos sdo necessarias condicdes adequadas de umidade e
temperatura, sendo no verado, incubacao curta emergindo o miracidio em poucas
semanas (10 a 12 dias a 26°C), porém, em temperaturas baixas a eclosdo pode
demorar meses (NAHM, 1997).

Os ovos podem ser encontrados viaveis em material fecal por cerca de um
ano, ao passo que os miracidios, extremamente frageis, precisam de um hospedeiro
apropriado em aproximadamente oito horas (ACHA e SZYFRES, 1986). Os
miracidios liberados infectam os hospedeiros intermediarios, moluscos do género
Lymnaea (L. collumela e L. viatrix no sul e L. collumela e L. cubensis no Rio de
Janeiro), neles se desenvolvendo e multiplicando em esporocistos, rédias e
cercarias. De um miracidio podem ser produzidas cerca de 4.000 cercarias e
condig¢fes climaticas favoraveis a sobrevivéncia dos moluscos e a producédo de ovos
pelos parasitos adultos irdo determinar o grau de infeccdo das pastagens
(ECHEVARRIA, 2004).

ApOs penetrar no molusco o miracidio perde os cilios e se transforma em
esporocisto que cresce e origina em seu interior as rédias. Com o rompimento do
esporocisto as rédias liberadas migram para a glandula digestiva do molusco onde
irdo se desenvolver e transformar-se em cercarias. As cercarias maduras vao para o
tecido do molusco de onde emergirdo. CondicGes de clima como frio e chuva, e
mudancas bruscas na temperatura da agua estimulam a emergéncia das cercarias.

No ambiente aquatico as cercarias nadam ativamente e se fixam a um substrato
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onde perdem a cauda e encistam, originando as metacercarias que sao as formas
infectantes. O periodo apdés a penetracdo do miracidio até a formacdo de
metacercarias infectantes varia entre 45 a 60 dias dependendo de condi¢cGes

favoraveis de temperatura e umidade (SILVA et al., 1980).

As folhas de capim ou mesmo do agrido contendo metacercarias encistadas
tornam-se fonte de infeccdo e apds a ingestdo pelo hospedeiro definitivo, as
metacercarias sao liberadas na porcao superior do intestino alcancando a cavidade
peritoneal e penetrando no figado através da capsula de Glisson, onde atingirdo os
ductos biliares e se tornardo adultos (FARINAZZO et al.,, 2001). O periodo pré-
patente dura aproximadamente dois meses, mas nem todos 0s parasitos alcangcam a
maturidade ao mesmo tempo, podendo o processo de maturacdo estender-se
(SOULSBY, 1982). O reinicio do ciclo comec¢a com a oviposicdo dos exemplares
adultos que podem sobreviver nos ductos biliares por varios anos (ACHA e
SZYFRES, 1986).

2.2 EPIDEMIOLOGIA DA FASCIOLOSE

A dindmica da fasciolose esta ligada a ecologia dos moluscos (hospedeiros
intermediarios). Caracteristicas como geografia, composi¢cdo do solo, bem como
fatores climaticos sdo determinantes na reproducdo dos hospedeiros intermediarios

e, como consequéncia a epidemiologia da fasciolose (ACHA e SZYFRES, 1986).

Segundo Silva et al. (1980) e Beck (1993) as infec¢des por F. hepatica e os
indices de prevaléncia que as acompanha sdo determinados pelas caracteristicas
proprias de cada regido, variando de acordo com as condi¢des climaticas,
ocorréncia de areas alagadicas, presenca de hospedeiro vertebrado e

principalmente pela presenca do molusco do género Lymnaea.

Os habitats dos moluscos podem ser divididos em dois grandes grupos, sob a
Otica ecoldgica: os focos primarios, também chamados de reservatorios; e aqueles
denominados de areas de disseminacdo. Os focos primarios compreendem locais de
umidade permanente, como rios de pouco curso, lagos, canais, campos alagadicos,
onde os moluscos se reproduzem ativamente, mantendo uma populagéo uniforme,

em nivel quase sempre baixo. Ja as areas de disseminacao sao aquelas onde se
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alternam periodos de seca e inundacgdo, considerados ambientes de disseminacao
dos focos primarios originais e contém grande numero de moluscos, tornando-se
area de interesse epidemioldgico (ACHA e SZYFRES, 1986).

Em periodos de chuva a presenca do limneideo facilita a disseminacdo e
estabelecimento de novos criadouros. Em condi¢cdes climéaticas favoraveis
(temperatura acima de 10°C), os ovos produzidos pelos moluscos eclodem formando
uma nova geracao em apenas um més. Durante as esta¢fes de chuva, a populacao
de moluscos aumenta, ao passo que em estacdes de seca e frio essa populacéo
diminui. Nos periodos em que as condi¢cbes climaticas sdo desfavoraveis os
moluscos podem sobreviver entrando em estivacdo por varios meses (SILVA et al.,
1980).

Nem sempre ha uniformidade na ecologia do molusco. Em uma pesquisa
desenvolvida nos municipios de Piquete e Redencéo da Serra, estado de S&o Paulo,
foi estudada a dinamica populacional do molusco Lymnaea columella por um
periodo de seis anos na pastagem de fazendas de exploracéo leiteira infectadas por
Fasciola hepatica. Constatou-se que a dindmica da populagdo de moluscos esta
estreitamente relacionada a fatores ecoldgicos e climaticos, sendo encontrados uma
populacdo maior de moluscos no periodo seco do ano (maio-outubro) no municipio
de Piquete, e no municipio de Redencdo da Serra a populacdo de moluscos foi
maior no periodo de altas temperaturas e alta densidade pluviométrica (janeiro-
marco) (MAURE et al., 1998).

Em estudo utilizando L. columella da regido do Vale do Paraiba e regiao
serrana do Rio de Janeiro, Gomes (1985) avaliou experimentalmente a
suscetibilidade dos moluscos a infeccdo por miracidios provindos de Fasciola
hepatica de ovinos. Verificou-se sobrevivéncia maior e, consequente producao
maior, de metacercéria em moluscos submetidos a infeccdo com trés miracidios em

comparacao aos infectados com cinco miracidios.

Dacal et al. (1988) compararam a suscetibilidade de L. columella provenientes
de quatro diferentes regides de Minas Gerais com amostras oriundas do Rio de
Janeiro e Rio Grande do Sul, verificando que a suscetibilidade a infec¢cdo por
miracidios originados de ovos de Fasciola hepatica provenientes de ovinos era

semelhante.
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No que tange a fasciolose, além da importancia dos moluscos esta o papel do
hospedeiro definitivo, o qual elimina ovos em ambientes favoraveis ao
desenvolvimento do parasito. Jimenez-Albarran et al. (1977) coletaram ovos da
vesicula biliar de ovelhas, vacas e cabras para a obtencdo de miracidios e
comparacao do desenvolvimento dos ovos de cada um dos hospedeiros. Os ovos
provenientes de vaca foram capazes de formar maior nimero de miracidios, no
entanto, o maior nimero de ovos viaveis (com miracidios liberados) foram os de
ovelhas. Com isso, estes autores concluiram que a suscetibilidade do hospedeiro

definitivo contribui para a transmissao da doenca.

O ovino € o hospedeiro definitivo mais importante desta parasitose. O animal
que padece de uma infeccdo subclinica leve pode contaminar o campo diariamente
com mais de meio milhdo de ovos. Ja nos casos de infeccdo moderada, com 2,5
milhdées de ovos por dia (BORAY, 1969).

Na investigacao da influéncia do hospedeiro definitivo sobre a prevaléncia da
infeccdo de L. truncatula exposta a miracidios oriundos de ovos de diferentes
hospedeiros, Rondelaud e Dreyfuss (1995) demonstraram que 0s ovos oriundos de
bovinos ou ovinos foram mais eficazes na transmissdo da doenca do que 0S 0vos
obtidos de coelhos. A prevaléncia da infeccdo dos moluscos neste caso foi de 35%,
66% e 86% para coelho, ovino e bovino, respectivamente.

Outras espécies de herbivoros, dentre eles os lagomorfos, podem servir como
hospedeiros definitivos. Na Australia, alguns desses animais podem ser
considerados como hospedeiros temporarios, e por essa razao, ndo matém o ciclo
por muito tempo, como no caso dos coelhos silvestres, que contaminam de forma

insignificante as pastagens onde vivem (BORAY, 1969).

Abrous et al. (1998) investigaram a partir de dados encontrados na literatura
de alguns paises europeus as evidéncias sobre a viabilidade morfol6gica de ovos de
Fasciola hepatica relacionando a espécie de hospedeiro e sua regido de origem,
mostrando que 0s ovos encontrados em roedores e lagomorfos eram menores se
comparados aqueles encontrados em ruminantes. Os resultados permitiram aos
autores concluir que a espécie de hospedeiro € o principal componente da
variabilidade morfologica de ovos de Fasciola hepatica, e que a distribuicdo
geografica parece ndo ser um fator contribuinte para essa variabilidade. Mendes

(2006) encontrou diferenca significativa na morfologia dos ovos (comprimento) de
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Fasciola hepatica oriundos de bovinos naturalmente infectados apds passagem em

Callithrix penicillata (sagti) e Meriones unguiculatus (gerbil).

Na Europa, a suscetibilidade de hospedeiros lagomorfos Oryctolagus
cuniculus e roedores Myocastor coypus foi demonstrada por Ménard et al. (2000),
encontrando taxa de infec¢cdo natural de 34% para o Oryctolagus cuniculus e 55%
para o Myocastor coypus. Costa et al (1987) apontaram o Myocastor coypus, no
Brasil, como um dos principais reservatérios e provavel disseminador de Fasciola
hepatica na Estacdo Experimental Zootécnica de Dom Pedrito, no estado do Rio
Grande do Sul.

Ainda no Brasil, Mendes (2006) estudou a dinamica da infeccdo em Callithrix
penicillata e Meriones unguiculatus, concluindo que o Callithrix penicillata pode ser
usado como modelo na manutencdo do ciclo biolégico de Fasciola hepatica
produzindo ovos viaveis capazes de infectar Meriones unguiculatus, porém, estes

produzem ovos inviaveis.

Na regidao do Altiplano Boliviano os principais hospedeiros sdo 0s ovinos e
bovinos, no entanto, asininos e suinos sdo considerados hospedeiros secundarios
(VALERO et al.,, 2000). No continente europeu, 0s suinos sdo considerados
reservatorios ocasionais (HURTREZ-BOUSSES et al., 2001).

Na América do Sul, principalmente na Bolivia e Peru, a fasciolose é um sério
problema de saude publica. Na regido denominada Altiplano Boliviano, a prevaléncia
da fasciolose humana varia de 72 a 100% (HURTREZ-BOUSSES et al., 2001).
Segundo Faiguenbaun et al. (1962) o homem se infecta pela ingestao de saladas de
agrido gque contem metacercéarias aderidas a superficie da planta, no entanto, em
algumas ocasioes, o alface e outras plantas contaminadas quando consumidas
cruas e agua de canais de irrigacdo e de outros receptaculos onde existam

metacercarias podem se tornar fontes de infecg¢ao.

Fraga (2008) avaliou a incidéncia de Fasciola hepatica em bovinos da regido
Sul do Espirito Santo encontrando uma crescente anual dos casos, sendo 4,9% em
2005, 15,2% em 2006 e 20% em 2007, o que permitiu concluir que a fasciolose € um

problema econdmico na regido e preocupa pela possibilidade de infecgcao humana.
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2.3 ASPECTOS CLINICO-PATOLOGICOS DA FASCIOLOSE

Fatores como carga parasitaria, fase de desenvolvimento do parasito, tipo e
idade do hospedeiro, localizacdo e condicdo das pastagens e época do ano
influenciam na variabilidade da patogenia e sintomatologia provocadas pela infeccao
por Fasciola hepatica. A presenca de parasitos jovens no parénquima hepatico
caracteriza o desenvolvimento da fase aguda da doenga, ao passo que a fase
cronica € caracterizada pela presenca dos parasitos adultos nos ductos biliares
(BORAY, 1969).

As metacercarias desencistam no intestino delgado apdés sua ingestéao
liberando as formas imaturas que logo iniciam sua migracdo abrindo caminhos no
intuito de alcancarem a cavidade peritoneal e o figado. Durante seu trajeto as formas
imaturas provocam lesdes caracteristicas, como escavacdes na area central das
vilosidades, corrosdes na camada mucosa, submucosa e muscular e destruicdo da
camada serosa da parede intestinal. Quando chegam ao figado os parasitos jovens
continuam sua migracdo pelo paréngquima hepéatico, destruindo-o e provocando
hemorragias e areas de necrose devido ao traumatismo ocasionado. Os parasitos
adultos penetram nos ductos biliares e iniciam suas migracdes através do epitélio
ductal, alimentando-se de sangue e ocasionando extensas areas de erosdo e
necrose da mucosa ductal associada a reac¢des inflamatorias (SILVA et al., 1980;
BECK, 1993; BERNE, 1994).

2.3.1 Achados laboratoriais de animais infectados p  or Fasciola spp.

As lesdes causadas no parénguima hepatico, juntamente com hemorragias,
causam alteracdes bioquimicas significativas em grandes ruminantes, no entanto,
nao sdo tdo severas quanto em ovinos. Anemia devido a hemorragia pode se
desenvolver quando os parasitos adultos se estabelecem nos ductos biliares e sua
gravidade é diretamente proporcional a carga parasitaria em bovinos, embora néo
seja o caso de bufalos, indicando que os bovinos sdo menos resistentes a infeccéo
(WIEDOSARI et al. 2006).

Lotfollahzadeh et al. (2008) estudando o tipo de anemia e o grau de danos
hepéticos causados por Fasciola hepatica em bovinos encontraram reducdo dos
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niveis de hematdcrito, concentracdo de hemoglobina, hemoglobina corpuscular
média (CHM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e niveis
reduzidos da concentracéo de ferro sérico, concluindo que a anemia observada em
bovinos infectados por F. hepatica é normocitica e hipocrdbmica, e que a etiologia
dessa anemia é a diminuicdo cronica de sangue pela atividade hematéfaga dos
parasitos adultos.

AlteracOes celulares no sangue periférico de ratos e camundongos infectados
por F. hepatica inclui aumento no numero de eosindfilos durante a infeccdo. Nos
ratos, no inicio da infeccdo o numero de eosindéfilos ndo apresentou alteragdes
significativas, somente um aumento acentuado aos 21 dias poés-infeccdo. J& em
camundongos encontrou-se um aumento significativo no nimero de eosinéfilos logo
apos o inicio da infeccdo com um pico aos sete dias pos-infeccdo (MILBOURNE e
HOWELL, 1990). Keegan e Trudgett (1992) demonstraram que na fasciolose ocorre

durante a infeccdo o aumento de células polimorfonucleadas e profunda eosinofilia.

Zhang et al. (2005) comparando a resposta celular de ovinos
experimentalmente infectados com F. hepatica e F. gigantica encontraram um
aumento da leucometria total da terceira a quinta semana poés-infeccdo para F.
hepatica e da segunda a quarta semana para F. gigantica. No entanto, nenhuma
mudanca significativa foi observada nos valores de linfocito, neutrdfilo, baséfilo e
monaocito. Porém, a contagem de eosinoéfilos aumentou significantemente tanto para
a infeccdo com F. hepatica, quanto para F. gigantica em relacdo aos grupos

controle.

Yang et al. (1998) avaliaram os niveis de AST, GLDH e GGT em bufalos com
fasciolose subclinica experimental. Obtiveram aumento dos niveis de AST na sexta
semana pos-infeccdo com pico maximo na décima quarta semana e manutencao
dos niveis elevados até a vigésima terceira semana pos-infeccdo. O valor de GLDH
foi significativamente elevado da sexta até a vigésima primeira semana poés-
infeccdo. Aumento significativo de GGT ocorreu da oitava a vigésima sexta semana

com o0 maximo do valor na décima quinta semana.

Wiedosari et al. (2006) observaram um aumento significativo das enzimas
hepaticas em bufalos e bovinos infectados com 15 metacercarias de Fasciola
gigantica semanalmente durante 32 semanas, sendo que os bufalos mostraram

menor nivel de GLDH e GGT em relacdo aos bovinos. Proteinas séricas totais e
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bilirrubina estiveram aumentadas apds o dano hepatico, enquanto a bilirrubina
urinaria foi igualmente aumentada em proporcdo ao numero de F. gigantica em

bufalos.

Lotfollahzadeh et al. (2008) encontraram aumento significante nos niveis de
aspartato amino transferase (AST), GGT e fosfatase alcalina (FA) quando estudaram
o grau de danos hepaticos causados por Fasciola hepatica em bovinos, concluindo
que o aumento da atividade enzimatica indica injaria cronica ao tecido hepético e

ducto biliar associado a infec¢ao cronica com Fasciola hepatica.

2.3.2 Resposta do hospedeiro frente a infeccao por Fasciola spp

A suscetibilidade ou resisténcia relativa do hospedeiro frente a infeccao por
Fasciola sp. esta associada a caracteristicas bioquimicas do parasito e também da
resposta imune do hospedeiro durante o curso da doenca (MEEUSEN e
PIEDRAFITA, 2003). E preciso aumentar o conhecimento a respeito do mecanismo
de suscetibilidade ou resisténcia a Fasciola spp. para controlar a doenca (ZHANG et
al., 2005).

A falta de resisténcia dos ovinos para fasciolose aguda contrasta com a alta
resisténcia dos bovinos e conduz a uma suposicdo geral de que estes tém a
capacidade imunoldgica de eliminacao dos parasitos no figado. Bovinos mostraram-
se resistentes a infeccbes subseqientes quando comparados com animais néo
infectados e demonstrou-se que essa resisténcia se dava pela extensa fibrose
causada pela infeccdo priméria do que propriamente pela resposta imunoldgica
(MULCAHY e DALTON, 2001).

Ferre et al. (1997) estudaram a resposta de ovinos com fasciolose subclinica
através da dosagem dos anticorpos IgG e IgA do soro e da bile. Foi observado que
os titulos de IgG e IgA anti Fasciola hepatica do soro aumentaram a partir da
segunda semana poés-infeccdo e os valores maximos foram observados na oitava
semana tendendo a um pequeno decréscimo apds. Os titulos de IgG e IgA
especificos para a fasciolose detectaram a infecgcdo precocemente, antes da

eliminacdo dos ovos nas fezes.
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Com o objetivo de comparar as mudancas imunoldgicas e bioquimicas séricas
na pré-infeccdo de ovinos da raca Merino infectados com F. hepatica e F. gigantica,
Raadsma et al. (2007) observaram que todos os grupos infectados, seja com F.
gigantica ou F. hepatica apresentaram elevacao nos niveis de IgA, IgG1 e IgG2 anti-
fasciola e posteriormente declinaram a medida em que a infeccdo se tornava

cronica.

Bovinos produzem IgG1 especifica, mas pouca ou nao especifica IgG2 com o
seguimento da infeccéo por F. hepatica. Com o0 progresso da mesma e a cronicidade
da doenca, os niveis séricos de IgG1 cessam e lentamente declinam. A producéo de
IgG1 em bovinos é controlada por citocinas liberadas por células Th2, ao passo que
IgG2 tem producado controlada por citocinas liberadas por células Thl (MULCAHY e
DALTON, 2001).

Um estudo da proliferacdo de células mononucleares do sangue periférico de
ovinos também foi conduzido por Zhang et al. (2005). Estas células foram cultivadas
em meio contendo antigenos de secrecao/excrecdo de F. hepatica (FNESP) e F.
gigantica (FQESP), observando proliferacdo celular semelhante nas duas culturas,
sendo mais intensa na primeira semana poés-infeccdo para F. gigantica. A partir da
quarta semana pos-infeccdo houve um decréscimo na proliferagdo celular sem
diferenca significativa entre os grupos, sugerindo que em infeccdes por F. gigantica
ha a inducdo mais rapida da resposta mediada por célula do que nas infec¢des por

F. hepatica.

Prowse et al. (2002) procuraram identificar moléculas imunossupressoras em
produtos de secrecdo-excrecdo (ES) de F. hepatica com o intuito de estudar o
potencial supressivo utilizado por essas moléculas para diminuir a resposta imune
do hospedeiro. Observaram que o0 maior componente do ES que causou a
supressdo da proliferacdo dos linfocitos apresentava peso molecular de 28 kDa e
gue a mesma representava a proteina Catepsina L. Em analise utilizando Western
Blotting da fragdo supressiva com anticorpos anti-Catepsina L de F. hepatica

confirmaram o potencial desta molécula em suprimir a proliferacao de linfocitos.

Raina et al. (2004) avaliando a resposta imune humoral contra o antigeno
protéico de fixacdo dos acidos graxos em ovinos, bovinos e bubalinos, observaram
apos testes ELISA e Western Blotting ndo haver resposta imune humoral significante
com esse antigeno de F. gigantica. Uma explicacdo para a falha na resposta contra
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este antigeno é que o mesmo ndo seja expresso ha superficie do parasito, ndo

produzindo, portanto, resposta antigénica.

Zhang et al. (2005) estudaram a producao de interferon-gama (INFy) e de
interleucina 10 (IL-10) por células mononucleares de sangue periférico de ovinos
cultivadas na presenca de antigeno de excrecao/secrecdo de F. hepatica (FhESP) e
F. gigantica (FgQESP) e observaram que a producdo desses fatores mostrou-se
similar tanto para o cultivo com FhESP, quanto para FgQESP, e que ocorreu aumento
na primeira semana pos-infeccdo, decrescendo em seguida. A IL-10 pruduzida em
meio contendo FhESP variou individualmente, sendo maior neste grupo que naquele
cultivado com FgESP.

Avaliacbes imunoistoquimicas também sdo utilizadas para a verificacdo da
resposta do hospedeiro em detrimento aos danos causados pelo parasito nos
figados dos bovinos. Pérez et al. (2002) realizaram um estudo imunoistoquimico de
figado de ovinos, encontrando uma resposta imune intensa, celular e humoral,
representada pela infiltracdo de linfocitos T CD3", células B CD79a" e células
plasmaticas 1gG*. No entanto, quando tratados com triclabendazole as 12 semanas
pés-infec¢do, observou-se uma reducgdo significativa na infiltracdo de células T e B,
a qual pode ter ocorrido pela eliminagcdo da estimulacdo antigénica parasitaria.
Porém, os animais tratados e infectados mostraram forte infiltracdo com células T

CD3", células B CD79a" e células plasmaticas 1gG”.

Molina e Skerratt (2005) estudaram por meio da imunoistoquimica hepatica, a
resposta humoral e celular de bovinos e bufalos infectados com F. gigantica.
Encontraram uma resposta imune elevada as trés semanas poés-infeccdo. No
entanto, o namero de linfécitos T declinou continuadamente até a décima sexta
semana. Em bufalos, o aumento das células T foi observado a partir da sétima
semana pos-infeccdo. A partir da sétima semana, bovinos e bufalos infectados
apresentaram um alto nimero de células B CD79b" nas lesbes hepaticas,
aumentando de acordo com a progressdo da infeccdo. Eosinofilos e mastocitos
também estiveram presentes nas lesdes a partir da terceira semana. Essas
diferencas entre as respostas de bovinos e bufalos podem ter um importante papel

sobre as diferencas na resisténcia e resiliéncia a infecgéo entre bovinos e bubalinos.
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2.3.3 Aspectos clinicos da fasciolose

Normalmente, a fasciolose nos animais assume uma forma aguda ou uma
forma cronica. Tem a forma aguda quando ocorre a ingestdo de uma grande
quantidade de metacercarias em um curto periodo de tempo, com sintomatologia
ocasionada pelas lesGes provocadas pela migragdo macica das larvas através do
intestino, pelo peritdnio e no parénquima hepético (SOULSBY, 1987; URQUHART et
al., 1998). Em decorréncia disso, observam-se diarréia, febre, anemia, podendo em
alguns casos, como acontece em cordeiros ocasionar até uma alta mortalidade em
12 dias ap6s o aparecimento dos primeiros sintomas (CORDERO et al., 1999). Em
geral, nesta fase 0s animais podem se apresentar fracos, com mucosas palidas,
dispnéicos e em alguns casos com figado dilatado e palpavel associado a dor
abdominal e ascite (SILVA et al., 1980; BECK, 1993; BERNE, 1994).

Quando os animais ingerem poucas metacercarias durante um longo periodo
de tempo, caracterizando a forma cronica da doencga, podem assim reagir e
reacionarem a infeccao. Clinicamente os sintomas decorrem da migracéo das larvas
e sdo mais brandos, com predominancia de sintomas causados pela disfuncéo
hepética, como emagrecimento, atraso no crescimento, diminuicdo da fertilidade,
queda de producgdo (carne, leite e 1a), ascite e ictericia. Normalmente encontra-se
diarréia e anemia, que geralmente € moderada (GONZALEZ, 1982).

Além das alteracBes hepaticas, outros 6rgdos podem ser afetados de forma
nao totalmente compreendida. Um estudo indicou que a infeccdo por Fasciola
gigantica pode reduzir o ganho de peso no crescimento sobreano de zebus
(SEWELL, 1966). Porém, o nivel de infec¢do, raca, espécie, idade, sexo e, em
particular, o nivel de nutricdo, podem influenciar o efeito deletério da fasciolose.
Existem evidéncias de que o tipo de alimentacdo e o nivel, especialmente de

proteinas, podem dar alguma protecéo contra esse efeito (GRABER, 1971).

Estudos demonstraram que os animais adultos sdo menos suscetiveis a
mudanca de peso. E esta provado que animais anémicos tém desempenho
reduzido. O efeito adverso da anemia na fertilidade relatado na india (KUMA e
SHARMA, 1991) e Indonésia (SPITHILL et al., 1999) é expresso no intervalo de
tempo entre partos. Sabe-se que o retardo no ganho de peso do animal pode levar a
um atraso na maturidade e fertilidade (ENTWISTLE, 1978).
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2.3.4 Aspectos patologicos — macroscopia

Durante a fase aguda da fasciolose em ovinos o figado pode apresentar-se
dilatado e com capsula espessada, coberto por um exudato fibrinoso e lobo ventral
hemorragico. Hemoperitbneo também é visto. Ao corte, o figado apresenta focos
hemorrdgicos difusos e presenca de parasitos jovens. Trajetos hemorragicos
formados por parénquima hepatico necrotico causados pela migracdo das formas
jovens de Fasciola hepatica sdo também vistos e se apresentam
macroscopicamente como vermelho-escuros. Porém, com o passar do tempo
tornam-se palidos em relacdo ao parénquima adjacente. As migracfes podem
causar varias sequelas como peritonite aguda, abscessos hepaticos, proliferacdo de
esporos de Clostridium haemolyticum ou C.novyi tipo B no tecido necrético com
subsequiente desenvolvimento de hemoglobindria bacilar ou hepatite infecciosa
necrosante, respectivamente. Morte do hospedeiro em consequéncia da necrose
hepatica aguda e disseminada pode ocorrer em casos de infec¢cdes massivas (RIET-
CORREA et al., 2001; CARLTON e McGAVIN, 1998).

A fase cronica da fasciolose caracteriza-se macroscopicamente por um figado
palido, com o lobo ventral reduzido de tamanho. Parasitos adultos estdo presentes
nos grandes ductos biliares causando colangite e colangiohepatite. A colangite
cronica juntamente com a obstrucdo dos ductos biliares causam ectasia e estenose
dos ductos e, consequentemente, fibrose periductal que espessa as paredes dos
ductos que se tornam progressivamente evidentes. O conteddo no interior dos
ductos distendidos é marrom (RIET-CORREA et al., 2001; CARLTON e McGAVIN,
1998). Os ductos biliares aumentam de volume e frenquentemente ocorre
hiperplasia das paredes e também calcificacdo das lesfes tissulares, estas mais
evidentes em bovinos que em ovinos (SILVA et al., 1980; BECK, 1993 e BERNE,
1994).

2.3.5 Aspectos patoldgicos — microscopia

Na fase aguda, os parasitos infectam o figado e iniciam sua migracédo pelo

parénquima hepatico destruindo-o e provocando hemorragia e surgimento de areas
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de necrose, devido ao traumatismo mecanico ocasionado pela ingestado de sangue e
tecidos, formando tdneis (SILVA et al., 1980; BECK, 1993; BERNE, 1994).
Microscopicamente, os tuneis formados pela migracdo da forma jovem do parasito
mostram hepatocitos degenerados e preenchidos com sangue e detritos, aléem de
pigmentos sanguineos e eosindfilos (BORDIN, 1995). Em cortes histologicos,
Keegan e Trudgett (1992) relataram a presenca de eosinofilos, neutrofilos, linfécitos

e mondocitos cincundando o parasito durante a migracao pelo parénquima hepatico.

De acordo com Riet-Correa et al. (2001), na fase cronica da fasciolose
observa-se colangite ulcerativa com exuberancia fibrosa na parede dos ductos. Ha
também infiltrado inflamatério polimorfonuclear e mononuclear. Em bovinos o
processo patologico é semelhante ao de ovinos, no entanto, o espessamento com
calcificacdo dos ductos biliares com dilatacdo da vesicula biliar sdo as lesdes mais

caracteristicas.

Em bovinos infectados por F. gigantica, Molina (2005) observou em estudo
histopatolégico pequena area de necrose no figado com reacado leucocitaria
consistindo de eosindfilos, linfécitos e macrofagos em trés semanas pdés-infeccao.
Sete semanas pos-infeccdo houve a presenca de infiltrado linfocitico em espaco
porta, ao passo que na décima segunda semana poés-infeccdo uma reacdo portal
marcada pelo aumento de tecido conjuntivo, vasos linfaticos dilatados, hiperplasia de
ductos biliares e cirrose severa estava presente. Também se observou extensa area
de necrose preenchida com material fibrinoso e eosindfilos. Na décima sexta
semana poés-infecgdo observou-se presenca de ducto biliar necrotico e fibrose dos
ductos menores com inflamacdo. Também se observou hiperplasia de ducto biliar
com linfocitos, macrofagos e células plasmaticas, com areas de necrose e

hemorragia.

Bostelmann et al. (2000) observaram em cortes histolégicos de figados de
bovinos infectados por F. hepatica, dilatacdo dos ductos biliares com fibrose de
parede e presenca de cortes do parasito adulto, além de detritos celulares na luz. As
paredes dos ductos mais calibrosos estavam espessadas demonstrando formacgdes
acinares irregulares composta por epitélio colunar alto e distribuidas pelo terco
médio da parede com infiltragdo de linfécitos, plasmdcitos, eosinofilos e mastoctios.
Areas de necrose foram observadas no epitélio de revestimento ductal, ou mesmo

areas focais de auséncia de epitélio. Hiperplasia de ductos biliares em espaco porta
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foi encontrada em todos os figados estudados associado a proliferagdo de tecido
conjuntivo fibroso. A infiltracdo por linfécitos, plasmacitos, neutrofilos e eosinofilos
variava de moderada a intensa com presenca de mastécitos. Necrose focal antiga
com tecido de granulacdo e hemossideréfagos foram encontradas em dois figados

analisados. Fibrose difusa também foi observada.

Nos bufalos, Molina (2005) ndo observou areas de necrose focal na terceira
semana de infeccdo, apenas um pequeno infiltrado inflamatorio periportal composto
por linfécitos. Na sétima semana pos-infeccdo foi encontrado somente pequeno
infiltrado inflamat6rio em espaco porta e aumento pouco significativo do tecido
conjuntivo conduzindo a cirrose. Na décima segunda semana poés-infeccdo houve
aumento moderado no tecido conjuntivo causando cirrose moderada, juntamente
com reacao celular forte em area portal composta por muitos linfocitos. Ja na décima
sexta semana poés-infec¢do, o ducto biliar foi recoberto por infiltrado inflamatoério
composto predominantemente por linfocitos. No espago porta houve aumento no
tecido conjuntivo e desenvolvimento de cirrose moderada e recente. Intensa

hiperplasia de ductos biliares esteve presente.

Bostelmann et al. (2000) avaliaram cortes histologicos de figado de bubalinos
infectados por F. hepatica e encontraram ductos dilatados com parasito em seu
interior em todos os figados estudados. As paredes eram espessadas e
apresentavam formacdes acinares a partir da porcdo meédia interna revestidas por
epitélio colunar alto e infiltradas por linfocitos, plasmadcitos e eosinofilos. Adjacente
aos ductos havia necrose moderada do parénquima hepéatico. O revestimento
interno dos ductos estava ausente na maioria dos cortes. Nos ductos onde se
encontravam parasitos havia infiltracdo linfoplasmocitaria periductal variando de
moderada a severa. A hiperplasia de ductos biliares em espaco porta era discreta.
Ja o infiltrado inflamatério periportal era leve a moderado composto por linfécitos,
plasmdcitos e eosindfilos. O grau de fibrose neste local também variava de leve a
moderado. Havia edema e arteriosclerose sendo que fibrose difusa néo foi

observada nos figados estudados.

Em ovinos, Pérez et al. (2002) encontraram fibrose periportal extensa,
proliferacdo de ducto biliar e severo infiltrado inflamatdrio composto por linfocitos T
CD3", linfocitos B CD79" e células produtoras de IgG. Ha também perda da

arquitetura lobular e cirrose moderada. Grandes ductos continham debris celulares e
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ovos de parasito que eram cercados por numerosos leucécitos. Hemossideréfagos
em quantidade significativa eram muitas vezes vistos. Granulomas com centros
necroticos ou mineralizados cercado por macrofagos, células gigantes, eosinofilos e

linfocitos estiveram presentes nas amostras avaliadas.

Bostelmann et al. (2000) encontraram em trés figados de ovino infectados por
F. hepatica, cortes do parasito adulto na luz dos ductos biliares. A parede dos ductos
era espessada por tecido conjuntivo fibroso e isenta de epitélio. Em alguns ductos
obervou-se hiperplasia do epitélio com formacéo de pregas. Necrose de hepatocitos
esteve presente em areas adjacentes aos ductos afetados. Em todos os figados
estudados areas irregulares de necrose com hemorragia estiveram presentes. Em
areas de necrose antiga havia reacdo granulomatosa com presenca de células
gigantes multinucleadas e macrofagos com hemossiderina. Em um dos figados
havia ovo do parasito envolto pelo tecido de granulagédo. A fibrose e hiperplasia de
ductos biliares em espacos porta variava de leve a moderada. Em alguns figados foi
observada estenose de vasos portais. Nos espacos porta havia intensa infiltracdo
eosinofilica com arterite e flebite em um dos figados estudados. Foi observado
edema no espago porta e presenca de focos linforreticulares distribuidos

difusamente no parénquima.

Estudos imunoistoquimicos séo conduzidos com a finalidade de se entender a
dindmica da infeccéo e reacdo do hospedeiro com a marcacao de diferentes células
em diferentes espécies. Pérez et al. (1998) estudaram a marcacdo de linfocitos T
CD2", CD4", CD8", y/d, células produtoras de IgM e AlgG e linfocito B CD79" em
cabras. Pérez et al. (1999) estudaram a marcacédo de linfécito T CD3" e célula
produtora de IgG em cabras. Pérez et al. (2002) avaliaram a marcacao de linfocitos
CD3", linfécito B CD79" e célula produtora de 1gG em ovinos. Molina e Skerratt
(2005) estudaram a marcacéo de linfocitos T CD4", CD8" e linfécito B CD79b" e
células plasmaticas em bovinos e budfalos. Timoteo et al. (2005) avaliaram a
marcacdo do antigeno Fas2 presente no produto de excrecdo/secrecdo (E/S) de
Fasciola sp em alpacas. Zafra et al. (2009) estudaram a marcacdo de linfécitos T
CD2", CD4", CD8", y/8, células produtoras de IgM em figado de cabras infectadas
com F. hepatica e imunizadas com peptideo Sm14 e encontraram uma reducdo do

infiltrado inflamatorio local de CD2*, CD4", CD8" nas lesdes hepaticas.
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2.4 DIAGNOSTICO DA FASCIOLOSE

2.4.1 Diagnastico clinico e laboratorial

O fato dos sinais clinicos da fasciolose ndo serem especificos, e por
consequéncia serem confundidos com os de outras enfermidades, o diagnostico
clinico torna-se dificil, sendo necessario o diagnoéstico laboratorial (ECHEVARRIA,
1985). Quando ha causas de anemia, perda da condi¢cdo corporal ou mortalidade
dos animais que pastejam em areas favoraveis a ocorréncia de F. hepatica, a
fasciolose deve ser considerada e investigada (ECHEVARRIA, 2004).

Testes laboratoriais podem ser empregados na fase aguda ou subaguda da
infeccdo, os quais irdo aferir o nivel plasmatico de enzimas como a glutamato
dehidrogenase e glutamato oxalacetato aminotransferase (inicio da infec¢ao até fase
no parénquima) e também a gama—glutamil transferase (lesdo dos ductos biliares)
que séao liberadas em maior quantidade na corrente sangiiinea conforme a fase de
evolucdo dos parasitos (BEHN, 1994). Niveis plasmaticos de Glutamato
Desidrogenase (GLDH) estdo aumentados sete a 14 dias poés-infeccdo, ao passo
gue a Gama Glutamil Transpeptidase (GGT) encontra-se aumentada seis a oito
semanas poés-infeccdo, devido as lesGes celulares causados no epitélio dos canais
biliares (ACOSTA, 1994; URQUART et al., 1998).

No caso de animais mortos, a presenca dos parasitos adultos ou imaturos
pode ser facilmente detectada no figado e a necropsia podera também identificar
qualquer outra causa (ECHEVARRIA, 2004). Em geral, formas jovens do parasito
sao encontradas no parénquima hepatico durante a fase aguda da infeccéo, sendo a
fase cronica caracterizada pela presenca das formas adultas dos parasitos nos
ductos biliares (BORAY, 1969).

2.4.1.1 Método diagnéstico direto e indireto

Os meios de diagnostico diretos envolvem a deteccdo dos ovos da Fasciola
por meio de exames coproparasitolégicos. Destes, o mais comum é o de
sedimentacdo, cujo principio se baseia na suspensdo das fezes com agua e

sedimentacdo dos ovos do parasito em calice de sedimentacdo, com posterior
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avaliacdo do sedimento por microscopia. A técnica de sedimentacdo possui uma
sensibilidade de 78% e, uma especificidade de 100% desde que o técnico seja bem
treinado (QUEIROZ, 2005).

A sorologia tem sido a ferramenta de eleicdo como método de diagnostico
indireto para fasciolose, onde se pesquisam no soro dos animais doentes, anticorpos
contra o parasito. Porém, a reatividade com outros parasitos tem limitado o seu valor
diagnoéstico. Uma das ferramentas mais empregadas e aplicaveis em grande escala
€ a prova de ELISA, cuja sensibilidade e especificidade dependem da fonte do
antigeno utilizado (QUEIROZ, 2005).

O diagnéstico sorologico também ganha importancia por auxiliar em estudos
epidemioldgicos e também por ser capaz de detectar estadios iniciais das infec¢des,
sendo sensiveis e detectando a infeccdo com apenas duas semanas de idade do
parasito (ECHEVARRIA, 2004). No entanto, pelo teste pesquisar anticorpos, a
ocorréncia de falsa positividade pode estar presente quando da reag&o positiva de
soros de individuos ja curados (FREDES, 2004).
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3 CAPITULO 1 - AVALIACAO HISTOPATOLOGICA E PROPOSTA DE
CATEGORIZACAO DA LESAO HEPATICA EM BOVINOS COM
FASCIOLOSE CRONICA

3.1 RESUMO: Avaliagéo histopatoldgica e proposta de categorizag ao da lesao
hepatica em bovinos com fasciolose crénica . Objetivou-se com esta proposta
realizar uma avaliacdo histopatoldgica de figados bovinos com fasciolose cronica,
considerando o grau de resposta e sua influéncia no desenvolvimento da leséo.
Além disso, prop6s-se uma classificacdo da lesdo cronica no parénquima hepéatico
baseada nas lesdes inflamatodrias e fibréticas. Utilizaram-se 100 figados condenados
por fasciolose no matadouro frigorifico de Atilio Vivacqua, ES. Coletou-se um
fragmento de cada lobo hepatico (direito e esquerdo) de cada figado, que sofreu
processamento histotécnico e coloracdo com hematoxilina-eosina. A categorizagédo
das lesdes foi feita atribuindo-se gradacéo progressiva de | a lll, de acordo com a
intensidade das lesbes inflamatérias e fibréticas. Em 89 amostras observou-se
proliferacdo de canaliculos biliares. Observou-se presenca de infiltrado mononuclear
linfoplasmocitario em 95 amostras avaliadas. Eosindéfilos foram encontrados em 85
amostras. Areas de necrose estiveram presentes em apenas quatro amostras,
formacdes acinares em 18 amostras e degeneracdo hepatica microgoticular em oito
amostras. Arteriosclerose foi encontrada em 96% das amostras avaliadas. A fibrose
periportal esteve presente em todas as amostras avaliadas, tanto no lobo direito
guanto esquerdo. A fibrose periductal foi discreta em 10% das amostras, moderada
em 29% e severa em 14%. A distribuicdo da fibrose foi difusa e discreta em 46%
amostras, moderada em 37% e severa em 9%. Os resultados revelaram uma
frequéncia de 45% das amostras para a categoria Il, seguido da categoria | (39%) e
16% das amostras avaliadas foram classificadas como categoria Ill. As lesdes
fibréticas se mostraram mais intensas em relacdo as inflamatorias. A proposta de
categorizacdo histopatoldgica das lesdes hepaticas por fasciolose crbénica em
bovinos mostrou-se um método valioso de avaliagdo microscopica, uma vez que

permite estabelecer o quadro evolutivo dessa enfermidade.

PALAVRAS CHAVE: histopatologia, classificacédo, fasciolose, ruminantes
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3.2 ABSTRACT: Histopathologic evaluation and propos  al for categorization of
liver damage in cattle with chronic fascioliasis. The objective of this proposal was
perform a histopathological evaluation of liver cattle with chronic fascioliasis,
considering the degree of response and its influence on the development of the
lesion. It also proposed a classification of chronic lesions in the liver based on the
inflammatory and fibrotic. A total of 100 livers condemned for fasciolosis in
slaughterhouse from Atilio Vivacqua, ES. Were collected a fragment of each liver
lobe (right and left) of each liver, which has histotechnic processing and staining with
hematoxylin-eosin. The categorization of lesions was made by assigning progressive
grading from 1 to Ill, according to the intensity of the inflammatory and fibrotic. In 89
samples showed proliferation of bile canaliculi. Observed the presence of
mononuclear lymphocytic infiltrate in 95 samples. Eosinophils were found in 85
samples. Areas of necrosis were present in only four samples, acinar formations in
18 samples and liver degeneration microgoticular in eight samples. Atherosclerosis
was found in 96% of the samples. Periportal fibrosis was present in all samples, both
right and left lobe. Periductal fibrosis was mild in 10% of the samples, moderate in
29% and severe in 14%. The distribution of fibrosis was diffuse and mild in 46%
samples, moderate in 37% and severe in 9%. The results revealed a frequency of
45% of the samples for class I, followed by category | (39%) and 16% of the isolates
were classified as category lll. The fibrotic lesions were more intense in relation to
inflammatory diseases. The proposed categorization of pathological liver injury in
chronic fascioliasis in cattle proved to be a valuable method of microscopic
evaluation, since it allows for establishing the evolution of this disease.

KEYWORDS: Histopathology, classification, fasciolosis, ruminants
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3.3 INTRODUCAO

A fasciolose € causada pelo Fasciola hepatica, um trematodeo digenético da
familia dos fasciolideos pertencente ao filo Platyhelminthes e parasito dos canais
biliares de diferentes hospedeiros (URQUHART et al., 1998).

Durante a fase aguda da fasciolose em ovinos o figado pode apresentar-se
dilatado e com capsula espessada, coberto por um exudato fibrinoso e lobo ventral
hemorragico. Ja na fase cronica, caracteriza-se macroscopicamente como um figado
palido, com o lobo ventral reduzido de tamanho. Parasitos adultos estdo presentes
nos grandes ductos biliares causando colangite e colangiohepatite (RIET-CORREA
et al., 2001; CARLTON e McGAVIN, 1998).

Microscopicamente, na fase aguda, tuneis sdo formados pela migracdo da
forma jovem do parasito com degeneracdo de hepatocitos, sendo a luz preenchida
por sangue e detritos, além de pigmentos sanguineos e eosinofilos (BORDIN, 1995).
Em cortes histologicos, Keegan e Trudgett (1992) relataram a presenca de
eosinofilos, neutroéfilos, linfécitos e mondcitos cincundando o parasito durante a
migracdo pelo parénquima hepatico. Na fase cronica, Riet-Correa et al. (2001)
observaram colangite ulcerativa com exuberancia fibrosa na parede dos ductos. Ha
também infiltrado inflamatério polimorfonuclear e mononuclear. Em bovinos o
processo patolégico é semelhante ao de ovinos, no entanto, o espessamento com
calcificacdo dos ductos biliares com dilatacdo da vesicula biliar sdo as lesdes mais
caracteristicas (RIET-CORREA et al., 2001).

Sendo as lesdes hepéticas causadas pelo parasito, na infec¢cdo crénica muito
severa, torna-se importante avaliar o grau de lesdo, pois assim, € possivel
estabelecer um parametro de acometimento e, a partir disso, estabelecer novas
formas de diagnéstico ou mesmo apurar, em associacdo as técnicas
convencionadas de diagnostico, a infec¢cdo pelo parasito, de forma precoce e
eficiente.

Objetivou-se com esta proposta realizar uma avaliacdo histopatologica de
figados bovinos com fasciolose cronica, considerando o grau de resposta e sua
influéncia no desenvolvimento da lesédo. Além disso, propds-se uma classificagdo da

lesé@o cronica no parénquima hepatico baseada nas lesdes inflamatérias e fibréticas.
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3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Selecéao e coleta da amostra

As amostras para a realizagdo do experimento foram oriundas de figados de
bovinos, de varias idades, de ambos os sexos e de regime alimentar variado, com
peso vivo aproximado de 450 Kg, sendo todos os animais provenientes do Sul do
Estado do Espirito Santo e condenados no matadouro frigorifico de Atilio Vivacqua,

Espirito Santo, macroscopicamente positivos para fasciolose.

Sob autorizagdo e fiscalizacdo do Instituto de Defesa Agropecuaria e Florestal
do Espirito Santo (IDAF-ES) foram acompanhados quatro abates de animais entre
marco a julho de 2008, com observacdo macroscopica dos figados para a presenca
de exemplares de Fasicola sp. Coletou-se um fragmento de cada lobo (direito e
esquerdo) de 100 amostras, totalizando 200 fragmentos. Estes fragmentos eram de
aproximadamente 6 cm? e coletados da superficie visceral, sendo utilizada a forma
retangular para o lobo direito e a forma triangular para o lobo esquerdo. O material
para exame foi acondicionado em frascos contendo formalina 10% e direcionado ao
Laboratorio de Histopatologia do Setor de Patologia Animal do Hospital Veterinario
do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo

(HOVET/CCA-UFES) para processamento e avaliacao histopatologica.

3.4.2 Processamento das amostras

Amostras previamente fixadas foram submetidas ao processamento
histolégico que consistiu na desidratacdo (alcool absoluto), diafanizacao (xilol
absoluto) e inclusdo em parafina histologica derretida a 60°C. Em seguida, as
amostras foram submetidas & microtomia para a sec¢do de cortes histolégicos de
cinco micrbmetros de espessura que foram depositados em laminas histolégicas e

coradas pelo método Hematoxilina-Eosina (LUNA, 1968).

3.4.3 Avaliacédo histopatologica

As laminas contendo os cortes corados pelo método Hematoxilina-Eosina
(HE) foram submetidas a uma avaliacdo microscopica geral das alteracbes

morfologicas.
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Foram avaliadas as seguintes alteracdes morfologicas quanto a presenca ou
auséncia e intensidade (leve = +, moderada = ++ ou severa = +++). fibrose do
espaco porta, hiperplasia dos ductos biliares (dados em quantidade de ductos
proliferados em espaco porta), fibrose de parede de ducto biliar, infiltracdo
inflamatoria, infiltracéo por eosindfilos, estenose de vasos, areas de necrose, fibrose
difusa e lesdo de ductos biliares calibrosos (formacéo acinar, necrose do epitélio e

infiltracdo por células inflamatorias).

Um sistema de classificacdo foi proposto para padronizar a descricdo das
lesbes. Foi feita uma tentativa para relacionar as alteracbes patoldgicas a
cronicidade da infeccdo. Dividiram-se as lesdes hepaticas em trés categorias,
variando de grau | a Ill, com base em graus crescentes de amplitude e gravidade
das alteracoes fibréticas e inflamatérias. No grau | predominam lesdes discretas, no
grau Il lesbes moderadas e no grau lll lesbes severas. As amostras que se
enquadravam em mais de uma categoria, as lesdes fibroticas foram consideradas as
alteracdes mais importantes para a definicdo da classificacdo. As caracteristicas de

cada categoria estdo dispostas abaixo (Tabela 1).

TABELA 1 — Critérios morfologicos de evolucdo das lesdes para a categorizacdo histopatolégica de
figados de bovinos cronicamente infectados por Fasciola hepatica.

CATEGORIA DE

LESAO CRONICA ACHADOS MORFOLOGICOS

Fibrose periportal (ausente ou até 5 camadas);

Fibrose difusa ausente a discreta

Hiperplasia de ductos biliares em espaco porta (ausente ou 2-3 ductos);
Infiltrado inflamatério mononuclear ausente ou focal discreto (associado ou nao
a presenca de eosindfilo);

Arteriosclerose ausente ou presente

Categoria |

Fibrose periportal (até 6 camadas)
Fibrose periductal (Quando presente na amostra) (até 6 camadas);
Fibrose difusa discreta a moderada
Categoria Il Infiltrado inflamatdrio mononuclear difuso discreto a moderado associado a
presenca de eosindfilo;
Hiperplasia de ductos biliares em espaco porta (até 4 ductos);
Arteriosclerose presente

Fibrose periportal (> 6 camadas)

Fibrose periductal (Quando presente na amostra) (> 6 camadas);
Fibrose difusa moderada a severa

Infiltrado inflamatério mononuclear difuso severo;

Hiperplasia de ductos biliares em espaco porta (>4 ductos);
Formacao acinar em ducto principal (quando presente na amostra);
Atrofia e/ou degeneracédo hepética (presente ou nao)
Arteriosclerose presente

Categoria lll
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3.4.4 Andlise estatistica

A analise estatistica incluiu uma analise descritiva das frequéncias dos
achados histopatolégicos encontrados. Utilizou-se a Correlacdo de Spearman
(BioEstat 5.0) e nivel de 5% de significancia. Os dados foram dispostos em tabela e
conferidos valores aos escores encontrados, sendo 0 para auséncia; 1 para discreto;
2 para moderado e 3 para severo. No caso da proliferacdo de ductos biliares os
escores foram: O para ausente; 1 para proliferacdo de 2 a 3 ductos e 3 para a
proliferacdo de mais de quatro ductos. Para a avaliacdo das varidveis encontradas
no exame histopatoldégico entre e dentro de cada categoria de lesdo cronica
proposta utilizou-se as médias dos escores obtidos e aplicacdo do Teste N&o-

Paramétrico de Kruskal Wallis (a=5%) seguido pelo Teste de Dunn (a=5%).

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todas as amostras selecionadas foi observada a presenca do parasito
adulto nos ductos biliares, espessamento das paredes dos ductos com proliferacdo e
calcificacdo, caracterizando segundo Riet-Correa et al. (2001); Carlton e McGavin
(1998) uma infeccdo cronica. Para Boray (1969), fatores como carga parasitaria,
fase de desenvolvimento do parasito, tipo e idade do hospedeiro, localizagéo e
condicdo das pastagens e época do ano influenciam na variabilidade da patogenia e
sintomatologia provocadas pela infec¢ao por Fasciola hepatica. No entanto, como as
amostras eram provenientes de matadouro frigorifico de fluxo intenso, e oriundas de
animais de diferentes idades, ambos o0s sexos, peso variado e de diferentes
municipios da regido Sul do Espirito Santo ndo foi possivel a determinacédo dessas

condicoes.

Segundo Fraga (2008), a fasciolose tem apresentado uma evolugao crescente
no Sul do Espirito Santo, com prevaléncia anual em 2007 de 20%. Essa crescente
nos casos de fasciolose esta relacionada a epidemiologia da enfermidade, que para
Echevarria (2004) estd no habito alimentar dos bovinos que preferem pastejar em
areas de banhados, mananciais e pequenos corregos, onde se localizam os

hospedeiros intermediarios. Na regido Sul do Espirito Santo a presenca de areas
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alagadicas semelhantes as descritas por Echevarria (2004) séo freqientes tendo em

vista a localizacdo destas proximas a bacia do rio Itapemirim.

3.5.1 Avaliacéao histopatoldgica

by

Em relagdo a proliferagdo de ductos biliares, das 100 amostras avaliadas
neste estudo, em 89 (89%) observou-se proliferagdo de canaliculos biliares, sendo
que deste total, 48 amostras (53,93%) apresentaram proliferacdo de dois a trés
canaliculos e em 41 (46,07%) foram observados mais que quatro canaliculos

proliferados (Figura 1).

FIGURA 1 — Fotomicrografia de figado de bovino cronicamente infectado por Fasciola hepatica
revelando hiperplasia de ductos biliares (seta) em espaco porta, objetiva de 20x, coloragdo de
Hematoxilina e Eosina.

Segundo Sadjjadi et al. (1997), na fasciolose cronica a alteracao
predominante nos espacos porta é a hiperplasia de ductos biliares. Molina (2005)
estudando a relagdo hospedeiro-parasito em bovinos e bufalos encontrou hiperplasia
de ductos biliares a partir da 122 semana até a 16% semana poés-infeccdo com
metacercéarias de Fasciola gigantica. Ross et al. (1966) relatam que em bovinos a
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hiperplasia de ductos biliares é mais evidente a partir da oitava semana pos-
infeccéo.

Bostelmann et al. (2000) avaliaram amostras de figados de bovinos
provenientes de abatedouro no Parana e condenados por fasciolose, encontrando
hiperplasia de ductos biliares numa intensidade moderada em todas as amostras
avaliadas. Marcos et al. (2007) analisaram amostras de figados de bovinos
condenados por fasciolose ao abate, encontrando proliferacdo de ductos biliares em
todas as amostras avaliadas, sendo a intensidade considerada em 37% discreta,

47% moderada e 13% severa.

Neste estudo, encontrou-se proliferacdo de ductos biliares, o que respalda,
segundo bibliografia consultada, a cronicidade da infeccdo nas amostras utilizadas.
No entanto, apesar de outros estudos evidenciarem a intensidade desta lesdo em
figados de bovinos infectados, até o presente momento nenhuma avaliagdo levando
em consideracdo a quantidade de canaliculos biliares foi conduzida. Desta forma, a
determinacdo da quantidade de ductos proliferados auxilia na determinacdo do
tempo de infeccdo pelo parasito e também tarna-se importante nas avaliacdes

histopatoldgicas.

Quanto ao infiltrado inflamatorio, observou-se a presenca de infiltrado
mononuclear linfoplasmocitario em 95 amostras avaliadas (95%), sendo esta
presenca graduada quanto a intensidade em discreta, moderada e severa. Das
amostras que apresentaram inflamacéo, a predominéancia foi de infiltracao discreta,
correspondendo a 50,53% (48 amostras), seguido de infiltragdo moderada com
32,63% (31 amostras) e 16,84% de infiltragcdo severa (16 amostras). Nas outras
cinco amostras avaliadas (5%) néo foi encontrado infiltrado inflamatoério. Os focos de
infiltracdo inflamatoria foram observados, principalmente, nos espacos porta e
perivascular (em veias centrolobulares), no entanto, em algumas amostras,
principalmente as consideradas severas, a distribuicdo da inflamac&o estendia-se

por grande parte do parénquima hepatico (Figura 2).
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FIGURA 2 — Fotomicrografia de figado de bovino cronicamente infectado por Fasciola hepatica
revelando infiltrado inflamatério mononuclear linfoplasmocitario distribuido difusamente pelo espacgo
porta (seta), objetiva de 20x, coloracdo de Hematoxilina e Eosina.

Bostelmann et al. (2000) avaliaram a infiltracdo inflamatdria em figados de
bovinos infectados por Fasciola hepatica, encontrando infiltracdo por linfocitos,
plasmacitos, eosindfilos e mastécitos distribuidos no terco médio da parede dos
ductos mais calibrosos, além de infiltracao linfoplasmocitaria e neutrofilica escassa
no terco externo da parede dos ductos. A infiltracdo linfoplasmocitaria nesse caso

apresentou-se moderada.

Em nosso estudo, a predominancia de infiltracdo se caracterizou como
discreta seguida de moderada. Ja nos estudos conduzidos por Marcos et al. (2007)
a frequéncia maior encontrada foi de infiltracdo moderada. Em geral, as avaliacdes
microscopicas sao realizadas de forma subjetiva, sendo as intensidades de
acometimento atribuidas pelos observadores, o que pode explicar a diferenca entre
a bibliografia consultada e nossos resultados, porém, percebe-se que em bovinos
apresentando fasciolose crbnica, a infiltracdo inflamatéria mostra-se variavel e

dependente da resposta do hospedeiro.

De acordo com Ross et al. (1966) a predominancia no espaco porta de tipos

celulares como linfécitos e plasmécitos, com menor quantidade de neutréfilos e
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eosindfilos caracterizam um periodo pos-infec¢do entre sete e onze semanas. Em
seu estudo, Molina (2005) encontrou presenca de infiltrado linfocitico periportal na
sétima semana pos-infeccdo, com Fasciola gigantica, caracterizado como infiltracédo
discreta. No entanto, a partir da 122 semana até a 162 semana, a infiltracdo
inflamatoria foi descrita como severa e caracterizada pela presenca de linfocitos,

macréfagos e células plasméticas.

Independente da intensidade de inflamacdo observada no parénquima
hepatico de bovinos infectados ha uma variedade de tipos celulares envolvidos na
resposta pelo hospedeiro e, a medida que a infeccdo se torna cronica, a
heterogenicidade celular diminui, predominando células mononucleadas,
principalmente linfocitos e células produtoras de anticorpos. Além disso, a presenca,
intensidade e tipificacdo das células inflamatorias contribuem para o processo de
categorizagdo, dando importancia ao fato da mesma indicar até mesmo o periodo de

infeccéo pelo parasito.

A presenca e intensidade dos eosindfilos também foram avaliadas
encontrando auséncia de infiltracdo em 15 amostras (15%). No entanto, nas 85
amostras onde foi encontrada a presenca de eosindéfilos observou-se 61,18% (52
amostras) de infiltracdo discreta, 21,18% (18 amostras) moderada e 17,64% (15
amostras) severa. Bostelmann et al. (2000) também encontraram infiltracdo discreta
de eosindfilos em figados de bovinos com fasciolose. No entanto, nas amostras
avaliadas por Marcos et al. (2007) a predominancia foi de infiltracdo moderada de

eosinofilos.

Dentre o papel dos eosindfilos, esta a destruicdo de complexos antigeno-
anticorpo, principalmente nas reacbes de hipersensibilidade. Porém, também
desempenham funcdo importante nas inflamacfes de fase tardia, bem como nas
infeccdes parasitarias (MONTENEGRO e FRANCO, 2004). Por ser a fasciolose uma
infeccdo parasitaria € natural que seja encontrada infiltracdo por eosindéfilos no
parénquima hepatico, mas, se observa que a cronicidade da enfermidade revela
uma infiltracdo discreta, talvez pelo fato dos parasitos se encontrarem nos ductos
biliares e ndo mais no parénquima hepético conforme observado no inicio da
infeccdo, onde a migracdo e a consequente liberacdo de produtos de
excrecao/secrecdo funcionam como agentes ativadores da resposta imune do

hospedeiro.
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Areas de necrose estiveram presentes em apenas quatro amostras,
correspondendo a 4% do total de amostras avaliadas. Formagbes acinares em
ductos biliares de médio calibre foram observadas em 18 laminas (18%). Areas de
atrofia hepatica ndo foram observadas, porém degeneracdo hepatica microgoticular
esteve presente em 8% das amostras avaliadas. A baixa frequéncia encontrada
neste estudo para estas alteracdes pode estar relacionada ao local de retirada da
amostra, bem como seu tamanho e quantidade (no caso, apenas uma amostra por
lobo hepatico).

Molina (2005) descreveu em seu estudo areas de necrose focal com presenga
de eosinodfilos, linfocitos e macrofagos, sendo discreta até a sétima semana,
tornando-se severa a partir da 122 semana. As amostras avaliadas por Bostelmann
et al. (2000) revelaram areas de necrose e formacfes acinares em ductos biliares
em 100% dos figados analisados.

A arteriosclerose foi encontrada em 96% das amostras avaliadas, sendo
discreta em 42% dos figados avaliados, moderada em 44% e severa em 10% das
amostras (Figura 3).

FIGURA 3 — Fotomicrografia de figado de bovino cronicamente infectado por Fasciola hepatica
revelando arteriosclerose (seta), objetiva de 20x, coloracdo de Hematoxilina e Eosina.
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Os resultados apresentados neste estudo discordam daqueles encontrados
por Bostelmann et al. (2000) quando avaliaram amostras de figados bovinos
condenados ao abate por fasciolose e ndo encontraram alteracées vasculares.
Estudos prévios conduzidos por Trivilin et al. (2008) utilizando figado de bovinos
cronicamente infectados e condenados ao abate revelaram lesdes vasculares
discretas e severas no lobo esquerdo e auséncia de lesédo no lobo direito. Em seu
estudo piloto também utilizando figados de bovinos cronicamente infectados por
Fasciola hepatica, Trivilin et al. (2009) encontraram arteriosclerose discreta em 19
amostras (37,9%), moderada em 24 (47,4%) e severa em sete (14,7%), resultados
semelhantes ao deste estudo.

A fibrose periportal esteve presente em todas as amostras avaliadas, tanto no
lobo direito quanto esquerdo, sendo encontrada fibrose discreta em 23% das
amostras avaliadas, moderada em 61% e severa em 16%. A fibrose periductal foi
avaliada quando a amostra continha ducto biliar de médio ou grosso calibre.
Encontrou-se auséncia dos ductos calibrosos em 47% das amostras avaliadas.
Quando presentes, os ductos de médio e grosso calibre, fibrose discreta foi
observada em 10% das amostras, enquanto a fibrose moderada esteve presente em
29% e severa em 14% dos figados avaliados. A distribuicdo da fibrose pelo
parénquima hepatico foi avaliada, encontrando-se auséncia em 8% das amostras
coletadas. Quando presente, a fibrose foi difusa, sendo discreta em 46% dos figados

analisados, moderada em 37% e severa em 9%.

A intensidade da fibrose periportal e periductal predominante neste estudo foi
moderada seguido de severa, discordando dos resultados encontrados por
Bostelmann et al. (2000) que encontraram fibrose periportal severa em 50% das
amostras avalidas, seguido de 25% moderada e 25% leve. Ja a fibrose periductal
mostrou-se discreta em 75% das amostras avaliadas e moderada em 25%, com
fibrose difusa presente em todas as amostras.

Nos estudos de Marcos et al. (2007) a fibrose periductal encontrada em
figados bovinos cronicamente infectados por Fasciola hepatica foi 13% discreta,
27% moderada e 33% severa. Em seu estudo com figado de bovino condenados ao
abate, Trivilin et al. (2008) observaram fibrose periductal e periportal discreta no lobo
direito e fibrose discreta a moderada no lobo esquerdo. Segundo Echevarria (2004),

ocorre deposicao de colageno em torno dos tuneis migratérios das formas jovens de
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Fasciola por volta da 62 semana pos-infeccao e formando cicatrizes tissulares que se

aderem ao sistema portal, cdpsula e veias hepéticas.

Conforme citado anteriormente, o fator observador é um grande contribuinte
na discordancia entre resultados quando da avaliacdo microscopica. Isso porque, a
cada avaliagdo, estabelecem-se parametros que melhor definam a imagem
analisada. Dessa forma, divergéncias entre resultados podem acontecer e de forma

natural, porém, baseado em conhecimentos cientificos.

Neste estudo, as lesdes consideradas moderadas e severas foram
observadas com maior freqtiéncia no lobo hepatico esquerdo. O fato deste lobo ser
mais acometido com as lesdes crénicas pode sugerir que este lobo seja a possivel
porta de entrada dos parasitos e por estar anatomicamente mais proximo do
intestino delgado. Associado a isso, a maior por¢cdo de ductos biliares estao

dispostos nessa regido do figado.

Apbs a observagdo e avaliacdo histopatoldégica das amostras oriundas de
figados bovinos cronicamente infectados por Fasciola hepatica encontrou-se 0s

seguintes resultados para a categorizacao da leséo crbnica (Tabela 2)

TABELA 2 - Distribuicdo das 100 amostras de figado bovino
cronicamente infectados por Fasciola hepatica em categorias de lesdo
cronica apds classificacdo histopatoldgica

FREQUENCIA (%)
CATEGORIA | 39
CATEGORIA I 45
CATEGORIA Il 16
TOTAL 100

Os resultados revelaram uma frequéncia de 45% para a categoria Il, seguido
da categoria | (39%) e por ultimo 16% das amostras avaliadas eram compativeis
com a categoria lll. Até o presente momento nenhuma proposta de classificagéo da
les&o crbnica correlacionando alteragdes inflamatorias e fibroticas foi publicada. No
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entanto, Marcos et al. (2007) propuseram em seu estudo apenas a classificagdo das
lesbes fibréticas em grau |, 1l e .

Importante ressaltar que a variacdo na categorizacdo esta condicionada ao
grau de acometimento do figado pela fasciolose e também que os animais estédo

sujeitos a reinfecgdes o que pode mudar o quadro de lesdes encontradas.

Apés a categorizacdo da lesé@o cronica por meio da avaliacdo histopatoldgica,
um estudo envolvendo as principais alteragcdes encontradas foi conduzido para
avaliar seu comportamento em cada categoria estabelecida e também entre as

categorias. Os resultados estéo dispostos na Tabela 3.

TABELA 3 - Médias dos escores atribuidos a intensidade das principais alteracdes
encontradas no exame histopatoldgico dentro de cada categoria estabelecida para a leséo
cronica causada pela infec¢cdo por Fasciola hepatica.

CATEGORIA|I CATEGORIAII  CATEGORIAIII

Proliferacéo de Ductos Biliares 0,744aA 1,556bA 2bA*
Infiltrado Inflamat6rio Mononuclear 0,872aB 1,689bB 3cB
Infiltrado Eosinofilico 0,795aC 1,489bC 2,125bA

* Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha e mailscula na coluna nao diferem entre si

estatisticamente. Teste de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade, seguido pelo teste de média de Dunn.

Avaliar cada variavel entre as categorias propostas permite estudar o
comportamento de cada uma a medida que a infeccdo se torna agravada, ou seja,
espera-se que em lesdes crénicas e nos seus diferentes estadiamentos haja maior
comprometimento dessas variaveis facilitando a diferenciacdo da categoria e seu
papel influenciador na aplicacdo da classificacdo. Observou-se, por exemplo, que
em relacdo a proliferacdo de ductos biliares, ndo houve diferenca significativa entre
as categorias Il e lll. Com isso, essa variavel teve um comportamento praticamente
estavel com o agravamento da lesdo. O mesmo se aplicou a variavel infiltrado
eosinofilico. J& a variavel infiltrado inflamatério demonstrou ser mais severa na
Categoria Ill, no entanto, estatisticamente, mostrou-se néo significativo entre as

categorias propostas.
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No entanto, como citado anteriormente, somente as principais lesdes
encontradas na avaliacdo histopatolégica foram utilizadas para realizar o estudo da
influéncia destas variaveis na categorizacdo da lesdo crbénica. Porém, a verificacao
do papel destas lesbes dentro da categoria a qual pertence auxilia o
estabelecimento da sua importancia, e assim estabelecer a influencia exercida de

cada uma lesdo sobre a outra na sua categoria correspondente.

Entdo, quando avaliadas as trés variaveis dentro de cada categoria, se
observa a influéncia entre as variaveis nas categorias | e Il, sendo o infiltrado
inflamat6rio a variavel que se destaca dentro das categorias por apresentar maior
média de escore, ao passo que na categoria Ill somente a proliferacdo de ductos
biliares e infiltrado eosinofilico pertencentes ndo foram significativos a analise
estatistica. Isso permite dizer que, nesta categoria, com o agravamento da lesdo a
guantidade de ductos proliferados néo esta na dependéncia do infiltrado eosinofilico,

mas sim da inflamac&o por células mononucleadas presentes.

Diante disso, um teste de correlacdo foi estabelecido entre a proliferacdo de
ductos biliares e o infiltrado inflamatério, encontrando assim, uma associacao
moderada entre essas variaveis (rs=0,5508; p<0,0001). Com isso, a medida que se
aumenta a intensidade da inflamag&o ocorre de forma moderada a proliferacédo de
ductos biliares.

3.6 CONCLUSOES

Em figados de bovinos cronicamente infectados por Fasciola hepatica, as
lesbes que mais prevaleceram foram proliferacdo de ductos biliares, infiltrado
inflamatorio mononuclear, arteriosclerose e fibrose periportal e periductal. As lesées

fibréticas se mostraram muito mais intensas que as inflamatorias.

A presenca de arteriosclerose é um achado importante no caso da fasciolose
em bovinos, uma vez que pode evoluir para lesdes isquémicas e posterior necrose

tecidual.

A proposta de categorizacdo histopatologica das lesdes hepaticas por
fasciolose crénica em bovinos mostrou-se um método valioso de avaliagdo
microscépica, uma vez que permite estabelecer o quadro evolutivo dessa

enfermidade.
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Neste contexto, novos estudos devem ser conduzidos levando em
consideracao o controle da infeccdo em semanas para aplicagcado da categorizagéo

histopatoldgica.
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4 CAPITULO 2 - AVALIACAO DA FIBROSE EM FIGADOS DE
BOVINOS CRONICAMENTE INFECTADOS POR Fasciola hepatica

4.1 RESUMO: Avaliacdo da fibrose em figados de bovinos cronicam ente
infectados por Fasciola hepatica. Objetivou-se com este estudo avaliar a fibrose
presente em figados bovinos cronicamente infectados por Fasciola hepatica, bem
como sua distribuicio no parénquima hepético. Além disso, evidenciar
comparativamente as lesdes fibroticas no lobo direito e esquerdo. Avaliaram-se 100
amostras de cada lobo hepatico (direito e esquerdo), coradas pelo método de HE.
Apés avaliacdo histopatolégica e categorizacdo, os cortes foram submetidos a
coloracdo de Tricromico de Masson. No lobo direito a fibrose periportal mostrou-se
evidente nas amostras categoria Ill em relacdo as outras categorias. A significancia
de fibrose periductal independe da categoria. A fibrose difusa pelo lobo direito
mostrou-se bastante importante nas amostras categoria Ill. No lobo direito, dentro de
todas as categorias, a fibrose periportal foi a varidvel mais importante em relacéo a
fibrose periductal e fibrose difusa. No lobo esquerdo a fibrose periportal no lobo
esquerdo mostrou-se importante na categoria lll em relacéo as demais categorias. A
fibrose periductal foi diferente em todas as categorias e mais grave na categoria lll.
A fibrose difusa foi mais severa na categoria Ill. A fibrose periportal mostrou-se
importante no lobo esquerdo na categoria |I. A comparacao entre as lesdes fibroticas
do lobo direito com o lobo esquerdo mostrou diferenca entre a fibrose periductal e a
fibrose difusa. A fibrose difusa foi mais grave no lobo esquerdo. No lobo direito, a
arteriosclerose foi importante na categoria lll. A comparacdo entre a arteriosclerose
do lobo direito com a do lobo esquerdo mostrou diferencga. As lesdes fibréticas foram
mais importantes no espaco porta de bovinos cronicamente infectados. Quanto
maior o grau de lesdo crénica, maior sera a distribuicdo da fibrose pelo parénquima
hepético. O lobo esquerdo foi mais acometido pelas lesbes fibroticas e vasculares
que o lobo direito na regido periductal e em relacéo a fibrose difusa. Leséo fibrética
vascular é mais marcante nas artérias que nas veias e sinusoides, principalmente

nas amostras pertencentes a categoria lll.

PALAVRAS-CHAVE: fibrose hepatica, fasciolose, ruminante
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4.2 ABSTRACT: Evaluation of liver fibrosis in cattl e chronically infected with

Fasciola hepatica. The objective of this study to evaluate liver fibrosis present in
cattle chronically infected with Fasciola hepatica, as well as their distribution in the
liver. Moreover, evidence compared fibrotic lesions in the right lobe and left. We
evaluated 100 samples from each lobe (right and left), stained with HE. After
histopathological evaluation and categorization, the sections were stained in
Masson’s Trichrome. In the right lobe, fibrosis was evident in samples category llI
compared to other categories. The significance of periductal fibrosis is independent
of the category. The diffuse fibrosis by the right lobe proved to be very important in
the samples category lIll. In the right lobe, within all categories, the fibrosis was the
most important variable in relation to periductal fibrosis and diffuse fibrosis. In the left
lobe, fibrosis in the left lobe was an important factor in category Ill compared to the
other categories. Periductal fibrosis was different in all categories and more severe in
group lll. The diffuse fibrosis was more severe in group lll. The fibrosis was
considered important in the left lobe in Class I. The comparison between the fibrotic
lesions of the right lobe of the left lobe showed difference between the periductal
fibrosis and diffuse fibrosis. The diffuse fibrosis was more severe in the left lobe. In
the right lobe, arteriosclerosis was important in category Ill. The comparison between
atherosclerosis of the right lobe of the left lobe showed difference. The fibrotic lesions
were more important in the space port of cattle chronically infected. The greater the
degree of chronic injury, the greater the distribution of fibrosis by liver parenchyma.
The left lobe was most affected by the fibrotic lesions and vascular right lobe in the
periductal region and in relation to diffuse fibrosis. Fibrotic vascular injury is more
pronounced in arteries than in veins and sinusoids, especially in samples belonging

to category lIl.

KEYWORDS: Liver fibrosis, fasciolosis, ruminant

4.3 INTRODUCAO

A fasciolose é uma enfermidade de carater zoonotico causada por um
trematoda digenético que acomete diferentes espécies animais, principalmente os
ruminantes (WHO, 1995).
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De acordo com Haroun e Hitlyer (1986) a enfermidade pode se agravar
tornando-se crénica com fibrose e trauma severo ao figado, além de fibrose dos
ductos biliares pela presenca das formas adultas de Fasciola spp. Para Leitdo
(1980), a forma mais vulgar é a cirrose biliar progressiva com distensao e
espessamento dos ductos biliares, fibrose e calcificagao.

Para Jones et al. (2000), os casos de fibrose hepatica em ruminantes estao
relacionados principalmente as intoxicacdes por plantas que contém alcaloides
pirrolizidinicos. Porém, a infeccdo por Fasciola hepatica e a quantidade de parasitos
presentes no figado estdo relacionados a casos de fibrose hepatica em ruminantes,
principalmente em bovinos, levando a graus diferentes de deposicdo do tecido
conjuntivo em todo o parénquima hepatico (MARCOS et. al., 2007).

Nos processos patologicos progressivos, como a fibrose hepatica, ha excesso
de deposicdo de proteinas da matriz no espaco extracelular podendo resultar em
cirrose. Esse processo esta relacionado a regulacdo da sintese e degradacédo de
matriz. Nestas lesGes ocorre deposicdo de uma rede de matriz fibrilar, constituida
principalmente por colagenos tipo | e lll, relativamente resistentes a atividade das
proteases (ARTHUR, 2000).

Pelo fato das lesdes fibroticas serem evidentes e marcadamente graves em
figados de bovinos infectados por Fasciola hepatica, objetivou-se com este estudo
avaliar a fibrose presente em figados bovinos cronicamente infectados por Fasciola
hepatica, bem como sua distribuicdo no parénquima hepatico. Além disso,

evidenciar comparativamente as lesoes fibroticas no lobo direito e esquerdo.

4.4 MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo deste estudo foram utilizadas amostras de figados de
bovinos, de varias idades, de ambos os sexos e de regime alimentar variado, com
peso vivo aproximado de 450 Kg, sendo todos os animais provenientes do Sul do
Estado do Espirito Santo e condenados no matadouro frigorifico de Atilio Vivacqua,
Espirito Santo, macroscopicamente positivos para fasciolose. Foram acompanhados
quatro abates de animais entre marco a julho de 2008, com observacao
macroscopica dos figados para a presenca de exemplares de Fasicola sp. sob
autorizacao e fiscalizacao do Instituto de Defesa Agropecuéaria e Florestal do Espirito

Santo (IDAF-ES). Coletou-se um fragmento de cada lobo (direito e esquerdo) de 100
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amostras, totalizando 200 fragmentos. Estes fragmentos eram de aproximadamente
6 cm? e coletados da superficie visceral, sendo utilizada a forma retangular para o
lobo direito e a forma triangular para o lobo esquerdo. O material para exame foi
acondicionado em frascos contendo formalina 10% e direcionado ao Laboratério de
Histopatologia do Setor de Patologia Animal do Hospital Veterinario do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo (HOVET/CCA-UFES)

para processamento e avaliacdo histopatoldgica.

As amostras fixadas foram submetidas ao processamento histolégico que
consistiu na desidratacdo (&lcool absoluto), diafanizacdo (xilol absoluto) e inclusao
em parafina histolégica derretida a 60°C. Em seguida, as amostras foram
submetidas a microtomia para a seccao de cortes histologicos de cinco micrébmetros
de espessura que foram depositados em laminas histolégicas e coradas pelo
método Hematoxilina-Eosina (HE) (LUNA, 1968).

As laminas coradas com HE foram avaliadas e submetidas & categorizacéo

conforme Tabela 1 abaixo.

TABELA 1 - Critérios morfologicos de evolugdo das lesbes para a categorizagdo histopatolégica de
figados de bovinos cronicamente infectados por Fasciola hepatica.

CATEGORIA DE

LESAO CRONICA ACHADOS MORFOLOGICOS

Fibrose periportal (ausente ou até 5 camadas);

Fibrose difusa ausente a discreta

Hiperplasia de ductos biliares em espaco porta (ausente ou 2-3 ductos);
Infiltrado inflamatério mononuclear ausente ou focal discreto (associado ou nédo
a eosindfilo);

Arteriosclerose ausente ou presente

Categoria |

Fibrose periportal (até 6 camadas)
Fibrose periductal (Quando presente na amostra) (até 6 camadas);
Fibrose difusa discreta a moderada
Categoria Il Infiltrado inflamatdrio mononuclear difuso discreto a moderado associado a
eosinofilo;
Hiperplasia de ductos biliares em espaco porta (até 4 ductos);
Arteriosclerose presente

Fibrose periportal (> 6 camadas)

Fibrose periductal (Quando presente na amostra) (> 6 camadas);
Fibrose difusa moderada a severa

Infiltrado inflamatério mononuclear difuso severo;

Hiperplasia de ductos biliares em espaco porta (>4 ductos);
Formacao acinar em ducto principal (quando presente na amostra);
Atrofia e/ou degeneracédo hepética (presente ou nao)
Arteriosclerose presente

Categoria lll

FONTE: TRIVILIN (dados n&o publicados)
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Apés a categorizagdo da lesdo cronica por fasciolose, os cortes foram
submetidos a coloragéo especifica para tecido conjuntivo para a avaliacao da fibrose
periportal, periductal e fibrose difusa no parénquima hepatico. Além disso, avaliou-se
a arteriosclerose juntamente a deposicdo de tecido conjuntivo em veias e
sinusoides. Utilizou-se para este proposito a coloragdo Tricrobmico de Masson
descrita por Luna (1968).

Os critérios avaliados foram: fibrose periportal e periductal, onde foram
observadas as seguintes alteracdes em relagéo a quantidade de camadas de tecido
conjuntivo presente: auséncia de fibrose; 1-2 camadas de fibrose; 3-5 camadas e >6
camadas de fibrose. Para a fibrose difusa no parénquima hepatico, arteriosclerose e
fiborose ao redor de veias e sinusoéides utilizou-se a intensidade (leve=+;

moderada=++ e severa=+++).

Para a andlise estatistica atribuiu-se valores aos escores encontrados para a
fibrose periportal e periductal, a saber: 0 auséncia de fibrose; 1 para 1-2 camadas; 2
para 3-5 camadas e 3 para >6 camadas. Ja a fibrose difusa, arteriosclerose e fibrose
ao redor de veias e sinusoides foram atribuidos os seguintes valores: 0 para

ausente; 1 para leve; 2 para moderada e 3 para severa.

Utilizou-se o Teste Nao-Paramétrico de Kruskal Wallis (a=5%), seguido pelo
Teste de Dunn para as meédias quando significativo pela analise de variancia
(BioEstat 5.0) a nivel de 5% de significancia. Para a comparacéo das variaveis entre
lobos hepéticos foi utilizado o teste de média Mann Whitney para amostras
independentes.

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise das laminas coradas pelo método HE revelou a fibrose como sendo
uma importante lesdo presente nos figados de bovinos cronicamente infectados por
Fasciola hepatica, estando a fibrose periportal presente em 100% das amostras
analisadas, ao passo que a fibrose difusa foi encontrada em 92% da amostras. Em
relacdo a fibrose periductal, apenas as amostras que continham ductos de médio ou
grosso calibre foram analisadas. Com isso, essa alteracao foi encontrada em apenas

53% das amostras.
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De acordo com Echevarria (2004), ocorre deposi¢cdo de colageno ao redor
dos tuneis migratorios causados pelas formas jovens do parasito em torno da sexta
semana poés-infeccdo com formacdo de cicatrizes tissulares que se aderem ao
sistema portal, capsula e veias hepaticas. Em infeccdo por Fasciola gigantica nos
bovinos, as les@es fibréticas em espacgo porta foram observadas a partir da décima
segunda semana poés-infeccdo com aspectos cirroticos. Na décima sexta semana,

ductos biliares menores apresentavam-se fibrosados (MOLINA, 2005).

Segundo Bostelmann et al. (2000), em geral as lesdes observadas no espaco
porta dos figados de bovinos foram mais acentuadas em relagdo ao figado bubalino
e ovino. Nesse contexto, no espaco porta do figado de bovinos, a fibrose periportal
variou de moderada a severa. Em nosso estudo, a proposta de avaliar a fibrose
hepatica ndo levou em consideracao a intensidade da mesma, mas sim, 0 nimero
de camadas de tecido conjuntivo depositadas, as quais serviram como auxliar no
processo de categorizacao da lesdo crénica. A Figura 1 mostra a fibrose presente no
espaco porta.

FIGURA 1 - Fotomicrografia de figado bovino cronicamente infectado por Fasciola hepatica
demonstrando extensa fibrose em espaco porta. Objetiva de 20x, coloracdo de Tricromico de
Masson.
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Marcos et al. (2007) estudaram a distribuicdo da fibrose pelo parénquima
hepético propondo trés estadios, a saber: estadio | — fibrose em espaco porta com
poucas areas focais algumas vezes proximas as lesdes causadas pelo parasito;
estadio Il — fibrose observada ao longo do parénquima hepatico com longos septos
separados uns dos outros e estadio lll — fibrose proeminente e longos septos
amplamente distribuidos pelo parénquima com nédulos de regeneragcédo. Optou-se
por ndo utilizar essa classificacdo neste estudo por referir-se apenas a lesao fibrotica
sem levar em consideracdo as demais alteragdes envolvidas, como por exemplo, a

infiltracdo por células inflamatorias.

ApoOs a classificacdo da lesdo cronica avaliando as laminas coradas pelo
método HE, procurou-se estudar o papel da fibrose dentro e entre as categorias
permitindo entdo analisar o seu comportamento diante do agravamento da leséao,
bem como a sua influéncia na diferenciacdo da categoria. J4 dentro de cada
categoria, o estudo da fibrose nas diferentes estruturas do parénquima hepatico
permite averiguar o papel que cada tipo de fibrose exerce sobre a outra. Os
resultados da avaliacdo estatistica da fibrose periportal, periductal e a sua
distribuicdo pelo parénquima hepatico estdo dispostos na Tabela 2 para o lobo

direito.

TABELA 2 — Médias dos ecores de intensidade da fibrose periportal, fibrose periductal
e fibrose difusa no parénquima do lobo direito de figados bovinos cronicamente
infectados por Fasciola hepatica

CATEGORIA| CATEGORIAII  CATEGORIA I

Fibrose Periportal 1,462aA 1,80aA 2,938bA
Fibrose Periductal 0,385aB 0,733aB 1,375aB
Fibrose Difusa 0,795aC 1,40bC 2,188cB

* Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha e maidscula na coluna néo diferem
entre si estatisticamente. Teste de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade, seguido pelo teste
de média de Dunn.

No lobo direito a fibrose periportal mostrou ser evidente nas amostras

consideradas como categoria Ill em relacdo as outras categorias, ou seja, quanto
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mais grave a lesao crbnica, maior € a quantidade de tecido conjuntivo depositado no
espaco porta, respaldando assim, a pressuposicdo de que quanto mais grave a
lesédo, maior sera a fibrose periportal. No que tange a fibrose periductal, os escores
obtidos independem da categoria na qual as amostras avaliadas estavam inseridas.
Porém, em muitas amostras ndo havia a presenc¢a dos ductos de médio ou grosso
calibre, nos quais foram avaliados a fibrose. Isto justifica a baixa média de escore e
também sua independéncia em relacéo as categorias. A fibrose difusa do lobo direito
mostrou ser bastante importante, sendo mais severa nas amostras pertencentes a
categoria Ill. No estudo de Marcos et al. (2007), ap6s aplicagdo do estadiamento da
fibrose pelo parénquima hepético, os autores concluiram que o agravamento da
lesédo provoca uma distribuicdo severa da fibrose pelo parénquima hepatico, o que

também foi observado neste estudo.

Quando avaliadas essas alteracOes fibroticas dentro de cada categoria de
lesdo crbnica observou-se haver diferenca nos escores obtidos nas categorias | e I,
ao passo que na categoria lll, fibrose periductal e fibrose difusa nao diferiram.
Porém, dentro de todas as categorias, a fibrose periportal foi a variavel mais

importante em relacéo a fibrose periductal e fibrose difusa.

Os resultados da analise estatistica da fibrose periportal, periductal e fibrose
difusa pelo parénquima hepéatico do lobo esquerdo estédo dispostos na Tabela 3.

TABELA 3 - Médias dos escores de intensidade da fibrose periportal, fibrose
periductal e fibrose difusa no parénquima do lobo esquerdo de figados bovinos
cronicamente infectados por Fasciola hepatica

CATEGORIA| CATEGORIAII  CATEGORIA I

Fibrose Periportal 1,667aA 2,0aB* 2,938bC
Fibrose Periductal 0,769aB 1,756bB 2,688cC
Fibrose Difusa 0,821aB 1,867bB 2,875cC

* Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha e maidscula na coluna néo diferem
entre si estatisticamente. Teste de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade, seguido pelo teste
de média de Dunn.

A fibrose periportal no lobo esquerdo mostrou-se importante na categoria lll

em relacdo as demais categorias. Estes resultados mostraram que o numero de
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camadas de tecido conjuntivo depositadas no espago porta aumenta conforme o
grau de leséo cronica. Isto foi observado tanto no lobo esquerdo quanto no direito. A
presenca de fibrose periductal foi diferente em todas as categorias, no entanto,
mostrou-se mais grave na categoria lll. Importante ressaltar que as analises para
esta variavel ocorreram somente em ductos de médio e grosso calibre quando
presentes na amostra. Em relacéo a fibrose difusa, a andlise estatistica demonstrou
haver diferenca para esta variavel entre as categorias de lesdo crénica por
fasciolose, no entanto, foi mais grave naquelas incluidas na categoria |lI,
corroborando a cronicidade da lesdo e a importancia que a deposi¢do de colageno

no parénqguima hepatico tem na fasciolose cronica.

Quando estudadas as variaveis fibrose periportal, fibrose periductal e fibrose
difusa dentro de cada categoria do lobo esquerdo, somente a fibrose periportal
mostrou ser importante na categoria |, ou seja, nas lesdes cronicas recentes a

fibrose periportal é a principal alteracdo fibrotica observada nos figados com

fasciolose.

Uma comparacdo entre as lesdes fibroticas do lobo direito e esquerdo foi

conduzida e os resultados obtidos estao dispostos na Tabela 4.

TABELA 4 — Médias dos escores de intensidade da fibrose periportal,
fibrose periductal e fibrose difusa no parénquima do lobo direito em
comparacdo ao lobo esquerdo de figados bovinos cronicamente
infectados por Fasciola hepatica

LOBO DIREITO LOBO ESQUERDO

Fibrose Periportal 1,85a 2,02a*
Fibrose Periductal 0,70a 1,52b
Fibrose Difusa 1,29a 1,62b

* Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si
estatisticamente. Teste de Mann-Whitney a 5% de probabilidade.

Pelos resultados, observou-se que somente a fibrose periductal e a fibrose
difusa mostraram ser diferente, ou seja, nos ductos de médio e grosso calibre do
lobo direito a quantidade de camadas de tecido conjuntivo depositada € menor que

nos ductos presentes no lobo esquerdo. No entanto, a baixa média obtida na
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avaliacao da fibrose periductal do lobo direito pode estar sob influéncia da auséncia
de ductos nas amostras avaliadas. Phiri et al. (2006) relatam a relacdo entre a
infeccdo por Fasciola e a calcificacdo e fibrose em bovinos, sendo as lesbes

fibréticas importantes encontradas ao redor dos ductos biliares.

Porém, em relacéo a fibrose difusa, o lobo esquerdo € acometido de forma
mais grave com a deposi¢ao de tecido conjuntivo muitas vezes fazendo ligacbes

entre 0s espacos porta, denotando figados cirréticos.

Marcos et al. (2007) encontraram 16 figados cirroticos dentre 24 analisados
anatomo-patologicamente. Encontraram haver relacdo entre a associagao da cirrose
e 0 numero de parasitos, quando existiu mais que 40 exemplares. A correlacédo
também indicou que o numero de parasitos foi relacionado ao grau de fibrose
hepatica. No entanto, os autores descrevem como ponto de corte sensivel para o
diagnéstico de cirrose, 38 parasitos, com sensibilidade de 94% e especificidade de
75%. Para Marcos e Terashima (2007) o numero de parasitos parece ser um
agravante dos danos hepaticos e consequentemente da fibrose hepatica. Neste
estudo, a contagem de parasitos nao foi realizada por se tratar de amostras
provenientes de matadouro frigorifico com fluxo intenso, ndo sendo possivel a
contagem ou mesmo coleta dos exemplares, no entanto, observou-se a evolugao da

leséo fibrotica com o agravamento da lesédo cronica.

Modelos experimentais com roedores estdo sendo utilizados para estudar a
patogénese da fibrose hepatica associada a infeccdo por F. hepatica. Tem-se
observado que a intensidade da infecgdo pode ser um determinante na progressao
da fibrose (MARCOS e TERASHIMA, 2007).

A forma como Fasciola hepatica produz a fibrose hepatica ainda nao é
totalmente compreendida. Segundo Friedman (2000) para que ocorra fibrose
hepética deve haver injuria por meses ou ano. Ainda, a formacdo de fibrose
significativa € reversivel enquanto o estado cirrético (o ultimo estadio como
consequéncia da fibrose), € geralmente irreversivel, mas para que o figado inicie o
processo fibrético deve haver mudancas quantitativas e qualitativas na composicao
da matriz extracelular. Ainda, ha o aumento de 3-5 vezes no conteudo total de
componentes colagenos e ndo colagenos e uma mudanca no tipo de matriz
extracelular no espaco subendotelial para uma matriz contendo colagenos formando

fibras. As mudancas que ocorrem na composi¢cdo do colageno ao redor dos ductos
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biliares sdo semelhantes aquelas produzidas na cirrose hepatica ou em outras

condicdes patoldgicas.

O parasito libera proteinas que parecem interagir com os hepatocitos, matriz
extracelular, bem como células estreladas, que séao células reguladoras da fibrose
hepatica a partir de qualquer lesdo (MARCOS e TERASHIMA, 2007).

As lesdes em vasos sanguineos também foram estudadas entre as amostras
e suas correspondentes categorias e os resultados estao dispostos na Tabela 5 para

o lobo direito.

TABELA 5 — Médias dos escores de intensidade da lesdo fibrotica em artéria, veia e
sinuséide do lobo direito de figados bovinos cronicamente infectados por Fasciola

hepatica.
CATEGORIA|1 CATEGORIAII  CATEGORIAI
Artéria 1,179aA 1,511abA* 1,813bA
Veia 0,872aA 1,111aA 1,25aAB
Sinuséide 0,179aB 0,333aB 0,563aB

* Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha e mailscula na coluna ndo diferem
entre si estatisticamente. Teste de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade, seguido pelo teste
de média de Dunn.

No lobo direito, quando avaliada a lesao fibrotica em artéria houve diferenca
das amostras pertencentes a categoria Ill em relagcdo a categoria I, no entanto,
quando comparado a categoria Il ndo houve diferenca significativa, permitindo
concluir que a medida que a leséo cronica se torna mais grave, h4 uma importante
deposicao de tecido conjuntivo na camada média de artérias localizadas no espaco
porta, no entanto, essas lesdes ndo sao tao evidentes em lesfes cronicas recentes
como observado pela analise estatistica. Para as lesdes fibréticas em veia e
sinusdide ndo houve diferenca destas variaveis entre as categorias, no entanto,
possuem sua importancia por se tratar de vasos importantes no metabolismo

hepatico.

Nas categorias | e Il, a leséo fibrotica em sinusoide diferiu significativamente
daquelas da artéria e veia, isso porgue possui escore menor, sendo a lesdo na
artéria a mais importante. Na categoria lll, ndo houve diferenca entre a lesdo em

artéria e veia e também entre veia e sinuséide. Com isto, verificou-se que a lesdo
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em artéria foi mais grave, pois apresentou maior escore de acometimento pela
deposicao de tecido conjuntivo. No lobo direito de figados de bovinos com fasciolose
cronica a arteriosclerose € a lesdo vascular mais grave, e a estenose de vasos
importantes como artérias podem agravar os danos hepaticos, principalmente pela

hipoxia tecidual.

Os resultados da analise estatistica das les6es em vasos sanguineos entre as
amostras e também dentro de cada categoria correspondente para o lobo hepatico

esquerdo estdo dispostos na Tabela 6.

TABELA 6 — Médias dos escores de intensidade da lesdo fibrotica em artéria, veia e
sinusoéide do lobo esquerdo de figados bovinos cronicamente infectados por Fasciola

hepatica.
CATEGORIA|1 CATEGORIAII  CATEGORIAIII
Artéria 1,41bA 1,933aA 2,313aA*
Veia 0,897bB 1,356aB 1,75aA
Sinuséide 0,205aC 0,511abC 0,938bB

* Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha e mailscula na coluna ndo diferem
entre si estatisticamente. Teste de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade, seguido pelo teste
de média de Dunn.

N&o houve diferenca significativa entre as amostras da categoria Il e Il para
leséo fibrética arterial do lobo esquerdo. O mesmo foi observado para as lesées nas
veias. As lesdes nos sinusoides ndo mostraram diferenca entre as categorias l e ll e
entre as categorias Il e lll, porém esta lesdo foi mais acentuada nas amostras que
pertencem a categoria lll, isto porque, nesta categoria, as lesdes encontradas sao
mais graves que nas demais categorias, o que justifica a média de escore maior em
relacdo as outras. Dentro das categorias | e Il as lesdes em artéria, veia e sinusoéide
apresentaram-se diferentes entre si. Nestas categorias, a arteriosclerose foi a leséo
mais importante, pois apresentou maior escore quando avaliado a intensidade de
fibrose presente na camada média destes vasos. No entanto, para a categoria lll,
nao houve diferenca entre a lesdo em artéria e veia, mas existiu diferenca entre

artéria e sinusoéide e também entre veia e sinusoéide.

A comparacéo entre a arteriosclerose do lobo direito com a do lobo esquerdo

mostrou-se diferente estatisticamente (p=0,0021), revelando que no lobo esquerdo a
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leséo arterial € mais grave que no lobo direito. Pode-se atribuir o fendbmeno ao fato
da proximidade do lobo esquerdo com o intestino delgado e também a cavidade
abdominal, lugar de provavel entrada das formas jovens do parasito e inicio da
migracdo. Consequentemente ha o envolvimento de diversos fatores que somados
desencadeiam a formacdo de fibrose e, pelo visto, as artérias do lobo esquerdo
também recebem os estimulos para a proliferagdo de colageno em sua tunica

meédia, levando assim, ao espessamento da parede e estenose da luz arterial.

Para Caramori et al. (1997), em sua revisao de literatura sobre o papel da
célula muscular lisa presente na camada médias das artérias nas estenoses, 0
fendtipo ativo ou proliferativo dessas células caracteriza-se pelo aspecto poliédrico
das mesmas, grandes nucleos e abundante citoplasma, e pela capacidade de
migracdo, proliferacdo e sintese protéica grandemente aumentada, associados a
perda da contratilidade. Ainda, essas células sdo extremamente dificeis de se
diferenciar de fibroblastos, sendo algumas vezes referidas como miofibroblastos.
Em resposta a injuria as células musculares lisas sdo parcialmente responsaveis
pela formacdo da neo-intima. Completando, Wilcox (1993) descreve que a célula
muscular lisa vascular ativada possui grande capacidade de produzir proteinas e
assim formar matriz extracelular, sendo a participagcdo da matriz no espessamento

da camada intima da artéria correspondendo a 50-60% do volume tecidual total.

4.6 CONCLUSOES

As lesdes fibréticas foram as mais importantes alteracdes patologicas
encontradas no espaco porta de bovinos cronicamente infectados. Quanto maior o

grau de lesao crbnica, maior sera a distribuicdo da fibrose pelo parénquima hepatico.

O lobo esquerdo foi mais acometido pelas lesdes fibroticas e vasculares que o

lobo direito na regido periductal e em relacdo a fibrose difusa.

Lesdo fibrética vascular € mais marcante nas artérias que nas veias e

sinusoides, principalmente nas amostras pertencentes a categoria lll.
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5 CAPITULO 3 - ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO DE FIGADOS DE
BOVINOS CRONICAMENTE INFECTADOS POR Fasciola hepatica

5.1 RESUMO: Estudo imunoistoquimico de figados de bovinos croni camente
infectados por Fasciola hepatica. Objetivou-se com este estudo evidenciar a
presenca dos linfocitos T e B no parénquima hepatico, bem como as células
produtoras de IgG e estabelecer estudo comparativo entre as células observadas no
lobo hepético direito e esquerdo dentro em diferentes estagios de lesao crbnica, afim
de tracar o comportamento da resposta imunolégica do hospedeiro frente ao
parasito. Foram selecionadas aleatoriamente seis amostras de cada categoria de
lesdo hepatica cronica causada por fasciolose, as quais foram submetidas a
avaliacdo imunoistoquimica para os anticorpos CD3", CD79a" e IgG" e processadas
18 laminas por categoria. As células marcadas pela imunoistoquimica foram
contadas em dez espagos porta aleatoriamente de cada lobo hepético (direito e
esquerdo). Foram calculadas as médias do niumero de células por lobo hepatico e
por categoria. Em todas as amostras avaliadas houve imunorreacdo com 0S
anticorpos CD3*, CD79a" e 1gG*. Na categoria I, Il e Il ndo houve diferenca na
marcacao das células do lobo direito e também no lobo esquerdo. Para a categoria I,
no lobo esquerdo, a presenc¢a dos componentes celulares T e B € maior que no lobo
direito. Na categoria Il e lll, linfocitos B e células produtoras de IgG sdo mais
frequentes no lobo esquerdo. Em todas as categorias, houve a correlacdo positiva
entre as células marcadas pelos anticorpos CD3*, CD79a" e IgG" tanto no lobo
direito quanto no lobo esquerdo. Independente do tipo celular envolvido na resposta
imune, as lesbes foram mais evidentes no lobo esquerdo. Em todas as categorias de
leséo cronica por fasciolose ha interrelacdo entre os tipos celulares de forma que a
ocorréncia de uma célula implica na presenca de outra. A avaliacédo
imunoistoquimica mostrou-se eficaz na caracterizacdo do tipo celular presente na
inflamacéo causada pela infeccdo por Fasciola hepatica, tornando-se importante no

estudo da resposta inflamatoria pelos bovinos.

PALAVRAS CHAVE: anticorpo, imunoistoquimica, fasciolose, ruminantes
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5.2 ABSTRACT: Immunohistochemical study of liver of cattle chronically
infected with Fasciola hepatica. The objective of this study highlight the presence
of T and B lymphocytes in the liver and the cells producing IgG and establish a
comparative study of the cells observed in the right lobe and left in different stages of
chronic injury in order to draw the behavior of the host immune response against the
parasite. Were randomly selected six samples of each category of chronic liver injury
caused by fasciolosis, which were subjected to immunohistochemistry for the
evaluation CD3", CD79a" and 1gG* and processed 18 slides in each category. The
stained cells by immunohistochemistry were counted in ten tracts at random from
each lobe (right and left). Were calculated the mean number of cells per lobe in each
category. In all samples there was immunoreaction with the CD3*, CD79a” and 1gG”.
In category I, 1l and Il there was no difference in labeling cells of the right lobe and
also in the left lobe. For the category | in the left lobe, the presence of cellular
components T and B is greater than the right lobe. Category 1l and Ill, B lymphocytes
and producing cells IgG are more frequent in the left lobe. In all categories, there was
a positive correlation between the cells marked by CD3*, CD79a" and IgG" both in
the right lobe and the left lobe. Regardless of the type of cell involved in immune
response, the lesions were more evident in the left lobe. In all categories of injury is
chronic fasciolosis interrelation between the cell types so that the occurrence of a cell
implies the presence of another. The immunohistochemical evaluation was effective
in the characterization of cell type present in the inflammation caused by infection
with Fasciola hepatica, making it important to study the inflammatory response by the
cattle.

KEYWORDS: antibody, immunohistochemistry, fasciolosis, ruminants

5.3 INTRODUCAO

A fasciolose € causada por Fasciola hepatica, um trematodeo digenético da
familia dos fasciolideos pertencente ao filo Platyhelminthes e parasito dos canais
biliares de diferentes hospedeiros (URQUHART et al., 1998). Fatores como carga
parasitaria, fase de desenvolvimento do parasito, tipo e idade do hospedeiro,

localizacéo e condicdo das pastagens e época do ano influenciam na variabilidade
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da patogenia e sintomatologia provocada pela infec¢cao por este parasito (BORAY,
1969).

De acordo com Meeusen et al. (1999), nas infecgbes por Fasciola hepatica a
resposta mediada por células tem sido descrita in vitro, e em termos de resposta
proliferativa de linfécitos em sangue periférico contra antigenos do parasito, e com
resposta celular ocorrendo no parénquima hepatico.

Deste modo, diversos estudos foram conduzidos no intuito de avaliar a
resposta imune a Fasciola hepatica em ovinos (MEEUSEN et al. 1999; CHAUVIN e
BOULARD, 1996). A resposta imune no parénquima hepatico de caprinos com
fasciolose também tem sido estudada pela técnica de imunoistoquimica
(MARTINEZ-MORENO et al 1999; PEREZ et al., 2002).

Molina e Skerratt (2005) conduziram um estudo imunoistoquimico em figados
de bovinos e bubalinos infectados por Fasciola gigantica para a marcacao de células
envolvidas na resposta imune celular e humoral. Porém, raros sdo os testes

imunoistoquimicos em figados de bovinos infectados com Fasciola hepatica.

Diante do exposto, objetivou-se com este estudo evidenciar a presenca dos
linfécitos T e B no parénquima hepatico, bem como as células produtoras de IgG e
estabelecer estudo comparativo entre as células observadas no lobo hepatico direito
e esquerdo dentro em diferentes estagios de lesdo crbnica, afim de tracar o

comportamento da resposta imunoldgica do hospedeiro frente ao parasito.

5.4 MATERIAL E METODOS

5.4.1 Coleta e processamento das amostras

As amostras utilizadas neste estudo foram obtidas de figados de bovinos de
figados de bovinos, de varias idades, de ambos 0s sexos e de regime alimentar
variado, com peso vivo aproximado de 450 Kg, sendo todos os animais provenientes
do Sul do Estado do Espirito Santo e condenados no matadouro frigorifico de Atilio
Vivacqua, Espirito Santo, macroscopicamente positivos para fasciolose. Foram
acompanhados quatro abates de animais entre marco a julho de 2008, com
observacdo macroscopica dos figados para a presenca de exemplares de Fasicola
sp. sob autorizagéo e fiscalizacdo do Instituto de Defesa Agropecuéria e Florestal do

Espirito Santo (IDAF-ES). Coletou-se um fragmento de cada lobo (direito e
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esquerdo) de 100 amostras, totalizando 200 fragmentos. Estes fragmentos eram de
aproximadamente 6 cm? e coletados da superficie visceral, sendo utilizada a forma
retangular para o lobo direito e a forma triangular para o lobo esquerdo. O material
para exame foi acondicionado em frascos contendo formalina 10% e direcionado ao
Laboratorio de Histopatologia do Setor de Patologia Animal do Hospital Veterinario
do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo
(HOVET/CCA-UFES) para processamento e avaliacao histopatoldgica. As amostras
foram processadas para a histologia e submetidas a microtomia para a seccdo de
cortes histoldgicos de cinco microbmetros de espessura que foram depositados em
laminas histologicas e coradas pelo método Hematoxilina-Eosina (HE) (LUNA,
1968).

As laminas coradas com HE foram avaliadas e submetidas a categorizacéo

conforme Tabela 1 abaixo.

TABELA 1 — Critérios morfologicos de evolucdo das lesdes para a categorizacdo histopatolégica de

figados de bovinos cronicamente infectados por Fasciola hepatica.

CATEGORIA DE

LESAO CRONICA ACHADOS MORFOLOGICOS

Fibrose periportal (ausente ou até 5 camadas);

Fibrose difusa ausente a discreta

Hiperplasia de ductos biliares em espaco porta (ausente ou 2-3 ductos);
Infiltrado inflamatério mononuclear ausente ou focal discreto (associado ou nao
a eosindfilo);

Arteriosclerose ausente ou presente

Categoria |

Fibrose periportal (até 6 camadas)
Fibrose periductal (Quando presente na amostra) (até 6 camadas);
Fibrose difusa discreta a moderada
Categoria Il Infiltrado inflamatério mononuclear difuso discreto a moderado associado a
eosinofilo;
Hiperplasia de ductos biliares em espaco porta (até 4 ductos);
Arteriosclerose presente

Fibrose periportal (> 6 camadas)

Fibrose periductal (Quando presente na amostra) (> 6 camadas);
Fibrose difusa moderada a severa

Infiltrado inflamatdrio mononuclear difuso severo;

Hiperplasia de ductos biliares em espaco porta (>4 ductos);
Formacao acinar em ducto principal (quando presente na amostra);
Atrofia e/ou degeneracao hepatica (presente ou nao)
Arteriosclerose presente

Categoria lll

FONTE: TRIVILIN (dados n&o publicados)
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Apbs coloragdo pelo método Hematoxilina-Eosina, as laminas foram avaliadas

e classificadas em categoria I, 1l e Ill.

Foram selecionadas aleatoriamente seis amostras de cada categoria de lesao
hepética crénica causada por fasciolose, as quais foram submetidas a avaliacdo

imunoistoquimica.

5.4.2 Técnica imunoistoquimica para os anticorpos a  nti-CD3, anti-CD79 a e anti-
19G

Seis amostras de figado cronicamente infectados por Fasciola hepatica de
cada categoria foram selecionadas, totalizando 18 reacfes por categoria. As
amostras foram submetidas a microtomia e obtidos cortes de 3 ym de espessura, 0s
quais foram depositados sobre laminas pré-tratadas com adesivo (Poli-L-lisina,
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) e mantidos em estufa a 60°C por 18 horas.

Em seguida, as laminas foram submetidas ao processo de desparafinizacao
com duas passagens em xilol absoluto de dez minutos cada, a temperatura
ambiente, reidratacdo em alcool etilico absoluto com trés passagens de trés minutos
cada e trés banhos em agua destilada de cinco minutos cada. Posteriormente,
houve o bloqueio da peroxidase enddgena utilizando-se solucdo de peréxido de
hidrogénio a 30% em metanol na proporcao 1:9 por dez minutos. Para a remoc¢éao do
peréxido do tecido lavaram-se as laminas em trés banhos de agua destilada com

cinco minutos cada.

Seguiu-se a recuperagdo antigénica em solucéo de citrato de sodio a 10mM,
pH 6,0, em forno microondas a 750 watts (poténcia maxima) em cinco ciclos de trés
minutos cada, totalizando 15 minutos. As laminas foram entdo submetidas ao
resfriamento a temperatura ambiente por 20 minutos, lavadas em agua destilada
(trés banhos de cinco minutos cada) e imersas em solugdo tampao TRIS pH 7,5

durante cinco minutos.

Passou-se ao bloqueio de proteinas inespecificas do tecido com a imersao

das laminas em solucédo de leite em p6 desnatado (MOLICO®, Nestlé) a 3% em
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tampao TRIS por uma hora. Em seguida, as laminas foram lavadas em solugcao TRIS

durante cinco minutos.

As amostras e as respectivas diluicbes dos anticorpos primarios em solugéao
de BSA (Albumina Bovina Sérica) estdo descritas na Tabela 2. A incubacéo ocorreu

em bandeja com tampa por 18 horas a 4°C.

TABELA 2 — Anticorpos primarios utilizados para a marcacdo imunoistoquimica em figado bovino
cronicamente infectados por Fasciola hepatica.

ANTICORPO CLONE PRODUCAO DILUICAO FABRICANTE
Anti-CD3 )
PS1 Camundong 1:100 Novocastra Laboratories
(NCL-CD3-PS1)
Anti-CD 79a )
11D10 Camundongo 1:50 Novocastra Laboratories
(NCL-CD79a-192)
Anti-
Immunoglobulina G - Coelho 1:1500 Novocastra Laboratories
(NCL-IgGP)

Seguiu-se a lavagem dos cortes com tampao TRIS e incubacdo com o
anticorpo secundario e sistema de visualiza¢do. Utilizou-se kit Super ABC EasyPath
(Erviegas) com anticorpo secundario biotinilado anti-imunoglobulina de camundongo
e coelho, na diluicdo 1:100 e aplicacdo do Complexo Avidina-Biotina-Peroxidase,
ambos incubados por 45 minutos cada em temperatura ambiente. O sistema foi

aplicado segundo normas do fabricante.

A visualizagao da marcagéo imune foi feita pelo tratamento das laminas com
solucédo de 3,3' diaminobenzidina (Liquid DAB — K3466, DakoCytomation) durante
sete minutos em temperatura ambiente. Os cortes foram contra-corados com
Hematoxilina de Harris, por 35 segundos e, posteriormente, as laminas foram

desidratadas, diafanizadas e montadas com resina sintética.

Para o controle positivo das reacdes, utilizou-se fragmento de linfonodo de
bovino com hiperplasia linféide. Os cortes de linfonodo foram submetidos ao mesmo
processamento que as demais amostras. Como controle negativo foi utilizado

amostras de figado bovino sem alteracbes, sendo submetido ao mesmo
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processamento que as demais amostras, porém, com supressdao do anticorpo

primario.

5.4.3 Contagem das células e Andlise estatistica

As células imunomarcadas foram contadas em dez espacos porta escolhidos
aleatoriamente, de cada lobo hepatico. Apds a contagem foi calculado a média total

de células por lobo hepético e por categoria.

A analise estatistica incluiu Analise de Variancia (ANOVA) para fator Unico
(a=5%) para avaliacdo da diferenca entre as ceélulas positivamente marcadas para
cada anticorpo e em cada lobo hepatico. O teste t de Student (a=5%) foi usado para
comparar a positividade das células entre os lobos direito e esquerdo. Para a
correlagcdo entre anticorpo anti-CD3, anti-CD79a e anti-lgG em cada categoria
utilizou-se a Correlacédo de Pearson. Para todos os testes os valores encontrados de

células marcadas foram distribuidos normalmente.

5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado da contagem das células imunorreativas nos espagos porta aos
anticorpos utilizados nas amostras pertencentes a categoria | esta disposto na
Tabela 3.

TABELA 3 — Valores médios do nimero de células CD3", CD79a" e IgG* em espaco porta de figados
bovinos cronicamente infectados por Fasciola hepatica classificados na categoria | de lesdo crénica.

CATEGORIA |
CcD3" CD79a’ IgG”
AMOSTRA
DIREITO ESQUERDO DIREITO ESQUERDO DIREITO ESQUERDO

A 5 12 9 25 13 34

B 6 16 7 11 6 11

C 13 12 5 11 6 10

D 4 11 8 15 10 14

E 13 12 9 27 10 16

F 8 12 8 12 8 19

MEDIA 8,17 12,5 7,7 16,83 8,83 17,33
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A Figura 1 mostra a marcacdo do anticorpo anti-lgG no espago porta de
figado categoria I.

FIGURA 1 — Fotomicrografia de figado bovino com lesé@o categoria |, lobo esquerdo. Espago porta
mostrando células IgG" (seta). Objetiva de 40x.

De acordo com Bostelmann et al. (2000) na fasciolose em bovinos os tipos
celulares predominantes nos espacos porta sao linfocitos e plasmadcitos. Nestas
células, a molécula CD3 estd presente em linfécitos T maduros, compondo o
complexo TCR-CD3. Da mesma forma, a molécula CD79 compBe o complexo
receptor em linfécitos B. Para este estudo utilizou-se os anticorpos anti-CD3, anti-
CD79a e anti-lgG. Em outros experimentos nos quais se procurou avaliar o tipo de
resposta e a dindmica da resposta em ovinos e caprinos 0S mesmos anticorpos
foram utilizados (PEREZ et al., 1999; PEREZ et al., 2002).

A presenca de linfocitos T (CD3") e linfécitos B (CD79a’) no infiltrado
inflamatoério de figado de bovinos cronicamente infectados por Fasciola hepatica

reflete o envolvimento destas células na resposta imune durante a infeccdo. De
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acordo com Molina (2005), os linfocitos T estdo envolvidos provavelmente, na
selecdo e ajuda da resposta de anticorpos especificos nas respostas que sao
mediadas por células, e também, na ativacdo e recrutamento de macréfagos e
granulécitos em bovinos e bubalinos infectados por Fasciola gigantica. No entanto,
Trivilin et al. (2009) ressaltam que em bovinos a resposta a infeccao é mais fibrética
qgue inflamatéria e que nas lesdes crbnicas a fibrose € uma resposta significativa,

principalmente no lobo esquerdo.

Acredita-se que parasitos podem diminuir a resposta imune do hospedeiro.
Segundo Gomez-Munoz et al. (2004), a habilidade do parasito em diminuir a
resposta do hospedeiro pode induzir doencga cronica pelo prolongamento da
presenca do parasito no local da infecgdo. Molina (2005) relata que Fasciola
gigantica pode tanto inibir a proliferacdo de linfécitos T como suprimir a resposta

celular local em bovinos facilitando sua migracdo no parénquima hepatico.

No critério de classificagdo de figados cronicamente infectados como
categoria |, a infiltracdo inflamatdria estd ausente ou presente, porém de forma
discreta e focal. No entanto, na avaliacéo histopatolégica das amostras coletadas, foi
possivel a observacdo de infiltrado mononuclear, porém, sem a distincdo entre os
tipos celulares pertencentes aos mononucleados. Com isso, 0 estudo
imunoistoquimico para a marcacao de células inflamatdrias foi um grande aliado na

determinacao dessas células.

Quando avaliada a média do namero de células imunorreativas para os trés
anticorpos testados neste estudo, presentes no lobo direito, ndo foi observada
diferenca significativa entre a expresséao destes tipos celulares (p=0,7875). O mesmo

foi observado no lobo esquerdo (p=0,5897).

Quando avaliada a contagem de células imunorreativas entre os lobos
hepaticos, os resultados revelaram que a média de linfocitos T (CD3") do lobo direito
€ menor que do lobo esquerdo (p=0,0445). O mesmo foi observado na comparacao
da média de linfécitos B (CD79a") (p=0,0293). Portanto, no lobo esquerdo a
presenca dos componentes celulares T e B é maior que no lobo direito. Estes

resultados podem ser observados na Tabela 4.
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TABELA 4 — Médias das células imunorreativas aos anticorpos anti-CD3,
anti-CD79 e anti-lgG em espaco porta de figados bovinos cronicamente

infectados por Fasciola hepatica classificados como categoria | de leséo

cronica.
CATEGORIA |
LOBO HEPATICO
CcD3" CD79a" IgG*
DIREITO 8,17aA 7,7aA 8,83aA*
ESQUERDO 12,5aB 16,83aB 17,33aA

* médias seguidas de letra mindscula na linha nédo diferem entre si pela
ANOVA (a=5%). Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem
entre si pelo Teste t de Student (a=5%).

Trivilin et al (2008) encontraram lesfes inflamatorias mais intensas no lobo
esquerdo de figados de bovinos cronicamente infectados por Fasciola hepatica. Isso
pode justificar a diferenca encontrada neste estudo, em que a média de linfocitos T
(CD3") e linfocitos B (CD79a") foi significativamente maiores no lobo esquerdo que

no direito.

No lobo direito houve correlacgéo forte e positiva entre os linfécitos T (CD3") e
linfocitos B (CD79a’) (r=0,8475; p=0,0331) e entre o linfécito T (CD3") e células IgG*
(r=0,8939; p=0,0213). A correlacdo existente entre linfécitos B (CD79a") e células
IgG* do lobo direito também foi forte e positiva (r=0,8157; p=0,0478).

J& no lobo esquerdo, houve correlagdo positiva entre linfocitos T (CD3") e
linfocitos B (CD79a") (r=0,7258; p=0,1024), linfécitos T (CD3") e células IgG"
(r=0,9550; p=0,003) e entre linfocitos B (CD79a") e células 1gG* (r=0,8784;
p=0,0213).

Como todas as correlacdes foram fortes e positivas, indicam que a medida
gue aumenta o numero de um determinado tipo celular envolvido na resposta imune,
outra célula também aumentara e de forma significativa. Isso € importante, pois,
segundo Molina e Skerratt (2005) na fasciolose bovina ha o envolvimento da
resposta celular e humoral na tentativa de debelar a infec¢cdo. De acordo com 0s
resultados obtidos neste estudo, nos figados considerados categoria | de leséo

cronica ocorre correlacao positiva entre esses tipos celulares.
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Martinez-Moreno et al. (1999) avaliaram a resposta imune de caprinos
primariamente e secundariamente infectados com Fasciola hepatica, encontrando a
presenca de linfocitos T (CD3") e células A-IgG e o nimero médio de células T
encontrado variou de 13,5 a 32,3, enquanto células produtoras de IgG variaram de
9,1 a 22,6 células. Molina e Skerratt (2005) encontraram que em bovinos o numero
de linfocitos T (CD3") foi significativamente maior na terceira semana pés-infeccgio,
entre 170 e 180 células em média, porém, o niumero de células declinou até a sexta
semana pos-infeccdo quando cessou 0 experimento. JA o numero de linfocitos B
(CD79b") foi maior que o controle a partir da sétima semana pos-infecgéo,
aumentando progressivamente até o final do experimento. Isso denota o
envolvimento da resposta imune celular e humoral na fasciolose cronica, sendo que
a resposta por linfécitos T apresenta-se mais intensa nas primeiras semanas pos-
infeccdo, e a medida que declina em quantidade, ha o aumento consideravel dos

linfocitos B.

Vale ressaltar que as amostras utilizadas neste experimento foram oriundas
de matadouro frigorifico e que, por isso, ndo se tem o controle em dias da infecc¢éo e
também se ha reinfeccdo presente. Isso pode explicar a discrepancia dos numeros
encontrados, visto que, infeccdes recentes ou reinfecgcdes culminam com uma nova
reacdo inflamatdria e, por conseguinte, presenca de tipos celulares tipicos de

infecgdes recentes.

Para as amostras classificadas como categoria Il a contagem média das

células no espaco porta de cada amostra esta disposta na Tabela 5.

TABELA 5 — Valores médios do nimero de células CD3", CD79a" e IgG* em espaco porta de figados
bovinos cronicamente infectados por Fasciola hepatica classificados na categoria Il de leséo crénica.

CATEGORIA II
cD3’ CD79a" IgG”
AMOSTRA
DIREITO ESQUERDO DIREITO ESQUERDO DIREITO ESQUERDO
G 7 7 7 8 8 28
H 6 16 8 16 8 13
| 21 31 16 22 5 17
J 15 21 9 18 9 29
K 17 22 14 17 7 11
L 5 13 7 22 6 9
MEDIA 11,83 18,33 10,17 17,17 7,17 17,83
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Na Figura 2 s@o observadas células marcadas com anticorpo anti-CD79a no

espaco porta hepatico do lobo esquerdo.

FIGURA 2 — Fotomicrografia de figado bovino com lesdo categoria Il, lobo esquerdo. Espaco porta
mostrando linfécitos ocasionais imunorreativos para o anticorpo CD79a" (seta). Objetiva de 40X.

Pela contagem de células marcadas nos espacos porta nos figados
pertencentes a categoria Il de lesdo crénica nao foi observado diferenca entre o
namero de linfocitos T (CD3%), células plasmaticas produtoras de IgG e de linfécitos
B (CD79a"), no lobo direito (p=0,2305) e também no lobo esquerdo (p=0,9646). Com
isso, nas lesBes crbnicas tidas como moderadas, ou seja, aquelas pertencentes a
categoria 1l, os tipos celulares envolvidos na resposta imune na fasciolose néo

apresentam diferenca em ndamero.

Pelo teste de média, a comparacdo entre a quantidade de células
imunomarcadas no lobo direito em relagcdo ao esquerdo mostrou haver diferenca no
namero de linfocitos B (CD79a’) (p=0,02602) e células IgG* (p=0,03125), indicando

gue estas células sdo mais frequientes no lobo esquerdo (Tabela 6).
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TABELA 6 — Médias das células imunorreativas aos anticorpos anti-CD3,
anti-CD79 e anti-lgG em espaco porta de figados bovinos cronicamente
infectados por Fasciola hepatica classificados como categoria Il de leséo

cronica.
i CATEGORIAII
LOBO HEPATICO N . .
CD3 CD79a IgG
DIREITO 11,83aA* 10,17aA 7,17aA
ESQUERDO 18,33aA 17,17aB 17,83aB

* médias seguidas de letra minUscula na linha ndo diferem entre si pela ANOVA
(a=5%). Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo
Teste t de Student (a=5%).

No lobo direito a correlacdo entre linfocitos T (CD3") e linfocitos B (CD79a™)
mostrou-se fortemente positiva (r=0,9264; p=0,0079). O mesmo foi observado na
correlacéo entre linfocitos T (CD3") e células 1gG™ (r=0,9354; p=0,0061). Seguindo o
mesmo contexto, a correlacéo entre linfocitos B (CD79a™) e células IgG* mostrou-se
positiva (r=0,8371; p=0,0376).

No lobo esquerdo, as amostras consideradas categoria Il, as correlacdes
entre linfocitos T (CD3") e linfocitos B (CD79a") (r=0,8975; p=0,0152); linfécitos T
(CD3") e células IgG™ (r=0,9017; p=0,0140) e linfocitos B (CD79a") e células IgG*
(r=0,8589; p=0,0284) foram forte e positivas.

Portanto, entende-se que na fasciolose cronica, especialmente em lesdes
moderadas, o nimero de células B e células IgG" esta sob influencia do nimero de

células T presentes tanto no lobo direito, como no esquerdo.

Os resultados da contagem média das células marcadas pelos anticorpos
anti-CD3, anti-CD79 e anti-IgG para as amostras pertencentes a categoria lll, estdo

dispostos na Tabela 7.
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TABELA 7 — Valores médios do nimero de células CD3", CD79a" e IgG* em espaco porta de figados
bovinos cronicamente infectados por Fasciola hepatica classificados na categoria Ill de lesao crénica.

CATEGORIA I
AMOSTRA CcD3" CD79a" IgG”*
DIREITO ESQUERDO DIREITO ESQUERDO DIREITO ESQUERDO
M 18 47 15 35 22 32
N 14 28 11 19 5 18
o} 16 24 10 15 20 34
P 5 20 13 21 15 17
Q 12 23 14 19 6 29
R 34 19 18 28 9 16
MEDIA 16,5 26,83 13,5 22,83 12,83 24,33

A marcacdo de células pelo anticorpo anti-CD3 no espaco porta de figados
cronicamente infectados por Fasciola hepatica pode ser observada na figura 3.

FIGURA 3 — Fotomicrografia de figado bovino com leséo categoria lll, lobo esquerdo. Espaco porta
mostrando linfécitos imunorreativos para o anticorpo CD3" (seta). Objetiva de 20X.
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Quando avaliados os tipos celulares marcados pelos anticorpos nos lobos
hepaticos direito e esquerdo verificou-se ndo haver diferenca entre linfécitos T
(CD3"), linfécitos B (CD79a’) e células IgG*™ no lobo direito (p=0,6491) ou lobo
esquerdo (p=0,7303). Observou-se que independente do lobo hepatico no qual a
contagem foi realizada, o nUmero de células imunorreativas para os trés diferentes
anticorpos nao se sobressaiu em relacédo ao outro. Isto denota que na leséo cronica
tipo Ill, ou seja, mais severa, os linfécitos T, linfécitos B e células plasmaticas
produtoras de IgG continuam desempenhando suas fungbes independente da

presenca de outros tipos celulares envolvidos na resposta inflamatoria.

Pelo teste de média, houve diferenca entre o nimero de linfocitos B (CD79a")
do lobo direito em relacdo ao esquerdo (p=0,0229) e entre células produtoras de IgG
do lobo direito em relacdo ao esquerdo (p=0,02783). Os resultados dos testes
estatisticos estdo resumidos na Tabela 8.

TABELA 8 — Médias das células imunorreativas aos anticorpos anti-CD3,
anti-CD79 e anti-lgG em espaco porta de figados bovinos cronicamente
infectados por Fasciola hepatica classificados como categoria lll de lesdo

crbnica.
i CATEGORIA 1l
LOBO HEPATICO . . .
CD3 CD79a IgG
DIREITO 16,5aA* 13,5aA 12,83aA
ESQUERDO 26,83aA 22,83aB 24,33aB

* médias seguidas de letra mindscula na linha néo diferem entre si pela ANOVA
(a=5%). Médias seguidas da mesma letra na columa néo diferem entre si pelo
Teste t de Student (a=5%).

Os resultados revelaram uma correlacdo forte e positiva entre linfécitos T
(CD3") e linfocitos B (CD79a") do lobo direito (r=0,9584; p=0,0025) e do lobo
esquerdo (r=0,9428; p=0,0048). A correlacio entre linfocitos T (CD3") e células 1gG”
também foi forte e positiva no lobo direito (r=0,8573; p=0,0291) e no lobo esquerdo
(r=0,7748; p=0,0703). Para linfécitos B (CD79a") e células IgG* seguiu-se 0 mesmo
observado anteriormente no lobo direito (r=0,9527; p=0,0033) e no lobo esquerdo
(r=0,8844; p=0,0192).
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Esta analise revela que linfécitos T e B mantém uma relagdo na resposta
imune frente a infec¢cdo e que o aumento ou a diminuicdo de uma dessas ceélulas
influencia na ocorréncia da outra. O mesmo se aplica a relacéo entre linfécito T e
célula 1gG* e entre linfécito B e célula IgG*. No entanto, linfécitos T tornam-se
importantes na resposta inflamatoria na fasciolose, pois influenciam de forma
significativa a presenca de outros tipos celulares. Isso porque o papel do linfécito T
na resposta imune celular esta na ligacdo entre a deteccdo do antigeno e a
producdo de anticorpos pelos linfocitos B. De acordo com Tizard (2008) nos
processos infecciosos cronicos, os diferentes subtipos de linfocitos T sdo recrutados
para o local de acometimento como forma de debelar a infeccdo. No caso dos
bovinos, a producéo de IgG; € controlada por citocinas liberadas por células Th2, ao
passo que IgG, tem producdo controlada por citocinas liberadas por células Thl
(MULCAHY e DALTON, 2001). Neste estudo, estes subtipos de células T nao foram
avaliados.

A producdo de imunoglobulina G é realizada por linfécitos B maduros e
reativos. Uma correlacdo positiva entre plasmaocitos e linfécitos B revela a inter-
ligacdo dessas células na resposta inflamatéria. Segundo Molina e Sekerratt (2005),
a producdo de anticorpos especificos por animais infectados também podem ser
influenciadas pela ativacdo de células T durante a infeccdo. Isso porque linfécitos T
sdo vistos no figado de animais infectados durante a infeccdo por F. hepatica
(MARTINEZ-MORENO et al., 1999; PEREZ et al. 1999). Neste estudo, tanto células
produtoras de IgG e linfécitos T foram imunomarcados com os anticorpos utilizados,
além disso, os testes estatisticos revelaram a relagdo existente entre esses dois
tipos celulares corroborando os estudos ja realizados com estas células para a

espécie bovina durante a fasciolose.

A utilizacdo de anticorpos especificos para determinados tipos celulares
envolvidos na resposta inflamatoria frente a fasciolose € uma grande ferramenta no
entendimento do papel dos mesmos. Baseado nisso, diversos pesquisadores
fizeram estudos para a verificacdo da presenca de linfocitos T, linfécitos B ou
mesmo células plasmaticas produtoras de IgG. Em ovinos, Pérez et al. (2002)
descreveram que a resposta imune celular e humoral representada pela infiltracdo
com linfécitos T (CD3"), B (CD79a") e células produtoras de 1gG foi intensa em todos

0s grupos infectados experimentalmente com Fasciola durante sete dias. Neste
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estudo estes tipos celulares também foram marcados, evidenciando a presenca de

uma resposta imune e celular também nos bovinos, semelhante a dos ovinos.

Em relacdo ao local onde as células imunorreativas estavam localizadas, este
estudo revelou maior presenca dos tipos celulares nos espacgos porta e proximo aos
vasos sanguineos. No estudo conduzido por Pérez et al. (1998), o anticorpo CD79
mADb reagiu com células plasmaticas e linfécitos localizados principalmente nas
zonas fibrosas da lesdo hepatica e vesicula biliar de caprinos. O anticorpo 1gG
reagiu com células plasmaticas associadas a lesdo hepatica crbnica, principalmente
nos espacos porta. Apesar de serem especies diferentes, o que se percebe neste
estudo é a predilecdo das células inflamatérias pelas regides onde as lesdes
fibréticas tornam-se evidentes, como € o0 caso do espaco porta. Por este motivo, a
contagem das células imunorreativas foi realizada nos espacos porta escolhidos

aleatoriamente de cada lobo hepatico.

Embora os testes estatisticos ndo tenham revelado diferenca entre os tipos
celulares envolvidos na resposta imune nos lobos hepaticos direito e esquerdo, de
forma geral, em todas as categorias avaliadas notou-se maior acometimento do lobo
hepético esquerdo, revelando que na fasciolose cronica, nos figados bovinos, as

lesbes mais significativas concentram-se nesse lobo hepético.

Partindo do principio de que nas infec¢Bes recentes ocorre maior producdo de
anticorpos contra antigenos de secrecao/excrecdo liberados durante a migracéo
feita pelo parasito no parénquima hepatico, Molina e Skerratt (2005) relataram que a
infiltracdo de linfocitos T e B, células plasmaticas, eosinofilos e mastocitos em lesdes
hepaticas causadas por F. gigantica indica o desenvolvimento de uma resposta

imune local.

De acordo com estes mesmos autores, provavelmente, esta resposta seja
induzida pelo aumento de antigenos liberados pelos parasitos na medida em que
crescem, ou seja, 0 envolvimento da resposta do hospedeiro se da desde o inicio da
infeccdo persistindo até o momento em que o0s parasitos alcancem os ductos
biliares. Porém, em relacdo a producéo de anticorpos, células de memdrias contra

0s antigenos do parasito continuam sua producao.

O aparecimento de IgG contra proteinas do produto de secrecdo e excrecdo

dos parasitos em alpacas infectadas com F. hepatica culminou com niveis mais
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elevados na oitava semana pdés-infeccdo quando houve o aparecimento de ovos nas
fezes, porém, a medida em que a infeccdo se tornava crdnica houve um leve
declinio do nivel de IgG (TIMOTEO et al., 2005). O estudo de Mulcahy e Dalton
(2001) com bovinos revelaram que com o progresso a cronicidade da doenca, 0s
niveis séricos de 1IgG; cessaram e lentamente declinam. Deste modo, o declinio do
nimero de células IgG"* observado neste estudo, pode ser justificado pela evolugdo

cronica da lesdo conforme observado por outros autores e em diferentes espécies.

Ferre et al. (1997) estudaram a resposta de 1gG e IgA na fasciolose em ovinos
e encontraram uma cinética semelhante para essas duas classes de imunoglobulina,
ou seja, ocorreu 0 aumento progressivo de imunoglobulinas especificas durante o
periodo pré-patente, tendendo a diminuir quando os parasitos adultos se
estabelecem nos ductos biliares, ainda, os niveis de IgG aumentaram até a décima

quarta semana pos-infeccdo estabilizando até a décima sexta semana.

Neste estudo, durante o processo de categorizagdo da lesdo cronica, a
inflamacé&o observada variou de discreta a moderada e sempre esteve associada a
presenca dos parasitos nos ductos biliares. Isto demonstra a existéncia da reacéo do
hospedeiro frente & invasdo parasitaria com resposta inflamatdria ndo tdo intensa
quanto nas observadas em outras espécies animais, mesmo sendo essa infeccéo
cronica, onde espera-se para bovinos, uma presenca menor de células inflamatorias

e evidéncia maior de lesdes fibroticas.

5.6 CONCLUSOES

Linfécitos T e B, e células plasmaticas produtoras de IgG estiveram presentes
em figados bovinos cronicamente infectados por Fascila hepatica, independente da

categoria nas quais as amostras haviam sido classificadas.

Em todas as categorias avaliadas, independente do tipo celular envolvido na

resposta imune, as lesdes foram mais evidentes no lobo esquerdo.

Em todas as categorias de lesédo crénica por fasciolose ha interrelacao entre
os tipos celulares de forma que a ocorréncia de uma célula implica na presenca de

outra.
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A avaliagdo imunoistoquimica mostrou-se eficaz na caracterizacdo do tipo
celular presente na inflamacdo causada pela infeccdo por Fasciola hepatica,

tornando-se importante no estudo da resposta inflamatéria pelos bovinos.
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6 CONCLUSOES GERAIS

As alteracOes histopatolégicas presentes nas infecgdes por Fasciola hepatica

permitem avaliar o grau de danos hepaticos causados pela infecgéo.

Em bovinos, lesdes como proliferacdo de ductos biliares, infiltrado inflamatério
mononuclear, arteriosclerose e fibrose, seja ela periportal ou periductal, s&o

marcantes em infeccbes de cunho cronico.

A proposta de classificacdo da lesdo cronica por fasciolose baseada nas
principais alteracbes morfolégicas observadas no figado revelou que a maioria dos
figados apresentavam-se em estddio moderado de infeccdo. Isso porque a
classificacdo levou em consideracao lesdes inflamatérias e fibréticas, mostrando-se
assim, uma importante ferramenta de avaliagdo microscopica por permitir estudar o

guadro evolutivo da fasciolose.

Lesbes fibréticas em figados cronicamente infectados por Fasciola hepatica
foram marcantes em todo o parénquima hepatico, porém, mais importantes no lobo

hepético esquerdo e em figados considerados categoria lll de leséo.

As lesbes fibréticas vasculares de figados bovinos com fasciolose se
destacaram, principalmente em arteriolas presentes no espaco porta e no lobo
esquerdo.

Em relacdo a imunofenotipagem da resposta imune na espécie bovina,
linfécitos T e B estiveram presentes, além de células plasmaticas produtoras de IgG,

com o envolvimento dos componentes celular e humoral frente a infecgéo.

Independente do tipo celular presente na resposta imune frente a infec¢ao, no
lobo esquerdo foram observadas maior nimero de células imunorreativas se

comparado ao lobo direito.

As células inflamatérias imunorreativas revelaram estar correlacionadas na
resposta imune, tanto humoral quanto celular na infeccdo crbnica. Com isso, a
técnica de imunoistoquimica € um excelente método para a identificacdo de

componentes da resposta inflamatéria nas infec¢des por Fasciola hepatica.
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ABSTRACT: Fasciolosis is a zoonotic disease ledae@ digenetic trematode. Most of the
time, it is a chronic disease in bovine. This sthdyg as aim the proposal of classification of
bovine hepatic lesion chronically infected Bwsciola hepaticathrough histopathological
evaluation. Fifty livers convicted of fasciolosis the slaughterhouse dftilio Vivacqua
Espirito Santo, Brazil were used. One fragment athehepatic lobe of each liver was
sampled and submitted to histophatological prosesaéh inclusions in paraffin and HE
staining. Different levels and intensities of imflanatory and fibrotic lesions were evaluated
and classified according to categories varyingnfrioto Ill. The results have revealed that
52% of the samples belonged to the category llpiedd by 36% into the category I, and
12% into the category lll. The proposal of histbyeddgical classification of bovine hepatic
lesions by chronic fasciolosis has proved to balaable method of microscopic evaluation,
since it allows the establishment of the evolutrgnacture of the iliness.

Keywords:Fasciola hepaticahistopathology, liver, bovine.

INTRODUCTION



25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

a7

48

49

Fasciolosis is a zoonotic disease leaded by a digemmematode, which could infest different
animal species, especially, ruminantia (WHO, 1995).

Pathogenic and clinical sings succeeding fascieleary in many aspects and factors such as
the parasite load, the age of the host, the denedopal phase of the parasite, the pasturage
location and condition, and the seasonality. Migmnat juvenile parasites in hepatic
parenchyma can be observed in the acute phases@bliasis, since the presence of adult
parasite inside the biliary ducts can be obsemeéte chronic phase (BORAY, 1969).
According toLeitdo (1980), the most common form of fasciolosis is pinegressive biliary
cirrhosis with distension and thickening of theidsy ducts, fibrosis and calcification,
developing edema, digestive disorders, emaciatiolhvwaeakness.

Bostelmann et al. (2000) through histological stoflypovine livers found the expansion of
biliary ducts with wall fibrosis and the presendeadult parasite sections, calcification of the
walls of the ducts, cellular debris in the lumemegular acinar formation disposed in the
medial third of the wall, eosinophilic, lymphocyt@nd plamocytic infiltration, and the
presence of macrophages. The ductal epithelium pgnasented areas of necrosis. Rare
Neutrophylical and lymphoplasmacytic infiltratiogonder duct hyperplasia at the portal
space and fibrotic proliferation tissue were foatdhe outer third of the walls of the ducts.
Marcos et al. (2007) studied a phase of bovine tiefiarosis. However, no literature has
pointed any specific report classifying the hepatjaries in chronic fasciolosis. Therefore,
this work had as aim the proposal of a histopatyjiold classification of bovine hepatic

lesions caused by chronic fasciolosis.

MATERIAL AND METHODS
Fifty bovine livers convicted of fasciolosis in teaughterhouse ditilio Vivacqua Espirito

Santo, Brazil, were used. The animals were saedfitnder the inspection of thestituto de
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Defesa Agropecuaria e Florestal do Espirito SafoAF-ES, Agricultural and Forestry
Defence Institute of Espirito Santo State, Braziipd the livers were macroscopically
observed for the presencekasciola hepatica

One fragment of each hepatic lobe, right and l&fteach liver was sampled. The samples
were packed in bottles that contained 10% form@it) properly identified to be taken to the
Histopathology Laboratory of Animal Pathology Seeviof the Veterinary Hospital at the
Agricultural Science Centre of the Espirito Santmé&ral University (HOVET/CCA-UFES)
for histopathological evaluation.

The sample of each hepatic lobe underwent histotegh processing through paraffin
inclusion, confection of histological slide staingdhematoxilin-eosin (HE) and Masson’s
trichrome for the evaluation of morphological adtiions, considering different levels of
inflammatory variants and fibrotic lesions: biliaducts proliferation in the portal space,
inflammatory infiltration, the presence of eosinglals, vascular sclerosis, area of necrosis,
acinar formation, hepatic degeneration and atropbytal space fibrosis and diffuse fibrosis.
The samples were also evaluated as to the pressnebsence of the alterations above
mentioned, and its intensity (discrete=+, moderatesevere=+++).

A pattern according to the evolution of the levktle injuries, from | to Ill, was established
for the histopathological classification of chronmgury. The level | presented prevailed
discrete injuries; the level Il showed moderateinigs, the level Il presented severe injuries
as displayed in the table below (Table 1).

The statistical analysis included a descriptiveyams of histopathological findings.

RESULTS
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The results of the histopathological analysis ef liiers chronically affected biyasciolasp.
revealed that that 52% of the samples presentezhkesto the category I, followed by 36%
in category |, and 12% into category | (Table 2).

The histological sections of different classificais are demonstrated in the figures 1, 2, and
3.

As related to the biliary duct proliferation, 92% the samples (46 of 50) showed
proliferation of biliary canaliculus in this studflowever, from these 46 samples, 24 of them
(52.17%) presented only two or three canaliculg 47.83% (22 samples) presented more
than four canaliculi into proliferation.

As to inflammatory infiltration, it was observecetpresence of mononuclear infiltration in 49
evaluated samples (98%), distinguished in discretederate or severe intensities. The
discrete infiltration prevails in 51% of the sanpl@5), followed by moderate in 34.7% (17
samples) and 14.3% of the samples (7) with sewditgation.

The presence and intensity of eosinophilis was elsduated and their absence was found in
seven samples (14%). However, in all of 43 samphleseosinophilic presence was noticed,
60.5% (26 samples) presented discrete infiltrateh9% (nine samples) showed moderate
and 16.6% (eight samples) presented severe itifltra

Necrosis areas were present in only two samplasesmonding to 4% of the total. Acinar
formations were observed in four samples (8%). He@drophy was not observed, however
hepatic degeneration was present in 10% of thauated samples.

Discrete arteriosclerosis was found in 19 sam@B&s906), moderate, in 24 samples (47.4%)
and severe, in seven samples (14.7%).

Periportal fibrosis was present in all of evaluatadples, in both lobes. Fibrosis of either one
or two layers were found in six (11.83%) of the péam observed, fibrosis presenting from

three to five layers were found in 28 samples (8% and 16 samples presented fibrosis of
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six or more layers (32.26%). Periductal fibrosissveaaluated when the ducts presented their
calibre varied from intermediate to great. No dofcgreat calibre was found in 10 evaluated
samples (20%). Only one sample (2.5%) showed paradfibrosis with one or two layers of
fibrotic tissue, 21 samples (52.5%) had from thedéive layers, and 18 samples (45%) had
more than six layers. The distribution of fibrosis the hepatic parenchyma was also
evaluated. Ten percent of the samples showed abséribrosis in the parenchyma. Discrete
diffuse fibrosis was noticed in 13 samples (28.88%pderate fibrosis in 16 samples
(35.56%) and severe fibrosis in 16 samples (35.5&Hght periductal fibrosis was present in
75% of the samples, and moderate in 25%, with siéffiibrosis being present in all samples.
The distribution of fibrotic and inflammatory injes were studied with regard to the hepatic
lobes, being noticed a frequency of 82% (41 samethe left lobe and 18% (nine samples)

in the right lobe.

DISCUSSION

It was observed the presence of the adult panasttes biliary ducts, thickening of duct walls
with proliferation and calcification in all samplesieaning a chronic infection according to
Queiroz (2005). However, since the origin of thenpkes was the slaughterhouse, the time of
infection by the parasite was not determined.

Until the present time, no chronic injury classafion proposal has been presented. It is
important to emphasize that the classification he# variations are related to the level of
damage of the liver due to the fasciolosis. Theegfan recent infection, many decisive
variants to the classification may not be preseppositely to chronic infections, which may
lead to a major injury to the liver. Moreover, & important to be aware of reinfections

subjected to animals, which may change the injahedule previously found.
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Molina (2005), while studying the host-parasiteatieinship in bovine and bubaline, found
hyperplasia of the biliary ducts from week 12 to fAést-infection by metacercarial of
Fasciola gigantic(the end of experimentation was at"i8eek). Ross et al. (1966) reported
that the hyperplasia of the biliary ducts in bovisemore evident from week 8 quost
infection.

Bostelmann et al. (2000) evaluated bovine liver @as convicted of fasciolosis from a
slaughterhouse in Parana State, Brazil and foundderate hyperplasia of the biliary ducts in
all the evaluated samples (four at total). Marcbsile (2007) analyzed samples of bovine
livers convicted of fasciolosis, and found a pmaiition of the biliary ducts in all the
evaluated samples, 37% discrete, 47% moderate 3bdnith severe intensity. As the aim of
this study was the proposal of the classificatidncbronic injuries, the biliary ducts
proliferation was quantified in each portal spauat, being considered an intensity parameter
of ductal proliferation. The most prevailing altéoa in chronicle fasciolosis is the
hyperplasia of the biliary ducts in the portal spaccording to Sadjjadi et al. (1997).
Bostelmann et al. (2000) evaluated the inflammatofijftration in bovine livers infected by
Fasciola hepatic and found lymphocytes, plasmocytes, eosinophilsgd amastocytes
distributed in the medial third of the most caliligctal wall, besides lymphoplasmacytic and
neutrophilic infiltration in the outer third of dtat wall. The lymphoplasmacytic infiltration
was moderate. In our study, the discrete infiltmatprevailed. As related by Marcos et al.
(2007), the highest frequency found was moderdtiration. The intensities are attributed
by the observers, what explains the differencesden the literature and our results.
According to Ross et al. (1966) the prevalenceetif@s lymphocytes and plasmocytes with
less amount of neutrophilis and eosinophils atpgbeal space characterizes a seven to 11
weeks postinfection period. Molina (2005) found periportalmphocytic infiltration by

Fasciola giganticon the ¥' weekpostinfection, described as discrete infiltration. Haee
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from 12" to 16" week, the inflammatory infiltration was describesi severe — characterized
by lymphocities, macrophages and plasmatic cellse presence, the intensity and the
characterization of inflammatory cells contribubethe classification process, as far as it can
indicate the schedule of infection by the parasite.

Bostelmann et al. (2000) also found discrete nafiion of eosinophils in bovine livers with
Fasciola sp However, Marcos et al. (2007) related moderagnephilic infiltration in theirs
samples.

Molina (2005) described discrete focal necrosishw#osinophils, lymphocytes and
macrophages presence until seventh week, becoreirgres after the 12week. Evaluated
samples of Bostelmann et al. (2000) revealed necewsas and acinar formation in 100% of
the analyzed livers. However, the low frequencynfibin our research must be related to the
sampling site as well as its size and quantityy(@me sample per hepatic lobe).

Bostelmann et |. (2000) did not find vascular atems in bovine livers convicted of
fasciolosis, not corroborating with the results tbis study. Trivilin et al. (2008) found
discrete and severe vascular injuries in the ¢dfeland absence of injury in the right lobe of
bovine livers.

Bostelmann et al. (2000) found severe periportaio8is in 50% of the evaluated samples,
25% of moderate fibrosis and 25% of discrete fil.oSlight periductal fibrosis was present
in 75% of the samples and moderate in 25%, witluskf fibrosis being present in all
samples. Marcos et al. (2007) found 13% of discr2®o of moderate and 33% of severe
periductal fibrosis in bovine livers chronicallyfécted byFasciola hepaticaln a study with
convicted bovine livers from slaughterhouse, Tmvilet al. (2008) observed discrete
periductal and periportal fibrosis in the right éolnd discrete or moderate fibrosis in the left

one. According to Echevarria (2004), there is galadeposition around migratory tunnels of
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the juvenile forms ofFasciola sp.nearly six weekgostinfection, producing tissue scars

adhered to portal system, hepatic capsules and.vein

CONCLUSION

The morphologic alterations suggested for the lagson were important and adequate to
classify the evaluated samples.

The proposal of the histophatological classificatiof bovine hepatic lesions by chronic
fasciolosis showed to be a valuable methodologyiofoscopic evaluation since it allows the
establishment of the evolutionary schedule of liness. However, as the samples came from
a slaughterhouse, it was not possible to estathisiperiod of the infection of the parasite.
Thereafter, new studies must be performed consigehie control of the infection in weeks

for the employment of the histophatological clasation.
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227 Table 1: Morphological standards of injuries evéitua by histopathologic classification of
228 bovine livers chronicle infected yasciola hepatica

Chronic injury Morphological findings
classification
Degree | Periportal fibrosis (absent or until 5clesy)

Absent to small quantity diffuse fibrosis
Biliary ducts” hyperplasia in portal space (absanfrom 2 to 3
layers)
Mononuclear inflammatory infiltration absent or diste
(associated or not to eosinophyles)
Absence or presence of arteriosclerosis
Degree I Periportal fibrosis (until 6 layers)
Periductal fibrosis (if present/until 6 layers)
Diffuse fibrosis discrete to moderate
Biliary ducts” hyperplasia in portal space (untibgers)
Discrete to moderate mononuclear inflammatory tirafilon
diffuse associated to eosinophyles
Presence of arteriosclerosis
Degree llI Periportal fibrosis (> 6 layers)
Periductal fibrosis (if present/> 6 layers)
Diffuse fibrosis moderate to severe
Biliary ducts” hyperplasia in portal space (> 4eliesy
Severe mononuclear inflammatory infiltration diféus
Acinar formation in main ducts (when present)
Hepatic atrophy and/or degeneration (Present araes
Presence of arteriosclerosis

229
230



231 Table 2 — Absolute values and frequency of hepajigies byFasciolds chronic infection
232  after histopathological classification.
233

ABSOLUTE FREQUENCY
VALUES (%)
DEGREE | 18 36
DEGREE II 26 52
DEGREE IIl 06 12

TOTAL 50 100
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237
238

Fig. 1 — Photomicrography of bovine liver in histgic sectionsA — Normal liver (HE,
objective 20x);B — Chronic infected liver bifasciola hepaticadegree | (HE, objective 20x),
C — Chronic infected liver b¥rasciola hepaticadegree Il (HE, objective 20xy — Chronic
infected liver byFasciola hepaticadegree Ill (HE, objective 20x).



