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RESUMO

Gomes, C. A. V. C. 2012. Fasciolose em Bovinos de Engorda

A producao animal representa um papel crucial ha economia de um pais e é, por isso,
muito importante garantir a sua rentabilizacdo. Por vezes é descurada a importancia
de afecdes como as parasitoses que tém grande influéncia na salude e bem-estar
animal.

Neste estudo foi avaliada a importancia do trematode Fasciola hepatica na engorda
bovina, parasita hepatico com ciclo heteroxeno, participando como hospedeiro
intermediario o caracol L. truncatula. Este parasita causa lesdes fibréticas no
parénquima hepético levando & perda da sua funcdo, diminuindo os niveis de
producao e perdas diretas por reprovacao do érgdo em matadouro. Foi ainda objetivo
deste estudo avaliar a importancia da desparasitacdo contra esta parasitose num tipo
de producédo semi-intensivo e comparar a eficacia de dois principios ativos — Closantel
e Clorsulon.

Serviu de base para este estudo uma exploracdo de bovinos em regime semi-
intensivo, localizada na regido da Moita do Ribatejo, Portugal, considerada endémica
de F. hepatica. Foram incluidos no estudo 19 bovinos machos com idades
compreendidas entre 0s 9 e 25 meses aos quais se aplicou um dnico tratamento com
os dois farmacos a ser testados. Foi recolhida uma amostra de fezes no dia da
aplicacdo e duas amostras apos tratamento com quinze dias de intervalo. Realizaram-
se analises coproldgicas: técnica de sedimentagéo simples e de McMaster Modificado;
e analise seroldgica por ELISA indireto com uso da proteina recombinante APS.
Foram inspecionados os dezanove figados no momento do abate e uma amostra
destes (n=5) analisada para detecédo de fasciolas no seu parénquima.

Todas as amostras processadas com a técnica de sedimentacdo simples
apresentaram resultados negativos. Por sua vez, com a técnica McMaster Modificado
obtiveram-se 73,68% de resultados positivos na primeira amostra e uma diminuicao
para 31,58% na ultima amostra, obtendo-se uma Reducdo de Contagem de Ovos
Fecais entre 90 e 95%. Na andlise serolégica obtiveram-se trés resultados positivos.
Quanto a inspecao dos figados, 78,94% destes foram reprovados devido a fasciolose.
Independentemente da eficacia do tratamento, o tempo que decorre desde a sua
aplicacdo até ao abate ndo é suficiente para eliminar as lesfes que sdo causa de
reprovacao a nivel de matadouro. Assim, conclui-se que o mais importante € prevenir
a infecdo e ndo trata-la, devendo por isso investir-se no controlo do ciclo do parasita
com um bom maneio das pastagens e dos animais e utilizar a desparasitacdo apenas
como auxilio na profilaxia.

Palavras-chave: Bovinos, F. hepatica, APS, Diagnéstico, Coprologia, Serologia.
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ABSTRACT

Gomes, C. A. V. C. 2012. Fasciolosis in beef cattle

Livestock production plays a major role in the economy of a country and is, therefore,
very important to take the best of this production. The animals, especially those
produced in extensive systems, are exposed to various epidemiological hazards,
especially to parasites. Sometimes its importance is overlooked but it is well known that
its presence affects the animals’ welfare and health.

This study assessed the importance of the trematode Fasciola hepatica in cattle, a
liver's parasite with a heteroxen cycle, in which the snail L. truncatula participates as an
intermediate host. This parasite causes fibrotic lesions in the liver parenchyma leading
to the loss of its function that causes a decreased level of production and direct losses
by rejection of the organ in the abattoir. The goal of this study was to evaluate the
importance of deworming against this parasite in a semi-intensive production and
compare the effectiveness of two drugs — closantel and clorsulon.

This study was done in an semi-intensive cattle fattening farm, located in Moita do
Ribatejo, Portugal. This is an endemic area of F. hepatica. Nineteen bulls, aged
between 9 and 25 months, were included in this study, to which was applied a single
treatment with the two drugs being tested. Was taken a sample of faeces at the day of
application and two samples after treatment with fifteen days apart and submitted to
the following coprologic analyses: simple sedimentation technique, modified McMaster
technique. It was also performed a serological test: indirect ELISA using the
recombinant protein, APS. The nineteen livers were inspected at the abattoir and a
sample (n = 5) was collected for analysis and detection of flukes in the liver
parenchyma.

All the samples processed with simple sedimentation technique were negative. With
the Modified McMaster technique, were obtained 73.68% of positive samples to F.
hepatica in the first sample that decreased to 31.58% in the last sample, with faecal
egg count reduction values between 90 and 95%. The serology test showed three
positive results. Concerning the inspection of the livers, 78.94% were rejected.
Regardless of the effectiveness of the treatment, the time from its application to the
slaughter was not sufficient to eliminate the lesions that are the reason for rejections in
the abattoir. We conclude that the most important action is to prevent infection and not
to treat it, and farmers should therefore invest in the control of the parasite through
good management of pastures and livestock, and only use deworming as a prophylaxis
complement.

Keywords: Cattle, F. hepatica, APS, Diagnosis, Coprology, Serology
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1. INTRODUCAO

A preocupacao pela saude animal e o que esta implica na saude puablica € h4 muito uma
prioridade na educacdo do Homem. No século XVII foi criado o primeiro tratado de
helmintologia cientifica por Francesco Redi e desde entdo tém-se elaborado inUmeras
pesquisas no sentido de melhor compreender o ciclo de vida destes parasitas e métodos
para os controlar. Assistimos hoje a um grande desenvolvimento na area da farmacologia,
especialmente no tratamento de doencas, mas no caso de parasitoses o principal interesse
€ prevenir 0 seu aparecimento. A profilaxia deve ser feita ndo s6 farmacologicamente, mas
também através do maneio dos animais e das pastagens. Assim, € muito importante
desenvolver estratégias de controlo das parasitoses que conjuguem estes dois métodos

para que se possa obter a maxima rentabilidade de um animal.

Durante a realizacao do estagio curricular no ambito do Mestrado Integrado de Medicina
Veterinaria, tive a oportunidade de proceder a varias intervencdes de profilaxia,
especialmente em novilhos de engorda. No decorrer do estagio confrontei-me com a
realidade de um produtor com um grave problema de fasciolose na sua manada de bovinos
de engorda. Foi-me entdo proposto fazer um estudo de eficacia do controlo desta parasitose
nessa area para tentar colmatar as perdas econémicas que esta acarreta. O meu estagio
teve, assim, duas componentes praticas: uma no campo e outra em laboratério. Nesta Ultima
tive oportunidade de experimentar novas téchicas para diagnéstico de fasciolose, ndo sé
técnicas coprologicas (Técnica de McMaster modificado), mas também a técnica
imunolégica de ELISA uma vez que tive o privilegio de integrar um grupo de trabalho de
investigacdo da FMV/UTL em parceria com a Facultad de Veterinaria de Lugo, Universidad
de Santiago de Compostela, onde foi utilizada a proteina APS, desenvolvida por esta
faculdade, entre outras proteinas. Neste ambito tive a honra de trabalhar com o Dr. Jaime
Sanchis e com a Dra. Cristiana Cazapal, ambos a preparar o doutoramento naquela

universidade e de, eu propria, realizar todas as técnicas envolvidas neste estudo.

Serve a presente dissertacdo de Mestrado para contribuir para o desenvolvimento das
técnicas de pesquisa de fasciola e alertar para a necessidade de um maneio e controlo
desta parasitose, com o0 objetivo de melhorar o aproveitamento econdémico dos efetivos

bovinos e salvaguardar a Saude Publica.



2. DESCRICAO DAS ATIVIDADES REALIZADAS DURANTE O ESTAGIO
CURRICULAR

No ambito do Mestrado Integrado em Medicina Veterindria, foi realizado um estagio com a
duracdo de 4 meses (aproximadamente 960 horas). Este estdgio teve duas componentes
veterinarias distintas: acompanhamento da equipa de saneamento de bovinos (de leite,
carne e bravos) no Agrupamento de Defesa Sanitaria (ADS) da Peninsula de Setlubal, sendo
gue ADS é uma designacdo caida em desuso, tendo sido substituida por Organizacédo de
Produtores Pecuarios (OPP), e clinica ambulatéria na regido da Moita. Ambas orientadas
pelo Dr. Dario Guerreiro, veterinario executor da OPP e médico veterinario em regime

liberal.

2.1 OPP

Tive oportunidade de acompanhar o programa oficial de erradicacdo de doencas infeciosas
executadas por esta OPP na area dos grandes ruminantes. Esta atividade representa um
importante ponto na epidemiovigilancia de doengas como tuberculose, brucelose, leucose e
peripneumonia contagiosa bovina. Segundo a portaria n.° 122/2003 de 5 de fevereiro, as
OPP devem apresentar um plano sanitario anual onde constem as acdes de profilaxia
médica e sanitarias a executar pelas mesmas. Deve ser detalhado por espécie, de acordo
com os planos de erradicacdo em vigor, baseado, nomeadamente, na classificacdo sanitéria
dos efetivos e regibes envolvidas.

No decorrer do estagio foram saneadas aproximadamente 4.500 cabecas, das quais colhi
uma amostra de sangue em parceria com um auxiliar da OPP e foi realizado o teste de
Tuberculinizag&o intradérmico com contraste, sendo posteriormente verificada a reagcdo aos

antigénios injetados.

2.2 Clinica Ambulatéria na regido da Moita do Ribatejo

Durante o estagio acompanhei o Dr. Dario Guerreiro nos seus servigos veterinarios e, tal
como se pode verificar no grafico 1, apesar da maioria do trabalho clinico se realizar em
bovinos (68%), também acompanhei casos clinicos de pequenos ruminantes, equinos,
animais de companhia e alguns animais silvestres, num total de 200 consultas. Na
casuistica apresentada, ndo foram contabilizadas as vacinacdes nem desparasitacdes

realizadas em varias espécies.



Gréfico 1 — Espécies observadas durante o estagio
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Uma vez que a maior percentagem de consultas foi a bovinos e € também a minha &rea de
interesse, vou cingir a descrigdo dos servicos prestados e o tipo de patologia a esta espécie.
Assim, podemos ver no grafico 2 que ha alguma discrepéncia no tipo de patologia que
atinge os bovinos de leite e 0os bovinos de carne, apesar de a causa mais frequente para
requisitar os servicos veterinarios seja comum nas duas espécies — problemas respiratoérios.
Podemos verificar que os bovinos de leite tém mais patologias do foro metabdlico enquanto

os de carne tém mais problemas digestivos e locomotores.

Gréfico 2 — Tipo de consulta prestada comparativamente a bovinos de carne e de leite
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No que se refere as patologias mais frequentes podemos ver os gréficos 3 e 4.



Gréfico 4 — Patologias mais observadas durante o Grafico 3 - Patologias mais observadas
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No decorrer deste estagio tive oportunidade ndo sé de aprofundar a area de medicina
interna mas também auxiliei em 10 cirurgias. A mais frequente foi a corre¢cdo de
Deslocamento de Abomaso a Esquerda (40%) pela técnica de abomasopexia paralombar
direita. Também tive oportunidade de acompanhar exames reprodutivos de 6 exploracdes
de leite as quais eram realizadas visitas a cada 15 dias. Fizeram-se também visitas
esporadicas do foro reprodutivo a outras exploracdes. Quanto a exploracdes de bovinos de
carne, a frequéncia de exames reprodutivos € menor, porém, hd uma procura cada vez
maior deste tipo de servicos por parte desta area de producdo. Quanto ao controlo da
fertilidade, foi efetuada sincronizacdo de cios em 2 explora¢des, aplicando o método CIDR
(Controlled Internal Drug Release). Pude também acompanhar o Dr. J. Pedro Canas Simdes
na realizacao de alguns exames androl6gicos.

Considero que este estagio contribuiu bastante para a minha formacao profissional e
pessoal e permitiu solidificar a opcdo de me dedicar a area clinica ao longo da minha vida
profissional e de querer sempre procurar mais conhecimento, porque a Medicina Veterinaria

€ uma area em constante adaptacao.




3. FASCIOLOSE EM BOVINOS DE ENGORDA

3.1 Introducéao
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Parasitismo, que é talvez a relacdo interespécies mais especializada, implica fortes
interacbes genéticas entre o parasita e 0 seu hospedeiro, 0 que leva a uma co-adaptacao
entre as duas espécies (Hurtrez-Bousseés et al., 2001). Por definicdo € uma associacao
heterotipica negativa, com beneficio praticamente unilateral, de caracter fisiolégico (Cordero
del Campillo & Rojo Vazquez, 1999).

Com a industrializacdo, o homem potenciou a contaminacdo parasitaria ao confinar um
grande namero de animais a um pequeno espaco, alterando as condi¢cbes naturais em que
estes se deveriam encontrar. H4, porém, muitas parasitoses, sendo uma delas a fasciolose
que, ao ter um ciclo heteroxeno, necessita de um hospedeiro intermediario que dificiimente

se estabelece num tipo de producéo intensiva.

A fasciolose, designada vulgarmente por papo ou papeira, amarilha ou figado podre (Silva
Leitdo, 1978) é uma parasitose provocada pelo treméatode Fasciola hepatica, conhecida em
termos vernaculos como “Grande duvia do figado”. Sdo grandes trematodes de forma
folidcea, que parasitam canais biliares e intestino de mamiferos, portadores de uma cuticula
espinhosa, responsavel pela sua acdo patogénica mecanica, e testiculos e ovarios muito
ramificados, responsaveis pelo seu potencial bidtico. O seu ciclo biol6gico é heteroxeno e
pode ter como hospedeiros definitivos ovinos, bovinos, e menos frequentemente suinos,
caprinos, equinos, leporideos e Homem, entre outros.

Tem uma distribuicdo quase cosmopolita, ocorre sob a forma enzodtica em quase todo o
mundo e é responsavel pela chamada “anemia de inverno”. Em Portugal a espécie Fasciola
hepatica distribui-se de Norte a Sul, predomina nas regibes pantanosas sujeitas a
inundacgdes periddicas (Vales do Minho, Mondego, Douro, Vouga, Tejo, Sado, Mira e outros)
e nos microclimas do Alentejo, Beiras, Algarve (em zonas de regadio). A sua frequéncia
depende da presenca do hospedeiro intermediario — molusco gastropode do género
Lymnaea, dos quais existem no mundo cerca de 21 espécies (Corréa, 1976). A espécie
Fasciola hepatica nido existe no Sudoeste Asiatico, Africa Tropical, Canada, sendo
substituida por outras espécies.

Fasciolose é provavelmente a infecdo helmintica mais comum em gado bovino, com
prevaléncias de 30 a 90%, principalmente em areas tropicais (Hurtrez-Bousseés et al., 2001).
No mundo, aproximadamente 700 milhdes de bovinos sdo expostos a este parasita, o que,
segundo estudos efetuados na Suica, pode levar a perdas de 52 milh6es de euros anuais, 0
que corresponde a uma perda de cerca de 300€ por cada vaca infetada (Schweizer et al.,
2005).



Em Portugal, muitos milhares de figados séo reprovados todos os anos, por fasciolose
(Conceigdo, 2001). Este 6rgéo é especialmente suscetivel a parasitoses devido a circulagdo
porta que faz dele um 6rgéo de filtragem.

No controlo desta parasitose é imprescindivel conhecer o grau de infestacdo do hospedeiro
intermediario presente nas pastagens. E também importante perceber que tratar animais ja
muito atingidos ndo é economicamente viavel porque, devido ao comprometimento hepatico,
ndo respondem bem a terapéutica. Alem disso, a utilizacdo das pastagens deve ser bem
gerida, pois é pouco util tratar animais que irdo voltar para pastagens contaminadas (Silva
Leitdo, 1978).

O prejuizo associado a esta patologia ndo é apenas consequéncia da reprovacdo de
visceras em matadouro, mas também a diminuicdo do rendimento dos animais e ao

aumento da suscetibilidade a outras doencas.

3.2 Sistemas de Producgé&o de Bovinos de Engorda

O objetivo primario dos sistemas de Producdo Animal é converter produtos vegetais em
produtos animais utilizaveis pelo Homem.

Os sistemas de producgdo podem dividir-se em extensivo, intensivo e semi-intensivo.

O sistema extensivo caracteriza-se pelo aproveitamento direto de recursos naturais, com
pouca ou nenhuma suplementagdo, baixos encabecamentos (n.° animais/unidade de
superficie) e auséncia de instalagbes ou instalagbes muito rudimentares, de abrigo noturno
ou temporario. Os ritmos reprodutivos séo baixos; as épocas de cobricdo/parto alargadas ou
inexistentes (pois 0 macho esta sempre com as fémeas); indices de fertilidade, fecundidade
e prolificidade sdo igualmente baixos. Neste sistema de producdo o crescimento €
habitualmente descontinuo, pois esta dependente da producao sazonal de erva. Os animais
devem ser de racas bem adaptadas a estas condi¢des. Assim, € um sistema de producéo
de baixos custos, porém com baixa produtividade.

No sistema intensivo sdo elaborados planos alimentares cuidados, com especial atencéo
para as fases mais exigentes; utilizam-se alimentos de boa qualidade (concentrados,
silagens, fenos, pastagens semeadas, regadios); mas também se recorre a utilizacdo
intensiva de suplementagbes, nomeadamente de vitaminas e minerais. As instalagbes séo
tecnicamente complexas, de grande investimento, geralmente dimensionadas e concebidas
para estabulacdo permanente que permitem encabecamentos elevados. Os ritmos
reprodutivos séo elevados (intervalo entre partos minimo); as épocas de parto concentradas
(machos afastados das fémeas — efeito macho); pratica-se inseminacao artificial e métodos
hormonais (sincronizagéo de cios e de partos, estimulo da taxa de ovulag&o); por sua vez 0s
indices de fertilidade, fecundidade e prolificidade sdo também elevados. Os animais séo
geneticamente muito trabalhados nas suas caracteristicas produtivas. Este sistema € um

sistema de produc&o com elevados custos, compensado por uma elevada produtividade.
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Por sua vez, o sistema semi-intensivo € um sistema misto ou intermédio entre o extensivo e
o intensivo, sendo que a intensificagcdo pode estar mais ou menos acentuada conforme o0s
objetivos do produtor.

Quanto aos segmentos de producdo de bovinos de engorda, dividem-se em duas fases:
Fase M3e e Fase Filho. A Fase Mée inclui as vacas adultas e os vitelos até ao desmame. E
perfeitamente admissivel que as futuras progenitoras, na Fase Mée, estejam num sistema
mais extensivo enquanto que na Fase Filho, que contempla o crescimento e engorda entre o
desmame e o abate dos novilhos, € mais rentavel que estes sejam criados em sistemas
mais intensivos.

Entre as racas mais exploradas em Portugal a raca Limousine é a que tem maior rendimento
verdadeiro da carcaca (69-71%), seguida da Charolesa (67,5-69%), Saler (64-65%),
Holstein-Frisia (63%), Mertolenga (61,8%), Mirandesa (60,7%), Alentejana e Barrosa
(59,5%) (Caldeira, 2009).

O efetivo mundial de bovinos tem vindo a aumentar desde 1961, sendo que o pais com mais
bovinos é o Brasil, sequido da india e China.

Em suma, a producdo animal tem como objetivo obter o0 maximo rendimento de um animal
com os menores custos. E impreterivel que seja atingido um equilibrio entre estes dois
objetivos. O ponto essencial para ter o maximo rendimento de um animal € que este esteja
saudavel. Assim, é importante que se invista no controlo de possiveis doengas com planos
de vacinacao e desparasitacdo. Esta Ultima € importante e requer um estudo prévio para
conhecer quais as espécies de parasitas mais comuns em determinada regido.

Uma vez que o meu estagio foi realizado na regido da Moita e esta é um zona endémica de
Fasciola hepatica, esta dissertacdo de mestrado vai centrar-se nesse tema, procurando
averiguar quais as mais-valias para a producdo animal obtidas através do controlo desta

parasitose.

3.3 Histoéria

A presenca de Fasciola hepatica na vida do Homem remonta aos seus antepassados mais
longinquos. Esta foi representada pelo Homem primitivo, em cavernas, associada a animais
da espécie bovina. Também séo conhecidas algumas representacdes deste parasita feitas
pelos egipcios antigos (Taylor, 1965).

A primeira referéncia a fasciolose como doenga remonta a 1200 no livro “Black Book of
Chirk” (Andrews, 1999). Contudo a sua existéncia € anterior, pois segundo um estudo
parasitoloégico de coprolitos no Jura, Franca, foram identificados ovos de F. hepatica em
locais do neolitico (Bouchet et al., 1996).

Jean de Brie refere em 1379 a doenga “liver rot” em ovinos, mas nao descreve o parasita

nem o associa a doenga (Heras, 1974).



A primeira descricdo da F. hepatica, incluindo a figura deste verme, foi realizada pelo
naturalista Francesco Redi, em 1684, e foi em sua homenagem que Filippi, em 1855,
designou as formas larvares por “rédias” (Euzéby, 1971).

O helmintologista alemédo David Weiland, em 1875, parece ter sido o primeiro a observar
“sacos cercarianos” no gastropode Lymnaea truncatula. Vinte anos mais tarde este foi
identificado como hospedeiro intermediario da F. hepatica por Thomas e Leuckart (Andrews,
1999) e estes mostraram o ciclo de vida completo deste parasita, embora apenas em 1892,
por Lutz, se conseguiu provar a infecdo do hospedeiro definitivo por ingestdo por

metacercarias.

3.4 Taxonomia

Segundo Linneu (1758) (citado por Cordero del Campilho & Rojo Vazquez, 1999), Fasciola
hepatica tem a seguinte classificagdo filogenética:
Reino Animalia
Subreino Metazoa
Filo Platyhelminta
Classe Trematoda
Subclasse Digenea
Ordem Echinostomatida
Familia Fasciolidae
Género Fasciola
Espécie Fasciola hepatica
Fasciola gigantica Asia, Africa, Sul de Espanha - HI Lymnaea natalensis
Fasciola magna América do Norte, Canada
Fasciola buski Extremo Oriente - HI Planorbis (parasita intestino delgado do

porco e homem)

3.5 Morfologia

Linneu (1758) (citado por Cordero del Campilho & Rojo Vazquez, 1999) descreveu este
parasita como um verme de forma folidcea, achatado dorsoventralmente e com simetria
bilateral (figura 1). Sendo as suas dimensdes aproximadamente 30mm de comprimento e
13mm de largura, em que o terco anterior € mais largo que o posterior e descreve um
alargamento escapular denominado ombros. Apresenta um cone cefélico onde se localizam
os o6rgaos de fixacdo - duas ventosas: ventosa oral e cavidade bucal, em posicéo anterior, e
ventosa ventral, ou acetabulum, ao nivel dos ombros.

E revestido por uma cuticula com espinhas projetadas para tr4s, de cor amarelo-

acastanhada denominada tegumento.



A cavidade corporal € preenchida pelo parénquima, consistindo em fibras conjuntivas e
células fixas ou livres de Vvarios tipos, as quais estdo rodeadas por fluidos corporais.

As formas imaturas tém entre 1 a 2 mm e formato de lanceta (Urquhart et al., 1998).

Figura 1 — Fasciola hepatica, verme adulto (a esquerda imagem adaptada de
http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/parasitologia/images/fasciolastruc-

b.jpg; a direita original)
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3.6 Tegumento

O tegumento tem uma espessura de 15 a 20um, este é a superficie do parasita e € através
deste que se realizam as trocas com o hospedeiro, sendo estas a absor¢do de nutrientes e
a libertacdo de produtos de secrecao/excrecao.

Consiste numa camada sincicial de extensfes citoplasmaticas de células cujos nucleos se
localizam abaixo de uma lamina basal descontinua (Fairweather, Threadgold & Hanna,
1999). O tegumento é uma camada metabolicamente ativa que esta envolvida na absorcao
de nutrientes, osmorregulacdo e excrecdo, mas também confere protecdo contra agbes de
defesa do hospedeiro. As suas secrecdes tém uma funcdo digestiva e parecem estar
envolvidas na defesa contra rea¢ges imunitarias por parte do hospedeiro.

O limite externo do tegumento é uma membrana plasmatica provida de espinhas proteicas
agucadas.

A membrana celular mais interna do tegumento sincicial esté ligada a protusdes, em forma
de dedo, das células do parénquima cujo corpo celular est4d situado sob as faixas
musculares circular e longitudinal. Nestas células foram identificados diferentes tipos de
corpos secretores. No parasita adulto foram identificados como sendo do tipo 1 e 2 e, um
terceiro tipo, designado TO, foi identificado na adolescercaria recém desenquistada,

evoluindo para T1 logo que estas formas penetram no figado do mamifero. O conteudo


http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/parasitologia/images/fasciolastruc-b.jpg
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destes corpos secretores, uma vez libertado, parece servir como estimulo antigénico para o
hospedeiro (Fairweather et al., 1999).

O sistema muscular confere ao verme grande motilidade e grande variedade de
movimentos, 0 que, juntamente com as espinhas superficiais, constitui um fator irritante para

as mucosas do hospedeiro (Conceigéo, 2001).

3.6.1 Sistema digestivo

O sistema digestivo deste parasita é rudimentar, sendo constituido por uma boca, faringe,
esOfago musculoso e intestino, que se divide em dois ramos cegos laterais. Estes sdo muito
ramificados e estendem-se em direcdo posterior. O intestino € constituido por uma camada
simples de células epiteliais ciliadas. Estas estdo localizadas na lamina basal e s&o
contornadas por fibras musculares circulares e longitudinais. O intestino tem células com
funcdo de absorgcdo e outras com funcédo digestiva. Os produtos que ndo sdo absorvidos
pelas células intestinais sdo periodicamente regurgitados (Fairweather et al., 1999).

3.6.2 Sistema excretor
Os oOrgaos excretores sdo do tipo protonefridial. O componente fundamental é a célula

terminal que estd embebida no parénquima do verme.

3.6.3 Sistema reprodutor
Fasciola hepatica € um parasita hermafrodita. Faz geralmente cépula cruzada mas por
vezes ocorre autofecundacgédo produzindo descendéncia viavel.
O aparelho reprodutor masculino é constituido por dois testiculos ramificados preenchendo
a porcao central do corpo. Destes saem vasos eferentes que se unem na zona anterior e
formam o vaso deferente, que alarga para formar a vesicula seminal, no interior da bolsa do
cirro. No interior desta bolsa estéo ainda as glandulas prostaticas e o cirro (pénis).
Por sua vez, o aparelho reprodutor feminino é constituido por um ovério Unico, situado a
direita da linha média, anterior aos testiculos e é ramificado. Segue-se um oviduto cuja
porcdo proximal alargada em infundibulo se denomina o6tipo. O oétipo é rodeado por
glandulas unicelulares - glandulas de Mehlis — e recebe através do ducto vitelino
substéncias segregadas pelas glandulas vitelinas ou vitellarium, glandulas localizadas nas
margens laterais do parasita. E no o6tipo que se da a composicdo do ovo e a formagéo da
parede deste. O Utero localiza-se anteriormente aos testiculos, sai do oétipo e estende-se
até ao poro genital feminino. O poro genital feminino abre-se no receticulo seminal, perto da
abertura do recetaculo seminal, abre-se no oviduto um outro canal — o canal de Laurer.
Fasciola hepatica apresenta um grande potencial bidtico. Em infecdes moderadas cada
individuo elimina 3000- 3500 ovos/dia, sendo que o niumero de ovos eliminados pelas fezes
pode chegar a 20.000/dia. No entanto, depende de fatores relacionados com o hospedeiro e

com o parasita e varia consoante a hora do dia, as estacdes do ano, o grau de parasitismo,
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duracdo da infecdo, reinfecbes e a alimentacdo (influencia o esvaziamento biliar).
Independentemente destas variagdes sao eliminados ovos durante todo o ano (Cordero del
Campillo & Rojo Vazquez, 1999).

E preciso ter especial atencdo aos exames coprolégicos negativos. Em casos avancados de
infe¢cdo h& acumulacao de adultos na vesicula biliar impedindo a saida de bilis e de ovos.

Os ovos deste parasita sdo de grandes dimensdes, 130-150um por 63-90um, tém forma
elipsoide, uma cor castanho-dourado tipica, séo operculados e ndo embrionados (figura 2).

Figura 2 — Ovo de Fasciola hepatica (ampliado 140x — Original)

3.6.4 Sistema nervoso
Na Fasciola hepatica a integragdo dos estimulos tem lugar através de neurénios e células
neurosecretoras que libertam mediadores para o espago intercelular perto das células alvo
ou 0Orgéos.
O sistema nervoso consiste em dois ganglios cerebrais com uma comissura de ligagdo no

extremo anterior do verme, situados dos dois lados da faringe.

3.7 Ciclo de Vida

O ciclo de vida da Fasciola hepatica (figura 3) € um ciclo heteroxeno, complexo, que pode
ser dividido em duas fases: (1) desenvolvimento exdégeno — reproducdo assexuada, que € 0
periodo que decorre entre a saida do ovo para o exterior nas fezes e a reinfegdo do
mamifero. Dura 3 meses e nela participa o Hospedeiro Intermediario (HI) (gastropodes
anfibios dos géneros Lymnaea, Bulinus e Physa); (2) a fase intramamifero — reproducao
sexuada, na qual decorre a migracao e desenvolvimento da forma adulta nos canais biliares
do Hospedeiro Definitivo (HD). Esta dura 2,5 meses.

Assim, torna-se um ciclo de vida muito longo (5,5 a 6 meses), com grandes perdas que sédo
compensadas pelo hermafroditismo e intensa multiplicagdo das formas larvares em que de
um so ovo sao produzidas numerosas cercérias.

As condi¢des ecoldgicas necessarias ao desenvolvimento do seu ciclo sdo a humidade e

oxigenagdo, sendo muito comum encontrar estes parasitas em toalhas de agua pouco
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profundas. A temperatura 6tima ao seu desenvolvimento sdo 22°C (que no nosso pais
corresponde as estagfes primavera e outono).

Quanto as condicdes desfavoraveis, podemos apontar verdes muito quentes ou
temperaturas muito baixas (<10°C).

Estas condi¢cdes determinam ndo s6 a sobrevivéncia, bem como a duracédo dos estadios de

desenvolvimento do parasita tanto no meio externo como no hospedeiro intermediério.

Figura 3 — Ciclo de vida de Fasciola hepatica
(http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Fascioliasis.htm)
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3.7.1 Fase extramamifero
Esta fase pode dividir-se em 5 etapas:
- expulsado dos ovos nas fezes pelo HD para o exterior;
- desenvolvimento e eclosdo do miracidio a partir do ovo e sua penetracdo no Hl,
gastrépode do género Lymnaea truncatula;
- desenvolvimento e multiplicacdo dos esporocistos e sua evolucédo para rédias e por fim
cercarias;
- emergéncia da cercaria a partir do molusco e sua migracao e enquistamento na vegetacao,
denominando-se metacercaria;
- ingestao posterior das metacercarias pelos HD.
O desenvolvimento embrionario e pés embrionario é exégeno e assexuado sendo que, um

miracidio pode dar origem a mais de 600 cercarias (Urquhart et al., 1998).
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Ovo

Os ovos sdo expulsos juntamente com as fezes, ndo sdo segmentados nem embrionados.
Este s6 se desenvolve se as condi¢cdes geo-climaticas forem propicias. A temperatura ideal
para o seu desenvolvimento é 10° a 30°C, mas podem resistir doze meses a 4 - 5°C, dois
anos a temperaturas inferiores a 4°C e apenas 24 ou 12 dias a -15° e -40°C respetivamente.
O pH ideal para o seu desenvolvimento é 7, mas variacdes entre 4,2 e 9,0 sio toleradas. E
necessario um ambiente aerdbio, o que requer desagregacdo da massa fecal e que o ovo
fique coberto por uma pelicula de agua. Se estas condi¢Bes se verificarem, desenvolve-se

dentro do ovo uma larva mével denominada miracidio.

Miracidio

Embrido ciliado, de forma triangular, que abandona o ovo ao fim de 9 dias de incubagéo e
procura o HI. Tem uma glandula apical com enzimas proteoliticas que permite a abertura do
opérculo para que possa ser expulso do ovo. Possui granulos de reserva que esgotam em
24 horas. Porém, para que este penetre o HI com sucesso tem de o encontrar nas primeiras
trés horas de vida (Urquhart et al., 1998). De acordo com Neuhaus (1953), citado por
Ollerenshaw (1959), é por fototropismo positivo e uma reagdo quimiotatica, a uma distancia
maxima de 15cm, que permite ao miracidio detetar o caracol e penetra-lo em qualquer ponto
da sua superficie. Neste momento perde a sua cuticula ciliada, alcan¢a os vasos linfaticos e
sanguineos e estabelece-se nas glandulas digestivas e ai evolui para esporocisto (Corréa,
1976).

Esporocisto
O crescimento do esporocisto ocorre no hepatopancreas. Cada esporocisto consiste huma
massa indiferenciada de células germinativas, com 1mm, que da origem a esporocistos de

segunda geracédo ou a cinco ou dez rédias.

Rédia

Forma-se a partir das células germinais do esporocisto, alimenta-se ativamente dos tecidos
do HI. Tem 1 a 3 mm. Quando as condi¢Bes sdo adversas para o caracol, as rédias, em vez
de produzirem diretamente cercérias, produzem rédias de segunda ou terceira geracao
(rédias-filhas) por pedogénese, para aumentar exponencialmente o numero de cercarias e
assim poder compensar a possivel destruicdo de algumas delas pelas condicdes
climatéricas ou nutricionais desfavoraveis (Cordero del Campillo & Rojo Vazquez, 1999). As

suas migrac6es podem levar a morte do hospedeiro intermediério.

Cercéria
Com corpo semelhante ao adulto, mas apresenta uma cauda. Formam-se dentro das rédias

e abandonam o HI quando maduras (apds sete a oito semanas da infecdo). Posteriormente,
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fixam-se a superficies firmes, geralmente plantas aquaticas da familia do agrido, onde
enquistam formando as metacercarias infetantes.

A libertacdo das cercarias estd relacionada com o habitat e com comportamentos do
hospedeiro definitivo, pois a sua emergéncia tem uma periodicidade diurna que coincide
com o periodo de atividade do hospedeiro definitivo (Cordero del Campillo & Rojo Vazquez,
1999).

Metacercaria

A cercéria perde a cauda e enquista dando origem a metacercarias, com 0,2mm de
didmetro. Estas ndo se reproduzem e fixam-se através da ventosa ventral e mantém-se
enquistadas nas superficies, geralmente de plantas aquaticas, constituindo a forma de
resisténcia deste parasita. O invélucro protege-as da influéncia desfavoravel do frio, calor,
dessecacdo, bactérias, fungos e permite que elas sobrevivam no meio externo por longos
periodos de tempo (até 12 meses) (Cordero del Campillo & Rojo Vazquez, 1999). Esta é a
forma infetante para o HD que se infeta ao ingerir a metacercaria enquistada no seu
alimento.

Nas superinfecdes dos caracois, 0os miracidios invasores tém pouca probabilidade de
prosseguir o ciclo e as reinfecdes ndo constituem uma preocupac¢do porque 0s caracois
infetados geralmente morrem quando abandonados pelas cercarias (Corréa, 1976).

Todo o ciclo esta completo ao fim de 6 a 7 semanas, porém pode tardar mais se as
condicdes climatéricas forem desfavoraveis (Urquhart, et al., 1998).

3.7.2 Fase intramamifero
Os hospedeiros definitivos sédo vertebrados, mais comummente mamiferos ruminantes como
bovinos e ovinos, podendo também infetar outros ruminantes como 0s caprinos, zebus e
biafalos e, embora com menor incidéncia, porcos, equinos e Homem. Alguns mamiferos
selvagens sdo também alvo deste parasita, como a lebre, o coelho, cervideos ou javali
(Cordero del Campillo & Rojo Vazquez, 1999), foi também descrita a infecdo em aves
(Vaughan, Charles & Boray, 1997). E possivel, por vezes, que estes hospedeiros atuem
como reservatorios de infegéo.
O HD infeta-se ao ingerir metacercarias presentes na pastagem, embora também seja
possivel que ocorra em animais estabulados através de agua contaminada, feno ou silagem
mal produzida.
A fase intramamifero compreende trés processos: (1) desenquistamento da metacercaria,
(2) migracao transperitoneal da adolescercaria até atingir o parénquima hepatico e sua
maturacdo em fasciola adulta nos canais biliares e vesicula biliar, e por fim, (3) postura de
OVOS.
No entanto, nem todas as metacercérias ingeridas conseguem alcancar o figado e muitas
perdem-se nas fezes ou em migragcfes intraorganicas. Ocasionalmente podem ocorrer
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localizacbes errédticas visto que as fasciolas imaturas podem atravessar o0 peritoneu ou
passar a corrente sanguinea e serem transportadas a outros locais como pulméao, pancreas,
rim, coragao, linfonodos, timo e alguns podem infetar o feto em animais gestantes (Cordero
del Campillo & Rojo Vazquez, 1999).

O desenquistamento compreende duas fases:

— Fase de ativacdo: nos ruminantes ocorre no rimen devido a altas concentra¢des de CO,,
ambiente redutor e temperatura de 37°C, enguanto nos ndo ruminantes a ativacdo pode
ocorrer no estomago ou no intestino delgado (Heras, 1974).

— Fase de emergéncia: ocorre no intestino delgado, abaixo da abertura do ducto colédoco.
Este fendmeno é desencadeado pela acao da bilis e pela acdo de uma enzima do préprio
parasita que Ihe induz movimentos musculares (Andrews, 1999).

As jovens adolescercarias atravessam a parede intestinal, migram através da cavidade
peritoneal durante as seguintes 24 horas, até atingirem o figado e penetram através da
capsula de Glisson as 90 horas pos infe¢éo (Cordero del Campillo & Rojo Vazquez, 1999). A
maioria dos parasitas atinge este 6rgdo apos 4 a 6 dias da infecdo e atingem os canais
biliares ap6s 5 a 6 semanas.

O periodo pré-patente € de 10 a 11 semanas, intervalo em que se da a maturacédo da F.
hepatica e esta inicia a postura de ovos, logo, o periodo minimo para se completar um ciclo
€ 17 a 18 semanas (Urquhart et al., 1998).

Quanto a nutricdo, as formas adultas podem ser hematéfagas (0,2ml sangue/dia) e
histéfagas (epitélio biliar, tecido inflamatério); as formas jovens sdo essencialmente
histéfagas, o que dificulta a eliminacéo pelo tratamento farmacolégico.

A longevidade da F. hepatica em ovinos ndo tratados pode ser de anos, uma vez que nao
ha evidéncias de que os ovinos fiqguem naturalmente imunes a F. hepatica; em bovinos, é

geralmente inferior a um ano (Mitchell, 2002).

3.8 Mecanismos de Patogenicidade

Os mecanismos de patogenicidade estédo divididos em diretos e indiretos. Os efeitos diretos
séo consequéncia da invaséo, estabelecimento, alimentagdo e multiplicagdo no hospedeiro.
Incluem a ingestédo e destruicdo de tecidos e sangue, uma vez que séo histéfagos na fase
imatura e hematéfagos na fase adulta. Produzem irritacdo das superficies epiteliais com as
quais entra em contacto, devido ao seu tegumento espinhoso. Os efeitos indiretos estdo
associados as migracdes que podem veicular outros agentes infeciosos, podem provocar
obstrucéo do fluxo biliar e facilitar a multiplicacdo de agentes que em condi¢cdes normais nao
provocariam doenca (Cordero del Campillo & Rojo Vazquez, 1999). A nivel dos hepatécitos,
as proteinas somaticas de F. hepatica alteram a permeabilidade da membrana e o

metabolismo proteico, lipidico, dos carbohidratos e mitocondrial (Wesolowska et al., 2012).

15



Os indiretos tém, com frequéncia, uma maior influéncia na produtividade e bem-estar do

hospedeiro e consistem nas respostas do hospedeiro as agdes diretas.

3.9 Hospedeiro Intermediario

Apesar de diferentes espécies de Lymnaea poderem ser infetadas, a L. truncatula (figura 4)
€ a espécie de hospedeiro intermediario predominante na Europa (Hurtrez-Bousseés et al.,
2001). E um molusco anfibio de ampla distribuicio em todo o mundo. Em Franga, em 1998,
foi descrita a presenca de F. hepatica no género Planorbis leucostoma, apesar de este
apenas poder ser parasitado por fasciola se simultaneamente estiver presente
Paramphistomum daubneyi (Abrous et al., 1998).

3.9.1 Classificagao

Segundo Cordero del Campillo e Rojo-Vazquez, 1999, Lymnaea truncatula tem a seguinte
classificagao filogenética:
Reino Animalia, Subreino Metazoa, Filo Mollusca, Classe Gastropoda, Subclasse
Pulmonata, Ordem Basommatophora, Familia Lymnaeidae, Género Lymnaea e Espécie
preferencial na Europa é Lymnaea truncatula

L. tomentosa Austrdlia, Nova Zelandia

L. columella ~ América do Norte, Austrdlia, Nova Zelandia

L. bulimoides  Sul dos Estados Unidos, Caribe

L. humilis América do Norte

L. viator América do Sul

L. diaphena  América do Sul
A familia Lymneidae tem uma longa e controversa histéria sistematica e ainda hoje a

definicdo de critério de classificagdo é um tema de estudo.

Figura 4 — Lymnaea truncatula (Original)

3.9.2 Ciclo devida
Sao hermafroditas, tém capacidade de autofecundacdo facultativa, mas a reproducdo é

geralmente por fecundacdo cruzada. P6em ovos na lama ou na agua ao longo de todo o
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ano. A quantidade de ovos depende, entre outros fatores, da temperatura e da
disponibilidade de alimento. O maior indice de ovopostura verifica-se no més de agosto e 0s
mais bem alimentados tém maior taxa de postura. O periodo de incubacdo também varia
com a temperatura e esta descrito uma duragdo minima de 11-12 dias a 21-30°C.

Uma vez nascidos, os caracOis comecam logo a alimentar-se sozinhos, tém um
desenvolvimento rapido e alcangam a maturidade aos 20 dias (Heras, 1974). Apés alcancar
0 estado adulto, medem cerca de 6-8 mm.

3.9.3 Bidtipo/Ecologia
Estes moluscos tém uma distribuicdo geogréafica muito ampla. Desenvolvem-se em habitats
semiaquaticos, aguas claras, paradas ou de pequena corrente, a baixas profundidades. Os
seus habitats podem ser permanentes, como charcas, cursos de agua, margens de lagoas,
etc..., ou temporarios, que podem ser constituidos por marcas de cascos, sulcos de rodas
ou pocas de agua (Urquhart et al., 1998). Estes ultimos podem revelar-se locais bastante
perigosos, uma vez que é onde se multiplicam exponencialmente, invadindo as pastagens,
principalmente em anos humidos e quando as condi¢cdes hidrolégicas da zona sao
favoraveis (inundagdes, alagamentos) (Crossland, 1976). Estudos sugerem que 0s caracois
normalmente permanecem no mesmo habitat durante o ano e que a sua disperséo pode ser
consequéncia de movimentos ativos, transporte por flutuacdo ou por mamiferos e aves
(Heppleston, 1972).
Podem encontrar-se em quase todo o tipo de solos, no entanto preferem terrenos argilosos,
com dificuldades de drenagem e pH levemente acido, sendo os niveis de pH
excessivamente acidos prejudiciais como ocorre em zonas pantanosas e areas de musgo e
um meio hidrico de movimento lento (Urquhart et al., 1998). Heras (1974) refere ainda que
existem plantas que s6 por si podem fazer suspeitar da presenga de caracOis (agrido,
juncos, randanculos, verénicas, festuca).
A temperatura ideal para o desenvolvimento € entre 15 a 22°C. Temperaturas constantes
acima dos 21°C tornam-se desfavoraveis e abaixo dos 5°C o desenvolvimento é retardado
(Urquhart et al., 1998). Heppleston provou que o crescimento é mais rapido no verdo, mas
h& uma grande mortalidade. Pelo contrario, no inverno, o crescimento € mais limitado, mas a
mortalidade é muito baixa
Quanto a nutricdo, na natureza, o humus proveniente da decomposicéo das plantas constitui
a sua principal fonte de alimento. Em ambiente laboratorial recorre-se a algas, sendo a de
eleicdo a alga Oscillatoria formosa (Conceicdo, 2001), mas foi descrito que a L. truncatula

pode digerir qualgquer planta.

3.9.4 Fatores que afetam o desenvolvimento do molusco
Os fatores mais importantes que influenciam o ciclo de vida da L. truncatula sdo a
temperatura e a nutri¢cao.
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Estes podem resistir a grandes periodos de seca (estivacdo) e a baixas temperaturas
(hibernacéo) ao penetrarem na lama profunda. Apesar de resistirem, o seu desenvolvimento
€ marcadamente mais lento ou interrompido durante estes periodos (Urquhart et al., 1998).
Quando as condi¢Bes sao desfavoraveis, os caracéis podem sobreviver, segundo Heras
(1974), durante cinco anos em estivacao.

A densidade populacional € um dos fatores que varia inversamente com o desenvolvimento
e a fertilidade do molusco (Ollerenshaw, 1959). A alimentac&o tem um efeito direto sobre o
crescimento do caracol e sobre o grau de parasitismo. Quanto melhor for o estado de
nutricdo dos moluscos e maiores as suas dimensdes, maiores sao as dimensdes e 0s
nameros das formas larvares no seu interior (Ollerenshaw, 1959). A idade dos caracois
também ¢é fator importante para o parasitismo. Quanto mais jovem for o caracol, maior
capacidade tem para atrair o miracidio (Andrews, 1999).

Sob condi¢bes ideais de temperatura, humidade e alimentacdo, em duas semanas, a

infec&o por Fasciola hepatica provoca altera¢cdes no hospedeiro.

3.9.5 Suscetibilidade/Resisténcia
O HI de F. hepatica é por exceléncia a L. truncatula. No entanto a adaptacdo a outros
moluscos pode ocorrer através de passagens por este. A ndo compatibilidade com outros
limnideos manifesta-se por resisténcia absoluta, resisténcia em funcdo da idade, baixa
suscetibilidade e alta mortalidade nos adultos. Um hospedeiro ndo apropriado, ainda que se
deixe infetar, exerce um efeito supressivo no desenvolvimento do parasita. Rondelaud e
Dreyfuss (1995) também demonstraram a importancia do hospedeiro definitivo na
capacidade de propagacdo da infecdo por parte da L. truncatula. Estes autores verificaram
gue a percentagem de moluscos infetados com miracidios de ovos provenientes de coelho
era menor comparativamente com o0s de origem bovina e ovina e a emissdo de
metacercérias era também significativamente inferior.
Segundo Boray (1969) (citado por Conceicao, 2001) a L. truncatula pode ser infetada com F.
hepatica de trés origens diferentes, que continua a transmitir esta parasitose com éxito. No
entanto, as outras espécies de Lymnaea ndo tém esta capacidade, apenas conseguem
terminar o ciclo se a F. hepatica for originaria do mesmo pais.
Em Portugal, embora nas areas de fasciolose animal possam ocorrer além de L. truncatula
outras espécies de Lymnaea (L. peregra, L. palustris, L. stagnalis, L. auricularia) e Physa
acuta, estudos demostraram que apenas L. truncatula é suscetivel e a Unica que se
encontra parasitada na natureza, quer em Portugal, quer em Espanha (Conceigéo, 2001).
Estd provado que o parasita exerce efeitos nefastos no seu hospedeiro intermediario,
incluindo castracdo ou diminuicdo da fertilidade, aumento da mortalidade, destruicdo da
glandula digestiva, alteragbes metabolicas (deslocacdo da energia da reproducéo para o

crescimento, induzindo gigantismo) e aumento da sensibilidade ao stress ambiental (Wilson
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& Denison, 1980). Infecdes experimentais revelam que o parasita induz elevada mortalidade
em caracois provenientes de populagfes com baixas prevaléncias naturais em comparacéo
com aqueles provenientes de populacdes com prevaléncias elevadas. No entanto, outros
estudos indicam a possibilidade de coadaptagdo entre hospedeiro e parasita (Hurtrez-
Bousseés et al., 2001).

3.10 Fasciolose Bovina

Uma vez que este estudo se baseou na infecdo de novilhos de engorda, em seguida vai ser
dada especial atencdo a Fasciolose Bovina.

3.10.1 Epidemiologia
A fasciolose tem uma grande importancia veterinaria e em Saude Publica, visto poder infetar

o Homem (antropozoonose). E endémica em muitas partes do mundo e em Portugal ja

alguns focos de infecdo foram reportados e estudados em Humanos.

Uma vez que o ciclo de vida de F. hepatica € um ciclo heteroxeno e com formas livres, esta

muito dependente das condi¢gBes ecoldgicas para o seu desenvolvimento. Assim, ha trés

fatores principais que influenciam a producdo de grandes quantidades de metacercérias
necessérias aos surtos de fasciolose.

¢ Disponibilidade de habitats adequados aos moluscos - o desenvolvimento do caracol
requer temperaturas de 15 — 25°C (primavera/verao) e necessita no minimo 6 — 7
semanas para que haja emissédo de cercérias (fim de verdo/outono). Esta € a infecao
mais comum e é denominada “infecdo de verao”. Assim, o verdo/outono é o periodo de
méximo risco de infecdo dos HD, pois este periodo coincide com o esgotamento dos
pastos e 0 aproveitamento das zonas de regadio, onde ha maior concentracdo de
metacercarias. Porém, caracdis infetados em outubro do ano anterior, nos quais o
desenvolvimento cessou durante o inverno, vao libertar as cercarias na primavera/verao.
Esta infecdo é denominada “infecao de inverno” (Urquhart, et al. 1998).

e Temperatura — Como foi referido ha pouco, as temperaturas ideais estao entre 15 — 25 °C
(sendo a temperatura 6tima 22°C). Para que os caracois se reproduzam e para que haja
desenvolvimento de F. hepatica no seu interior, € necessaria uma temperatura
diurna/noturna média de 10°C ou mais, sendo o ideal 15°C. Toda a atividade cessa a
menos de 5°C ou a mais de 30°C. Sendo que, este € também o intervalo ideal para
desenvolvimento e eclosdo dos ovos de F. hepatica.

¢ Niveis adequados de humidade e oxigenacao, saturacdo do solo e pH — os moluscos
intermediarios encontram-se preferencialmente em toalhas de agua pouco profundas,
onde libertam as cercarias que enquistam em plantas aquéticas.

No que diz respeito aos periodos de maior risco de infegdo, este seria na primavera, pois,

apesar da eliminagdo de ovos ser ininterrupta ao longo do ano e de estes resistirem no
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ambiente a temperaturas baixas, os mesmos acumulam-se nos pastos durante o inverno
aguardando as condi¢des termohidrogréaficas favoraveis ao seu desenvolvimento, > 15°C e
HR 100%, isto €, na primavera.

Outro fator a considerar é o sistema de pastagem utilizado. Pastagens partilhadas com
ovinos podem constituir uma fonte continua de contaminagdo. Também o0s animais
silvestres podem atuar como reservatério e serem responsaveis pela manutencdo e
disseminacdo da infecdo na auséncia de bovinos ou ovinos. E por fim, o sistema de
transuméancia praticado nalgumas regifes também pode contribuir para disseminar a
infecéo.

Um fator que influencia a epidemiologia deste parasita é a aquisicdo de resisténcias pelos
bovinos.

Quando é avaliada a prevaléncia de fasciolose segundo a idade, os dados indicam que
animais com mais de dois anos de idade tiveram maior prevaléncia que animais mais novos.
Isto pode dever-se & maior duragdo de exposicdo a infecdo precocemente (Yildrim et al.,
2007). Quanto ao sexo, a maior parte dos estudos ndo encontra diferengas, porém, os que
obtiveram, relatam uma maior incidéncia em fémeas, pensa-se que pelo facto de estas
serem selecionadas para reproducdo enquanto que os machos sédo geralmente abatidos
mais precocemente (Yildrim et al., 2007). Em relagdo a raca, ha também divergéncias de
resultados de varios estudos, mas provavelmente a maior prevaléncia numa determinada

raga pode coincidir com o tipo de alimentacéo (Yildrim et al., 2007).

3.10.2 Fisiopatologia
A fasciolose aguda é causada pela migracéo das formas imaturas de F. hepatica através do
parénquima hepatico. Os sinais clinicos ocorrem ao fim de 6 a 7 semanas apos ingestao de
metacercarias e nesta altura as formas migratérias tém uma grande agdo mecéanica sobre o
figado, provocando insuficiéncia hepéatica e hemorragia. Posteriormente evolui para
fasciolose crénica, havendo uma resposta fibrética por parte do figado (Radostitis et al.,
2007).

3.10.3 Relacdo Hospedeiro/Parasita
Consoante a espécie de hospedeiro definitivo, hd uma variagdo consideravel na
suscetibilidade & infecdo e nas respostas imunes contra o parasita. E sugerido que estas
variagcbes no sistema imunitario do hospedeiro resultariam de varias pressdes seletivas,
sendo esta hip6tese apoiada por factos como: a morfologia dos parasitas adultos e ovos
variar consoante o hospedeiro; a glutationa-S-tranferase apresentar uma maior variabilidade
em parasitas de bovinos do que nos parasitas de ovinos; o sucesso de infecdes
experimentais de caracois ser marcadamente diferente entre miracidios obtidos de

diferentes hospedeiros definitivos (Hurtrez-Bousses et al., 2001).
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Pensa-se que os mecanismos subjacentes a diferenca de suscetibilidade dos hospedeiros a
infecdo por F. hepatica, estdo relacionados com a capacidade do hospedeiro desenvolver
fibrose do figado, de atrasar a migracdo através do parénquima hepatico e pela extensao da
resposta inflamatéria do hospedeiro.

Os hospedeiros definitivos podem ser agrupados quanto a suscetibilidade face a esta
parasitose em trés grupos: os de baixo, médio e alto nivel de resisténcia.

O primeiro grupo, de baixo nivel de resisténcia, inclui os ovinos, caprinos, coelhos, entre
outros. Estes sdo muito recetivos a infecdo e ndo desenvolvem resisténcia a reinfegdo. Isto
porque apesar de haver uma reacdo tecidular ndo ha producdo de tecido fibroso, nem
reacao celular suficiente para imobilizar ou destruir o parasita. A prevaléncia de infecdo na
espécie ovina é superior a qualquer outra espécie de hospedeiro definitivo.

No segundo grupo, de médio nivel de resisténcia, encontramos o0s bovinos, equinos,
cervideos, o Homem, entre outros. Estes por sua vez adquirem alguma resisténcia a
reinfegdo. A extensa fibrose hepatica que se desenvolve em resposta a primoinfecao facilita
a resisténcia pois dificulta a alimentagéo do parasita.

No terceiro e Ultimo grupo, de alto nivel de resisténcia, encontramos o cdo, o gato, o porco,
o javali, entre outros. Nestes ha uma eliminacdo das formas jovens durante a migracéo
hepatica e as formas adultas que se estabelecem encapsulam, ndo constituindo uma fonte
de agresséao para o hospedeiro.

A fasciolose bovina € uma doenca economicamente importante que geralmente se torna
cronica e subclinica em bovinos (Clery, Torgerson & Mulcahy, 1996). A cronicidade deve-se
nao so a fatores mecéanicos devido a fibrose perilobular hepatica mas também a calcificacédo
dos canais biliares desenvolvida na primoinfecdo. Também estdo presentes fatores
imunoldgicos humorais e celulares (Conceigéo, 2001).

As fasciolas ao longo do ciclo de vida intramamifero, produzem e libertam grandes
guantidades de moléculas denominadas produtos de excrecao/secrecao (E/S) (Dixit, Dixit &
Sharma, 2008). Durante a migracdo in vivo e cultura in vitro, os contetdos do lumen
intestinal do parasita sao regularmente regurgitados (Beckham et al, 2009). Nestes produtos
estdo incluidas as Catepsinas L, que correspondem a enzimas implicadas em a¢des como:
a progressdo do parasita pelo intestino e parénquima hepatico por destruicdo das proteinas
intersticiais da matriz como a fibronectina, laminina e colagénio; a aquisicdo de nutrientes
por catabolizacdo das proteinas do hospedeiro em péptidos absorviveis (Dixit et al., 2008); e
na modulagdo do sistema imunitario do hospedeiro por clivagem das imunoglobulinas,
reducdo da atividade dos linfocitos (Cancela et al, 2008), ativacdo da via alternativa dos
macroéfagos (Flynn & Mulcahy, 2008). Foi ainda demonstrado que a catepsina L € capaz de
suprimir a resposta imunitaria das células Theper tipo 1 (Th1l) em animais de laboratorio

infetados, tornando-os mais suscetiveis a infe¢cdes bacterianas concomitantes.
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Enquanto as catepsinas L sdo predominantes nas fases adultas, ha indicacdo de que a
principal protease segregada pelas fases juvenis é da classe das catepsinas B (Wilson et al,
1998). A importancia das catepsinas B est& relacionada com a sobrevivéncia das formas
juvenis, nomeadamente na invasdo do hospedeiro através da parede intestinal. Estas
enzimas tém atividade em ambientes acidos (células gastrodérmicas do parasita) e neutros
(tecidos/fluidos do hospedeiro) e sdo segregadas para os tecidos do hospedeiro nas
primeiras cinco semanas de infecdo. E sugerido que, ao contrario das catepsinas L, as
catepsinas B sdo muito menos suscetiveis a inibicdo das cistatinas (proteinas inibidoras das
proteases) do hospedeiro e também estas podem ser objeto de estudo para futuras
terapéuticas ou vacinacdes (Beckham et al, 2009). Os helmintes podem expressar cistatinas
para regular a atividade das proteases do proprio parasita. Dentro de um curto espaco de
tempo apds o desenquistamento, a expressao das catepsinas € ativada para permitir a
rapida penetracdo da parede intestinal do hospedeiro, por isso as cistatinas podem ser
necessarias para proteger os jovens parasitas das suas préprias proteases. Estas cistatinas
podem ter a funcdo adicional de modulacdo do sistema imunitario, como a inibicdo da
apresentagdo de antigénios, activacdo policlonal e indugdo da resposta Th2 (Khaznadji et
al., 2005).

Um outro constituinte dos E/S, a tioredoxina peroxidase, também parece ser capaz de
subverter a resposta do hospedeiro, por recrutamento e ativacdo da via alternativa dos
macréfagos (Donnelly et al., 2005). Foi demonstrado que o aminodacido prolina € produzido
pelos parasitas adultos e pode estar envolvido na inducdo da hiperplasia do epitélio dos
ductos biliares (Wolf-Spengler e Isseroff, 1983). Estes produtos em contacto estreito com o
sistema imunitario do hospedeiro, induzem uma resposta anticorpo especifica, que pode ser
utilizada no imunodiagndstico precoce de infecbes por F. hepatica (Jacquiet, 2008).

A natureza da resposta imune desenvolvida contra Fasciola hepatica permanece
desconhecida (Clery et al., 1996). A supressao preferencial das células Thl incluindo a
producdo de interferdo gama (IFNy) e a inducdo seletiva de células Th2 que produzem
citoquinas, de entre as quais IL-4 que estd associada a secrec¢do de IgG; e IgE, € uma
resposta imune frequente na presenca de infe¢gdes por helmintoses (O'Neill, 2000). Brown et
al (1994) identificaram células ThO e Th2 em vacas infetadas cronicamente e ndo encontrou
células Thl (citado por Clery et al., 1996). Ortiz et al., em 2000, descreveram pequenas
flutuagBes nos titulos de anticorpos de bovinos coincidentes com os periodos de maior e
menor infecao.

Apesar de os eosinofilos se unirem a partes do tegumento do trematode jovem, este Ultimo
parece perder a camada superficial para escapar da lesdo (Urquhart et al., 1998), também
h& estudos que indicam que as fasciolas produzem enzimas capazes de clivar a ligacao dos

anticorpos a sua superficie.
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Assim, ao suprimirem a resposta Thl, aumentam a suscetibilidade do hospedeiro definitivo a
outras infegbes, como € o caso da infegdo por Salmonella dublin (Aitken et al., 1978) e
Mycobacterium bovis. Foi recentemente demonstrado que a infecdo por F. hepatica pode
comprometer a sensibilidade dos testes para o diagnostico da tuberculose (Flynn et al.,
2007).

O numero de parasitas adultos presentes varia com a idade, o sexo e imunidade do
hospedeiro, a fecundidade do parasita e fases da infe¢éo (Phiri et al., 2006).

Chauvin, Bouvet e Boulard (1995) provaram que as migracdes para os ductos biliares, numa
segunda infecdo, sdo mais rpidas.

Por sua vez, as lesdes de migracdo criam um ambiente anaerdbio que predispbe ao
aparecimento da “doenca negra”’ (hepatite infeciosa necrética) devido a infecdo por
Clostridium novyi que culmina huma toxémia mortal (Mitchell, 2002) e hemoglobinuria bacilar
por C. haemolyticum (Kaplan, 2001).

Foi também descrita a possibilidade de fixacdo de complexos imunes nos glumérulos renais

provocando uma glomerulonefrite (Marques, Scroferneker & Edelweiss, 2005).

3.10.4 Diagnéstico clinico
O diagnéstico clinico deve basear-se no quadro clinico, na ocorréncia sazonal, nos tipos de
clima prevalentes e na historia prévia de fasciolose na exploracéo ou de identificacdo de
habitats de caracéis (Urquhart et al., 1998). Durante a procura de sinais clinicos na
exploracdo, apesar de ndo serem sinais patognomonicos, devem ser suficientemente
expressivos para que o veterinario possa diagnosticar a doenga (Heras, 1974).
A sintomatologia é variavel de acordo com a carga parasitaria, com a fase de
desenvolvimento parasitario e com a espécie de hospedeiro envolvido. O sinal mais comum
€ a “anemia de inverno” (caracterizada mais a frente), se bem que esta varia conforme as
condi¢bes climatéricas (Corréa, 1976). Segundo Heras (1974) e Malone (2002), em bovinos,
s6 ha doenca clinica quando a carga parasitaria € superior a 200 fasciolas.
Podemos distinguir trés formas clinicas de fasciolose: aguda, subaguda e crénica. H& ainda
uma forma hiperaguda ou hipoplética, que ocorre nos ovinos. Esta passa despercebida e o
animal é encontrado morto na posi¢ao tipica de descanso com o focinho apoiado no chéo
(Heras, 1974).
O aparecimento destas formas clinicas estda relacionado com a disponibilidade de

metacercarias no pasto, nimero de metacercarias ingeridas e idade do HD.

- Forma aguda

Afeta especialmente ovinos (adultos e jovens) e caprinos, e menos frequentemente vitelos.

Esta forma estd associada a ingestdo de grande numero de metacercarias num curto

periodo de tempo (Cordero del Campillo & Rojo Vazquez, 1999). Admite-se que o maior

grau de infecdo dos ovinos se deva aos seus habitos alimentares, uma vez que estes se
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alimentam das porcdes mais baixas da vegetacdo, onde ha maior concentracdo de
metacercarias. Pelo contrario, os bovinos ingerem a por¢cdo mais alta das folhas o que os
torna menos suscetiveis a contaminacao por metacercérias (Corréa, 1976).

Os sinais caracteristicos da forma aguda estdo associados a hepatite traumatica provocada
pela migracdo das formas imaturas pelo parénquima hepatico, sendo o0s sinais mais
comuns: morte subita na pré-paténcia (2 a 6 semanas pos-infecdo) com perda de sangue e
faléncia hepética; anemia hemorrdgica aguda (normocitica, normocrémica); hipertermia,
depressdao, inapeténcia, perda de apetite, perda de condigéo corporal, ictericia, palidez das
mucosas, taquipneia e dispneia de esforco por pneumonia secundaria, dor abdominal,

atonia ruminal, hepatomegalia e ascite.

- Forma subaguda

Tal como a forma aguda, a forma subaguda afeta ovinos (adultos e jovens) e caprinos, pois
esta associada a ingestdo de grande numero de metacercarias, mas neste caso a exposi¢cao
faz-se durante um periodo de tempo suficientemente longo para ndo causar um processo
agudo. Nesta fase a morte ocorre entre 10 a 20 semanas poés-infe¢ao (p.i.).

Os sintomas sdo muito semelhantes a forma aguda, e a nivel de necrdpsia ja se encontram

algumas fasciolas adultas nos ductos biliares.

- Forma Cronica

Forma clinica mais frequente em bovinos, esta associada a ingestao de pequeno nimero de
metacercarias durante um periodo prolongado, permitindo reinfe¢cdes consecutivas, que, no
caso dos bovinos, proporciona desenvolvimento de alguma resisténcia a estas reinfecoes.
Corresponde a presenca de adultos nos ductos biliares que ai exercem acdo hematéfaga e
alteram a arquitetura dos ductos biliares e do parénquima hepatico, provocando cirrose biliar
progressiva com distensdo dos condutos biliares espessados, fibrosos ou mesmo
calcificados.

Os sintomas clinicos sdo observados principalmente no final do inverno e inicio da
primavera e caracterizam-se por anemia, hipoproteinemia (hipoalbuminemia);
emagrecimento progressivo (a perda progressiva de condi¢cdo corporal é mais visivel em
animais com alimentacdo pobre); perdas na producdo de carne, leite (Mezo, 2011) e 1§;
diminuicdo da taxa de crescimento; constipacao intestinal intensa durante a qual as fezes
eliminadas sdo duras e quebradicas e por fim diarreicas; hepatomegalia com dor a palpagéo
(Cordero del Campillo & Rojo Vazquez, 1999) e edemas (figura 5). O edema € geralmente
submandibular e conhecido vulgarmente como papo ou papeira. Inicialmente o edema
aparece ao fim de cada dia, visto que os animais pastam muito tempo com a cabeca baixa.
Durante a noite, com a cabec¢a mais elevada, o edema desaparece. Com a progressdo da
doenca o edema torna-se mais acentuado e permanente. Aparece também edema

abdominal (Silva Leitdo, 1978). Embora outros autores refiram que o edema submandibular
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e a ascite ndo sao comuns e nao ha relatos de dor a palpagcédo, nem hepatomegalia (Cordero

del Campillo & Rojo Vazquez, 1999).

Figura 5 — Fasciolose Bovina — Edema submandibular (Original, Moita)

A perda de peso é um sinal muito caracteristico e a diminuicdo do extrato seco do leite é
muito importante, uma vez que o figado tem uma funcéo ativa na sintese da gordura, da
qual a F. hepatica altera o bom funcionamento (Heras, 1974). O intervalo entre partos pode
aumentar em 4,5 dias (Charlier et al., 2007).

A causa de anemia € desconhecida, embora haja algumas hipoteses que a expliguem. Uma
defende que se deve a hemorragia hepatica causada pela migracdo das formas imaturas,
outra que alega que podera derivar da alteracdo do metabolismo do ferro que estimula a
eritropoiese e ainda outra que defende que é causada pela acdo hematofaga dos adultos,
embora alguns autores afirmem que a acdo hematdfaga, numa fase mais avancada da
infecdo, fica limitada pelo espessamento dos canais biliares. Pde-se também a hipotese da
anemia se dever a libertagdo de uma toxina hemolitica segregada pelo parasita, ou dos altos
niveis de prolina provocarem supressao da hematopoiese.

A hipoalbuminemia e hiperglobulinemia sé@o as alteragfes das proteinas séricas associadas
a fasciolose mais relevantes. Desenvolvem-se em duas fases: a primeira coincide com a
migragdo das adolescercarias e caracteriza-se por uma leve hipoalbuminemia,
provavelmente devido a diminuicAo da sua producdo, aliada a expansdo do volume
plasmatico, associada a uma hiperglobulinemia mais pronunciada, que provavelmente se
deve ao desenvolvimento de uma resposta imunitaria com producdo de imunoglobolinas. A
segunda fase coincide com a presenc¢a de adultos nos ductos biliares e associa-se a uma
hipoalbuminemia, por perda da albumina para o intestino e reducdo progressiva da
globulina. Assim, o aumento da sintese de albumina provavelmente desvia os aminoécidos
disponiveis dos outros metabolismos proteicos (musculo, leite, 18). Isto justifica a diminuicdo
de produtividade associada a esta parasitose (Mehlhorn, 2001).

A fasciolose crénica apresenta multiplas modalidades e esta dependente da resisténcia
genética do animal parasitado e da viruléncia especifica do trematode (Silva Leitdo, 1978).
Esté provado que o gado bovino desenvolve resisténcia imunolégica contra F. hepatica. Por
sua vez, NOS ovinos, esta resisténcia € menor ou mesmo inexistente. Quanto ao

desenvolvimento parasitario, Dixon, 1964, demonstrou que as fasciolas crescem mais
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rapido, mas com menor prolificidade nos ovinos do que nos bovinos (citado por Hurtrez-
Bousses et al., 2001).

Muitas vezes, nos bovinos, a fasciolose pode ser agravada com infe¢cdo por
tricostrongilideos gastrointestinais, sendo a Ostertagia ostertagi um dos helmintes de maior
relevancia clinica (Mitchell, 2002). Estas duas parasitoses quando presentes em simultaneo
tém um efeito aditivo e ndo sinérgico (Charlier et al., 2007).

Uma vez que o ciclo evolutivo deste trematode e a sua prevaléncia dependem do clima,
foram desenvolvidos sistemas de previsdo baseados em dados meteorolégicos que
calculam a provavel época e gravidade da doenca (Urquhart et al., 1998). A limitacdo destes
sistemas de previsdo € ndo haver um modelo de transmissao subjacente de todo o ciclo do
parasita para construir 0 mapa, assim, efeitos cumulativos ndo séo considerados (Knubben-
schneizer, 2008).

Assim, o reconhecimento dos habitats dos caracois, identificacdo dos sinais clinicos e,
acima de tudo, andlise dos exames laboratoriais, v8o confirmar a presenca deste parasita
gue pode permanecer clinicamente silencioso, mas economicamente dispendioso
(Schweizer et al., 2005).

3.10.5 Diagnéstico laboratorial

A fasciolose, pela sua acdo sobre o figado e sistema circulatoério causa varias alteragdes
passiveis de serem medidas a nivel laboratorial. No que refere a agdo sobre o parénquima
hepatico e canaliculos biliares, é de prever que haja alteracdes ao nivel das enzimas
hepéaticas. As mais sensiveis sdo a glutamato-desidrogenase (GLDH) e a gama-
glutamiltranspeptidase (GGT), e com efeito, na presenca desta parasitose a GLDH é
libertada quando ha lesé@o das células parenquimatosas, tornando-se os niveis elevados nas
primeiras semanas de infecdo. Por outro lado, a GGT é libertada quando ha lesdo das
células epiteliais que revestem os ductos biliares, mantendo os niveis elevados por um
periodo de tempo mais longo (Urquhart et al., 1998). Na auséncia de outros dados, o
aumento da atividade plasmatica da GLDH ou da GGT indica fasciolose aguda e subaguda
ou cronica, respetivamente (Cordero del Campillo & Rojo Vazquez, 1999). Porém, também é
possivel observar alteragbes nas enzimas sorbitol desidrogenase (SDH) e gamma-glutamil
transpeptidase (OCT), que geralmente se encontram aumentadas.

A hipoproteinemia moderada, com hipoalbuminemia e aumento dos niveis das
imunoglobulinas, assim como a anemia, a eosinofilia e a leucocitose sédo indicadores
secundarios ndo especificos. A auséncia destes ndo pode excluir a presenca de parasitas
(Simsek et al., 2006).

Globulinas alfa e beta s&o proteinas indicadoras de inflamacdo e encontram-se algumas
vezes aumentadas. As gamaglobulinas sé@o particularmente indicadoras de reacdo imunitaria

relacionada com a infecdo parasitaria, com a producao de imunoglobulinas especificas (IgG,
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IgM), que séo parcialmente protetoras e o0s seus valores aumentam logo nas primeiras
semanas de infecdo (Ortiz et al., 2000).

A anemia é um indicador de cronicidade, mudando de normocitica para macrocitica no inicio
da fase cronica, e a eritropoiese ferropénica, consequente da diminuicdo da sintese de
hemoglobina pela falta de ferro, conduz ao desenvolvimento de microcitose e hipocromia
numa fase mais avancada (Valero et al., 2008).

A concentracdo de bilirrubina sérica e a contagem diferencial de leucdcitos sdo bastante
especificos desta parasitose e podem ser facilmente medidos e sem grandes custos
associados (Mekroud, Chauvin & Rondelaud, 2007). A eosinofilia surge durante a migracao
intra-hepatica das adolescercéarias e permanece quando 0s parasitas se tornam adultos.

A nivel académico pode fazer-se recolha ecoguiada da bilis diretamente da vesicula biliar
(Rapsch et al., 2006) e também biopsia hepatica por pungdo para diagnéstico

histopatologico, esta Ultima é apenas aplicada em ovinos (Scherer et al., 1999).

3.10.6 Achados de necrépsia
Atualmente ainda ha muitos figados reprovados a nivel de matadouro (Conceicdo, 2001),
especialmente de bovinos devido a auséncia de sintomatologia nesta espécie. Porém, se a
cirrose for circunscrita aos canais biliares pode fazer-se a limpeza da zona atingida e
aprovar para consumo humano o resto da viscera (Veloso, 2012).
A sensibilidade dos técnicos dos matadouros para este tipo de patologia permite que haja
um bom controlo desta parasitose a este nivel, embora esta pratica seja limitada na
presenca de infecbes moderadas ou muito precoces. Cerca de um ter¢o das infegbes néo
séo assinaladas no matadouro e o retorno da informag&o ao produtor ndo é assegurado
Na forma aguda as lesGes mais frequentes sdo: hepatomegalia; superficie do figado com
trajetos hemorragicos; parénquima hepatico friavel; rotura da cépsula de Glisson e
hemoperitoneu; por vezes visualizam-se fasciolas imaturas no parénquima. Também os
linfonodos hepéticos estdo alterados apresentando-se tumefactos e podem mesmo ser
encontradas fasciolas jovens no seu interior (Corréa, 1976). Tal como, na presenca de
infecGes macicas e repetidas, se pode desenvolver peritonite. O exame mais minucioso dos
trajetos tracados pela F. hepatica revela que no interior do seu limen esta por vezes
preenchido por um exsudado amarelo-esverdeado, composto por infiltrados celulares
primarios ricos em ferro e porfirina, e onde muitas vezes se encontram formas imaturas ou
até formas adultas (Phiri et al., 2006).
Na forma cronica, as lesdes mais frequentes sao:
AlteracBes do parénquima hepdético (figura 7): cicatrizacdo das lesdes causadas pelas
migragdes; lesbes inflamatorias induzidas pelos antigénios de superficie e secretados pelas
formas imaturas; fibrose/esclerose do parénquima hepdético - a fibrose € mais marcada no

figado dos bovinos; a incisdo, contém um ndmero variavel de parasitas adultos, que por

27



vezes nao € proporcional a extensao das lesdes. Estas lesfes sdo mais acentuadas no lobo
ventral do figado, onde a migracdo parasitaria maxima ocorre (Cordero del Campillo & Rojo
Vazquez, 1999). O tecido fibroso também €& depositado no espaco porta. Por vezes as
formas imaturas ndo conseguem alcancar os ductos biliares formando quistos fibrosos no
parénquima hepatico (Phiri et al., 2006).

Colangite hiperplasica: hiperplasia do epitélio dos ductos biliares; infiltracdo de eosindfilos,
linfécitos e macrofagos em resposta a presenca de adultos que exercem uma agéo
traumatica devido as suas espinhas do tegumento. A fasciolose leva também a
predisposicdo para formagdo de célculos (Corréa, 1976). Nos bovinos € caracteristica a

calcificacao distréfica dos ductos biliares (figura 6).

Figura 6 - Figado de bovino Figura 7 — Figado de bovino reprovado
apresentando calcificagdo distrofica em matadouro (Original, Matadouro
dos ductos biliares (Original)

STEC, Montijo)

e LS _?

A nivel microscopico, as seccbes de fasciolas presentes nos ductos biliares e no
parénquima hepatico estdo rodeadas por neutréfilos e os hepatécitos adjacentes com lesdes
degenerativas. Os ductos biliares menores apresentam uma severa descamacao epitelial e
os ductos maiores tém alteracbes hiperplasicas do epitélio e estdo rodeados por fibrose
difusa. Também podem ser observados alguns macréfagos e células de Kupffer com
hemossiderose (Phiri et al., 2006).

Quando ha migracdes ectopicas e as fasciolas se instalam nos pulmdes, as lesbes
provocadas consistem em nodulos subpleurais nas por¢des periféricas do pulmédo. O seu
didmetro varia entre um a varios cm e consistem em abcessos finamente encapsulados com
contetdo gelatinoso, purulento e acastanhado. O parasita morto ou vivo permanece nos

detritos, é pequeno e dificil de encontrar (Stalker & Hayes, 2007).

3.10.7 Diagnostico coprolégico
O diagndstico de fasciolose, baseia-se usualmente na observacédo e contagem de ovos de
fasciola nas fezes. Este é o método de diagnéstico standard para este tipo de infecdo em
bovinos. Estes testes sdo inuteis no periodo pré-patente da infecdo, 8 a 10 semanas p.i.,
pois as fasciolas ainda estdo em fase de migracdo e ha uma relativa baixa eliminacao de
ovos, apesar de esta ser a fase mais patogénica para o hospedeiro, 0 que o torna um
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método de baixa sensibilidade. A observacao de ovos nas fezes € também dificultada se a
carga parasitaria for demasiado reduzida para ser detetada nas fezes (Happish & Boray,
1969; Arias et al., 2006).

A presenca de ovos nas fezes pode ser influenciada por vérios fatores, incluindo a
variabilidade de fertilidade do parasita, a sua idade, o volume de ingesta e a resisténcia do
hospedeiro (Phiri et al., 2006). Segundo Phiri et al (2006), ndo ha correlacdo entre a
presenca de fasciolas no figado e presenca de ovos nas fezes.

No caso dos treméatodes, como apenas 0s ovos sdo eliminados nas fezes, a observagéo
destes macroscopicamente ndo é util. Recorre-se entdo ao seu exame microscopico. Este
pode ser exame direto, pela realizacdo de um esfregaco fecal, que permite evidenciar ovos
de trematodes que se poderiam perder nas téchicas de concentracdo. A limitacdo desta
técnica é o grau de infegdo que, uma vez que se usa uma pequena amostra de fezes, tem
de ser alto para que se obtenha um resultado positivo. Assim, resultados negativos sdo
inconclusivos e tem de se recorrer a técnicas de concentragdo de ovos.

Dentro das técnicas de concentragdo de ovos podemos organizar dois grupos: técnicas de
sedimentacgédo e técnicas de flutuagdo. Sendo os ovos de F. hepatica pesados e densos, as
técnicas de sedimentagdo sdo mais precisas e sensiveis que as técnicas de flutuacdo
(Happish & Boray, 1969; Dorchies, 2006).

Os métodos de flutuacao utilizam solucdes de elevada densidade como o sulfato de zinco e
o iodeto de mercurio. Este ultimo é atualmente limitado devido as caracteristicas poluentes
do mercurio. Quanto ao sulfato de zinco, tem o inconveniente de poder deformar os ovos
devido a fendémenos osmoticos. Assim, as técnicas de sedimentacdo sao mais
recomendadas.

Por vezes, sedimentacdo simples com agua da torneira é suficiente, sendo um método
simples e barato, mas bastante mais moroso que as outras técnicas (Dorchies, 2006). Esta
técnica € especialmente Gtil para diagnostico quantitativo, especialmente para pequenas
infecbes (Happish & Boray, 1969). Pode ser adicionado um corante de contraste ao
sedimento (azul de metileno) que permite destacar a cor dourada dos ovos.

Para colmatar a falta de sensibilidade das técnicas de sedimentagdo podem ser usadas a
filtrac@o e a centrifugacéo para concentragdo de ovos.

Ha estudos que demonstram que tem de haver um minimo de 20 adultos nos canais biliares
para que a eliminacdo de ovos seja detetada em contagem fecal. Assim, um resultado
positivo é a prova definitiva de uma infecdo ativa e de um foco de infe¢éo (Dorchies, 2006) e
deve-se proceder a desparasitacao de todo o efetivo e ndo apenas do animal detetado.

Pode haver erros na identificacdo dos ovos presentes nas fezes, pois podem ter morfologia
semelhante, como é o caso do parasita do ramen, Paramphistomum, cujos ovos podem ser

morfologicamente confundidos, embora pela cor seja facilmente distinguido, pois este
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apresenta uma coloracao branca e ndo dourada como os ovos de F. hepatica (Rapsch et al.,
2006), apresentando também uma forma mais longa e o seu interior mais desorganizado.

As técnicas coproldgicas ndo variam consoante a estacdo do ano, ao contrario das técnicas
serologicas (Charlier et al., 2008).

Segundo Salimi-Bejestani et al (2005a) o método de sedimentagdo ndo é muito eficaz,
sendo os métodos seroldgicos mais fidedignos que este.

3.10.8 Diagnostico seroldgico
Ao longo dos ultimos 25 anos, desenvolveram-se varias técnicas de diagndstico com alta
sensibilidade e especificidade, sendo um exemplo as de diagnéstico seroldgico. Estas
procuram colmatar as falhas nos métodos até agora descritos, tentando ser mais fiaveis e
permitir um diagndéstico mais precoce.
Grande parte dos testes utilizados detetam anticorpos sanguineos, mas também podem ser
detetados antigénios, tanto no soro como nas fezes.
E preciso alguma precaucio ao aplicar estas técnicas na realidade do dia-a-dia, pois a sua
eficiéncia fica comprometida quando se trata de amostras colhidas fora do ambiente
experimental (Rapsch et al.,, 2006). Alem disso, estas técnicas tém um caracter mais
qualitativo que quantitativo, ndo permitindo determinar o grau de infecdo (Charlier et al.,
2007).

3.10.8.1 Técnicas Seroldgicas
Para aumentar o sucesso de diagnéstico durante ambas as fases de pré-paténcia e de
cronicidade da infecdo, foram descritos varios métodos serolégicos. A maioria deles utiliza a
técnica de ELISA. Este tipo de imunodiagnéstico esta a ganhar cada vez mais importancia
em medicina veterinaria pela sua exequibilidade, preco e sensibilidade. Apesar de ja
estarem em desuso por serem mais dispendiosas ou menos fiaveis, sdo ainda utilizadas a
técnica de Enzyme-linked Immunoelectrotransfer Blot (EITB), de hemaglutinagéo direta e
indireta, de fixacdo do complemento, de imunofluorescéncia e de eletroforese.
As técnicas seroldgicas tornam-se uma mais-valia, quando comparadas as limitagées das
técnicas coprolégicas, uma vez que estas permitem identificar a presenca de infe¢do antes
das técnicas coprolégicas, permitindo que se apliguem tratamentos mais precocemente,
mesmo antes do aparecimento de sinais clinicos, com a vantagem de as amostras de
sangue utilizadas nestas técnicas poderem ser utilizadas para pesquisa de outros agentes e
patologias (Dorchies, 2006).
Algumas destas técnicas assentam na detecao de anticorpos usando estratos somaticos ou
produtos de excrecao/secrecdo (ES) do parasita (Hillyer & Santiago, 1979).
Num estudo realizado em 2005a, Salimi-Bejestani et al. concluiram que é possivel que a
dose de metacercarias ingeridas possa afetar o desenvolvimento de uma resposta imunitaria

detetavel serologicamente. Ainda assim, € de esperar que o serodiagnostico detete uma
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infecdo mais rapidamente que a contagem fecal. Bossaert et al (2000), ndo encontraram
relacdo entre o titulo de anticorpos e a carga parasitaria.

Um diagndstico positivo ndo indica necessariamente uma infe¢do atual mas sim uma histéria
de exposicdo ao agente. Inclusive, os anticorpos podem persistir até 6 meses apos
tratamento com triclabendazol de vacas infetadas (Castro, Freyre & Hernandez, 2000).

Ha varios tipos de teste:

a) Testes serologicos para dete¢do de anticorpos no soro:

S&o os mais usados atualmente, recorrem a uma técnica de ELISA indireto, e podem utilizar
antigénio somatico f2 (Institut Pourqueir, Montpellier, France, 1985), antigénios de
excrecao/secrecdo (ES) em bruto ou sob a forma de fracbes purificadas/recombinantes.
Uma das fragfes antigénicas mais ativas é a proteinase catepsina L1 das células do epitélio
intestinal, que cliva imunoglobulinas e inibe a acdo dos eosinofilos sobre os jovens
parasitas.

Os anticorpos sanguineos podem ser detetados 2 a 4 semanas apos a infecao (Paz-Silva et
al., 2003) e podem persistir até 8 meses apés tratamento efetivo (Chauvin, Moreau &
Boulard, 1997). Quando utilizada a técnica de ELISA com APS (proteina de 2,9kDa de F.
hepatica) apo0s aplicacdo do tratamento, a resposta das IgG converte-se em valores
negativos ap6s 4 semanas (Paz-Silva et al., 2005). Esta técnica tem 86% e 88% de
sensibilidade e especificidade respetivamente (Arias, 2010).

A técnica f2-ELISA tem grande sensibilidade e especificidade, 95 e 98,2% respetivamente.
Por sua vez, a técnica ES-ELISA, tem 98 e 96% respetivamente. Estas permitem detetar
infecbes precocemente e os resultados falsos positivos séo limitados quando se utiliza
antigénios purificados. Outro antigénio recombinante usado atualmente, designado rFh8, &
uma proteina de ligacdo de calcio presente nos antigénios ES dos parasitas adultos. Esta
proteina é libertada nas fases de migracdo do parasita e pode estar relacionada com
mecanismos de evasao do parasita. Frequentemente séo encontradas IgG contra rFh8 nos

animais parasitados com fasciola (Silva et al., 2004).

b) Testes seroldgicos para detegcdo de anticorpos no leite do tanque de ordenha:

O método utilizado é o f2- ELISA (Molloy et al., 2005). No entanto, para detetar a presenga
de F. hepatica a partir de amostras de leite, apesar de ripida e de baixo custo, ndo é tdo
fihvel como a partir de amostras de soro, pois esta técnica tem 96% sensibilidade e 80% de
especificidade (Salimi-Bejestani et al., 2005b), uma vez que héa diluicdo dos titulos de
anticorpos e quando ha um resultado positivo todo o efetivo é considerado positivo. Este
facto pode ser colmatado utilizando amostras de leite individuais, e, neste caso, a
sensibilidade das andlises assemelha-se as obtidas através de soro (Mezo, 2011). Reichel
et al, em 2005, demonstraram que, através da primeira técnica, apenas eram detetadas as

exploragcdes com mais de 60% do efetivo infetado. Outro estudo levado a cabo por Salimi-
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Bejestani et al (2005b), detetou exploracBes com apenas 25% do efetivo infetado. Por sua
vez, Mezo (2011), demonstrou que o método de amostras individuais, quando analisadas 3
fracOes da mesma amostra, tem uma sensibilidade de 93,9%. Este autor afirma ainda que
este € um método muito rapido, preciso e deteta exploracdes com apenas 12% das vacas
infetadas.

c) Testes seroldgicos para detecao de antigénios no soro:

Estes permitem detetar a presenca de parasitas vivos e pode ser detetado 6 dias apds a
infecdo, e diminuem 10 semanas p.i. (Arias et al., 2006) pois deteta a migracdo das formas
imaturas. Duménigo e Mezo (1999) demonstraram que uma técnica de ELISA sandwich
baseada num anticorpo monoclonal (ES 78), € um método sensivel, especifico e adequado
para a detecdo de F. hepatica ndo s6 no soro mas também nas também nas fezes de

animais e humanos com fasciolose ativa.

d) Testes serologicos para detegéo de copro-antigénios:

E utilizado um método ultra sensivel, que recorre a anticorpos monoclonais MM3, que
reagem contra produtos de ES de F. hepatica. Permite detetar positividade 1-5 semanas p.i..
Apos tratamento efetivo, os copro-antigénios desaparecem em 2 a 3 semanas, 0 que o torna
um método mais rigoroso. E um método muito mais sensivel que os descritos anteriormente,
visto que deteta copro-antigénios de animais com cargas parasitarias muito reduzidas (uma
a duas fasciolas adultas). Porém, a grande desvantagem deste método € o elevado custo
(Mezo et al., 2004). Foi utilizado na Bélgica, para comparacdo com outros métodos em
investigacdes epidemiologicas, e a sensibilidade e especificidade deste teste foram
respetivamente 94 e 93% (Chatrlier et al., 2008).

3.10.8.2 Antigénios
A par das técnicas de diagnostico usadas, € necessaria a evolugdo dos antigénios usados.
Cada vez mais se procura um antigénio com uma maior sensibilidade e especificidade para
gue as técnicas possam ser mais fiaveis e rigorosas.
O antigénio elaborado através do verme total (estratos somaticos) foi o primeiro a ser
desenvolvido mas tem vindo a cair em desuso pois da aso a muitas rea¢bes cruzadas,
tornando os resultados pouco especificos (Conceicdo, 2001).
Atualmente o mais usado € o antigénio de Excrecéo/Secrecdo (ES) e tem origem quer na
superficie do parasita quer em produtos secretados pelo seu aparelho digestivo.
O antigénio ES de F. hepatica usado nas técnicas de ELISA, eletroforese SDS-page e
hemaglutinacdo, veio mostrar-se mais especifico apesar da sua instabilidade e, por vezes,
dificil reprodutibilidade de perfil de immunoblotting.
Por fracionamento do antigénio ES, surgiu a fragcdo F2, designada como antigénio somético

f2. S&o referidas por varios autores como promissoras no diagnéstico humano.
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Outras proteinas como a proteinase catepsina parecem promissoras no que diz respeito a
sua aplicacao quer ao imunodiagndstico quer a imunoprofilaxia.

Antigénios de Excrecéo/Secrecao (ES): sdo preparados a partir de parasitas adultos obtidos
a partir de um figado contaminado. Estes sao incubados durante 24h a 37°C e 5% CO, em
meio RPMI-1640. O meio é removido cada 3h e depois centrifugado e concentrado (Diaz et
al., 2006). A concentracao proteica é estimada pelo método Warburg e Christian (1941)
tendo albumina sérica bovina como standard, as amostras sdo retiradas em aliquotas e
armazenadas a —20°C (Ortiz et al., 2000).

Antigénio de Superficie (SU): ap0s preparar os antigénios ES, as fasciolas sdo mantidas
num meio especifico e agitados por 30 minutos para que libertem os seus antigénios de
superficie. Os produtos de superficie sofrem dialise a 4°C durante a noite huma solucao
PBS. A solucéo final € centrifugada e a concentragdo proteica estimada, por fim séo
armazenados a —20°C (Ortiz et al., 2000).

Antigénios Somaticos (AS): Apoés extracdo dos produtos de superficie, as fasciolas séo
moidas em gelo seco e sofre um processo semelhante ao descrito anteriormente para os SU
(Ortiz et al., 2000).

Proteinas Recombinantes (rAPS): Uma cadeia de ADN com o gene de interesse é
incorporado num bacteriéfago e é criada uma biblioteca de cADN. Posteriormente estes sdo
inoculados numa bactéria E.coli recombinante que se vai multiplicar e produzir o gene de
interesse em grandes quantidades. Por fim € realizada a extracao e purificacdo da proteina
recombinante e a este produto final da-se o0 nome de ‘antigénio unitario especifico’, que no
caso de ser de Fasciola hepatica recebe a designacdo fhAPS. Este permite reduzir
grandemente o problema de reagcbes cruzadas com outros parasitas (Maria Sol Arias;

Comunicacao Pessoal, 2010).

A técnica de ELISA é especialmente usada para diagndstico de rebanho, pois permite
observacao de varios soros em simultaneo. A técnica de ELISA indireta com APS, pode ser
atil na avaliacdo da eficacia de tratamento em condi¢cdes de campo (Paz-Silva et al., 2005).
Por sua vez, as outras técnicas podem tornar-se pouco sensiveis, pois podem detetar
anticorpos até alguns meses apos a infe¢do estar controlada.

O ideal é associar uma técnica que detete anticorpos e uma que detete antigénios e assim
conseguir um diagnostico mais fidvel que a andlise coproldgica classica (Sanchez-Andrade
et al., 2000).

Com a constante evolugdo na area de investigacdo, sdo agora também aplicadas técnicas
biologia molecular (PCR, entre outras) que permitem detetar infegcbes no periodo de pré

paténcia e realizar estudos epidemioldgicos.

Charlier et al (2008) compararam as técnicas coprologicas com as serologicas (ELISA) e

concluiram que estas Ultimas variam consoante a época do ano, pois a infe¢cdo na primavera
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€ mais antiga que a infecdo no outono e os titulos de anticorpos presentes vao ser
diferentes.

Em suma, ndo existe, atualmente, nenhum teste que possa ser considerado com
sensibilidade de 100% e especificidade também de 100%. Rapsch et al, em 2006,
compararam os quatro métodos de identificagdo de infecdo mais utilizados e obtiveram as
seguintes percentagens de sensibilidade: contagem fecal de ovos - 69,0%, determinagéo da
presenca de ovos na vesicula biliar — 93,4%, detecédo de Ac por ELISA — 91,7% e inspecao
de matadouro — 63,2%. Assim, a sensibilidade da técnica de contagem fecal de ovos é
relativamente aceitdvel para casos cronicos, enquanto a técnica por ELISA n&o se torna

mais acessivel e pratica corrente.

3.10.9 Diagnéstico diferencial
A fasciolose aguda pode ser confundida com hemoncose, hepatite infecciosa necrética,
eperythrozoonose, anthrax e enterotoxémia.
Por sua vez a fasciolose cronica pode ser confundida com deficiéncias nutricionais pelo
cobre e cobalto, outros parasitas internos incluindo os que provocam gastroenterites (como

€ 0 caso da ostertagiose nos bovinos) e com a paratuberculose. (Radostitis et al., 2007).
3.10.10 Tratamento

3.10.10.1 Principios ativos mais utilizados (tabela 1)
Para um trematode como Fasciola hepatica, ha duas formas de entrada dos farmacos
antihelminticos: através do tegumento e por ingestédo oral. A predominancia de uma dessas
formas depende da farmacocinética do principio ativo utilizado.
Uma vez que as formas adultas sdo hematofagas, a forma mais facil de lhes fazer chegar
um farmaco é que este se ligue a proteinas plasmaticas e assim seja ingerido com o
sangue.
Os fasciolicidas pertencem a cinco familias quimicas de acordo com a sua estrutura quimica
e acdo: fenodis halogenados (nitroxinil), salicilanilidas (closantel e oxiclozanida), as
sulfonamidas (clorsulon), os benzimidazéis (triclabendazol, albendazol e netobimina) e os
fenoxialcanos (dianfenetida).
Apenas trés moléculas tém uma atividade simultaneamente adulticida e larvicida: nitroxinil,
closantel e triclabendazol. Todas as outras tém uma atividade apenas adulticida exceto os
fenoxialcanos que tém atividade apenas larvicida.
A escolha do farmaco depende do tipo de producdo. Poucos farmacos podem ser usados
em vacas em lactacdo sem que o seu leite tenha de ser rejeitado. Além disso, o alvo
também deve ser considerado, ou seja, saber qual o estadio de evolucdo dos parasitas que
gueremos controlar. A documentacao legal especifica se o produto € um adulticida (afetando

apenas o0s parasitas com idades de oito ou mais semanas) ou larvicida (afetando apenas
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adolescercarias ou larvas em migracdo com idade até seis semanas) ou efetiva contra todos

os estadios do parasita.

Tabela 1 — Fasciolicidas mais comuns em Ruminantes (Adaptado de Apifarma, 2011)

Intervalo de
Seguranca
. . . . . Via de Dose g ¢
Grupo quimico Principio Ativo Nome Comercial o (GIES)
administracao (mg/Kg)
Leite  Carne
Fendis o )
Nitroxinil Dovenix® Subcutanea 10 X 60
halogenados
Flukiver® Subcutanea 5 X 28
Closantel Tépica 20 X 28
Salicilanilidas Closamectin FF®*
Subcutanea 5 X 49
Oxiclosanida** Zanil® Oral 10 72 28
Ilvomec F®*
Sulfonamidas Clorsulon Bimectin Plus®* Subcutanea 2 X 66
Alverin Plus®
Triclabendazol Fasinex 5-10%® Oral 12 X 28
Albendavet 10%® Oral 10 4 14
Benzimidazois Albendazol
Valben 2.5%® Oral 10 3 12
Netobimina** Hapasil 15%® Oral 20 2 10

* associado a Ilvermectina

** ndo comercializado em Portugal

Fenois Halogenados

Fenois halogenados séo bastante ativos contra parasitas adultos, mas apenas o nitroxinil
mostra boa atividade, embora irregular, contra parasitas entre as 6 e 8 semanas de idade.
Entre os mecanismos de acdo deste grupo estdo descritos a inibicdo de duas enzimas
chave da via respiratéria (malato desidrogenase, succino desidrogenase) e inibicdo da
fosforilagcdo oxidativa. Estes fendmenos impedem a formacdo de ATP e em menos de 3
horas provocam paralisia espéastica no parasita. Sao também visiveis lesdes vacuolares na

cuticula apés a administracdo de alguns compostos deste grupo e rutura do sistema
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reprodutivo em 4 horas (Fairweather & Boray, 1999). O nitroxinil esta disponivel no mercado
com o nome comercial Dovenix® e deve ser administrado via subcutanea na dose de 10
mg/Kg. Desaconselha-se a sua administracdo oral, visto que este é degradado a nivel do
ramen.

O amolecimento das fezes e ligeira perda de apetite pode ser visto em alguns animais apos
o tratamento nas doses recomendadas.

A margem de seguranca destes compostos ndo é tdo alta como a de outros fasciolicidas.
Doses elevadas podem provocar sintomas associados a inativagéo da fosforilagdo oxidativa,
ou seja, hiperventilagéo, hipertermia, convulsdes, taquicardia. Estes medicamentos ndo tém
efeitos teratogénicos (Spinosa, Gérniak & Bernardi, 2006).

Estes farmacos séo eliminados rapidamente nas fezes e na urina.

Salicilanilidas

As salicilanilidas tém acdo adulticida e acdo contra as formas imaturas a partir das 6
semanas, mas ndo sao efetivas contra fases mais precoces, pois a sua acdo € mais eficaz
contra as formas que se encontram nos ductos biliares (Hanna et al., 2006). Podem também
ser usadas no controlo de neméatodes como Haemonchus. Tém uma acdo semelhante aos
fenois halogenados anteriormente descritos, interferem na fosforilacdo oxidativa, diminuindo
a sintese de ATP.

Foi proposta uma forma alternativa para a acao metabdlica do closantel, nomeadamente na
glicolise, com a acumulacédo de glucose 6-fosfato prévia a reducdo do ATP (Fairweather &
Boray, 1999). O closantel tem como denominac¢do comercial Flukiver 5%®, é administrado
por via subcutédnea na dose de 5mg/kg (Apifarma, 2011), ou Closamectin FF® quando
associado a ivermectina. Este pode ser administrado topicamente (pour-on) na dose de
20mg/kg ou injetavel na dose 5mg/kg (Apifarma, 2011).

Na aplicacdo topica a concentracdo plasmatica € menor, 0 que demonstra uma menor
absorcdo a este nivel. Existe também o perigo de animais ndo tratados, ao terem
comportamentos de grooming, serem expostos a pequenas quantidades de principio ativo e
assim desenvolverem resisténcia. Foram feitos varios estudos com lactonas macrociclicas
(por exemplo ivermectina) que comprovam este fenémeno (Laffont et al., 2001; Martin,
Chambers & Hennessy, 2009).

A sua atividade contra os parasitas hematéfagos esta relacionada com a forte ligacdo a
albumina plasmatica e mantem-se ativo na circulagdo por 12 semanas. Em casos de
sobredosagem, os sinais mais comuns sdo a dilatacdo da pupila, exoftalmia, anorexia,
fraqueza e morte. N&o foi relatado efeito carcinogénico, teratogénico ou embriotoxico. E
eliminado nas fezes junto com a bilis e uma muito pequena percentagem é eliminada na

urina.
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Outro farmaco pertencente a este grupo é a oxiclozanida, ndo comercializada em Portugal,
pode ser administrada por via oral na dose 13-16 mg/kg. Tem um efeito significativo contra
os adultos, mas é ineficaz contra a maioria das formas imaturas. Também tem uma forte
afinidade para a albumina plasmética, mas é metabolizado como um metabolito de
glucuronida ativo e eliminado na bilis mais rapidamente. A oxiclozanida é o unico fasciolicida
gue pode ser utilizado durante a lactacdo, uma vez que ndo tem intervalo de seguranca
(Cordero del Campillo & Rojo Vazquez, 1999). Pode haver efeitos colaterais com doses
superiores a 25mg/kg, por exemplo: depresséo, diarreia, perda de peso e diminuicdo da

producao de leite ou até mesmo efeitos neurotdxicos e morte.

Sulfonamidas

Este grupo tem acdo apenas sobre os parasitas adultos ou fasciolas imaturas a partir das 8
semanas. Pertence a este grupo o clorsulon, que tem um mecanismo de agdo Unico. Este
atua ao nivel das enzimas glicoliticas 8-fosfoglicerato-quinase e fosfo-gliceromutase,
inibindo-as, 0 que por sua vez bloqueia a glicélise, que é a principal via metabdlica utilizada
pelo parasita para a produgdo de energia. A reducdo dos niveis de ATP da fasciola &
acompanhada por uma paralisia flacida progressiva (EMEA, 1999). O clorsulon é
transportado pelos eritrocitos através da ligacdo a anidrase carbodnica, tendo acesso ao
parasita, por via oral, durante a ingestdo de sangue. Provoca necrose das células digestivas
do parasita e tem pouca acdo sobre o seu tegumento, limitando-se esta a zona do cone
cefalico (Fairweather & Boray, 1999), mas a origem da sua acao sobre este ultimo é
desconhecida, pois, grande parte do clorsulon é eliminado na urina e ndo na bilis. Assim,
este efeito no tegumento pode ser um efeito secundario a acdo no intestino do parasita
(Meaney et al., 2004). Comercialmente, os produtos mais utilizados que contém clorsulon
sdo lvomec F®, Virbamec F® e Bimectin Plus® sendo portanto raramente administrado
isoladamente, mas sim em combinacdo com ivermectina (Apifarma, 2011). Uma dose de 2
mg/Kg via subcutdnea mostrou ser bastante efetiva contra adultos, podendo haver uma
reacdo no local de administracdo. Pode também ser administrado por via oral.

Nao foi revelado qualquer potencial teratogénico ou cancerigeno deste principio ativo.

Benzimidazois

Os benzimidazo6is mais comuns tém a¢éo predominantemente nematocida e ndo tém grande
acao fasciolicida. Apenas o albendazol, o triclabendazol e o luxabendazol tém acgé&o
fasciolicida. Atuam especificamente por fixacdo as B-tubulinas citoplasmaticas com
consequente inibicdo da polimerizacdo dos microtubulos interferindo com o metabolismo
mitocondrial e ainda afetam a sintese de proteinas. Estes compostos provocam perda das
funcdes vitais de motilidade e alteracdo no sistema reprodutor do parasita (Fairweather &

Boray, 1999). Tém efeito ovicida cerca de oito horas pos tratamento (Kassai, 1999).
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Tanto o triclabendazol como o albendazol sdo metabolizados pelo hospedeiro em
compostos sulfoxidos que sdo mais sollveis e parecem ser 0s principais responsaveis pela
acao fasciolicida. A interagdo entre estes metabolitos e a albumina plasmética, para a qual
tém uma certa afinidade, pode aumentar a disponibilidade dos principios ativos para os
parasitas hematofagos (Chambers et al., 2010).

A netobimina é particularmente interessante porque, como é um sal i6nico, tem boa
solubilidade em agua, o que promove flexibilidade nas suas administracdes. Este grupo de
quimicos é, entre todos os antihelminticos disponiveis, o menos téxico (Taylor, 1992).

No entanto, alguns membros deste grupo tém demonstrado ser teratogénicos nos bovinos.
A netobimina e o albendazol sdo exemplos e tém portanto limitagcdes de utilizacdo em
animais gestantes (Taylor, 1992).

O triclabendazol tem como designagcdo comercial Fasinex® e é administrado por via oral
numa dose de 12,5 mg/Kg (Apifarma, 2011), mas em Portugal apenas esta registado o seu
uso em ovinos (Apifarma, 2011). Atualmente este principio ativo jA pode ser administrado
por via injetavel em bovinos, mas esta formulacdo ndo € comercializada em Portugal. Tem
como nome comercial Triclamax®. Triclabendazol é o Unico antihelmintico especificamente
ativo contra Fasciola hepatica com duas semanas de idade, ou seja, contra todas as fases
larvares migratérias intra parenquimatosas, bem como contra os adultos dentro dos ductos
biliares (Fairweather & Boray, 1999). Este, ao contrario dos outros compostos deste grupo,
nao tem acdo nematocida. Atualmente é usado com éxito contra fasciolose humana.

Taylor (1992) refere que o mecanismo de acao do triclabendazol sobre a F. hepatica nédo é
conhecido e que ndo tem propriedades de ligacdo a tubulina, ao contrario dos outros
membros deste grupo, devendo assim atuar por vias alternativas. Outros autores referem o
contrario e sugerem uma acao semelhante aos restantes compostos do grupo (Brennan et
al., 2007).

Por sua vez o albendazol, de nome comercial Valben 2.5%®, é administrado por via oral
numa dose maior que 0s outros principios ativos, 10mg/kg (Apifarma, 2011). Este pode ser
administrado como suspenséo oral ou como aditivo alimentar (Craig, 1992).

E um anti-helmintico efetivo contra os parasitas adultos com mais de doze semanas de
idade, mas ndo é eficaz para formas imaturas num sé tratamento. Apenas com duas
aplicacdes se pode garantir uma boa protecdo (Malone, 1982) e é ovicida, ao contrario do
triclabendazol que néo afeta a ecloséo dos ovos de F. hepatica (Alvarez et al., 2009).

O luxabendazol, também tem largo espectro de acéo, pode ser usado na dose 10mg/Kg e
mostra grande atividade para formas maduras e alguma para formas imaturas com mais de
seis semanas.

A netobimina deixou de ser comercializada em Portugal para bovinos, mas existe no

mercado a forma comercial para ovinos. A administragdo € feita via oral, dose de 20 mg/Kg
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(Radostitis et al., 2007) e é eficaz contra os parasitas adultos mas também tem alguma

eficacia contra formas imaturas.

Fenoxialcanos

Estes farmacos foram recentemente descritos. Tém a sua acao limitada as formas mais
jovens da fasciola, inclusive formas com apenas um dia de desenvolvimento. Porém a sua
eficacia diminui progressivamente contra fasciolas maduras e adultas (Fairweather & Boray,
1999). Esta particularidade permite que estes farmacos sejam utilizados como profilaxia no
controlo desta parasitose. Pertence a este grupo a dianfenetida, que € metabolizada no
figado e transformada numa amina com acao fasciolicida. A alta concentracdo no figado
deste metabolito explica a sua ac¢do sobre formas imaturas, sendo que estas estdo
presentes no parénquima hepatico o que dificulta a chegada de outros farmacos com
distribuicdo sanguinea. O seu mecanismo de acdo é ainda desconhecido (Fairweather &
Boray, 1999)

Hidrocarbonetos halogenados

Os farmacos pertencentes a este grupo ja estdo caidos em desuso devido a sua toxicidade
e baixa eficacia. Sdo exemplos, o hexacloroetano que era o Unico principio ativo permitido
nos Estados Unidos em vacas leiteiras (Rendell, 1980) e o tetracloreto de carbono que foi

durante muitos anos a droga de eleicdo em ovinos (Ollerenshaw, 1959).

O aparecimento de populacdes de F. hepatica resistentes a triclabendazol em varios
continentes, com maior incidéncia na Australia e Norte da Europa, motivou a procura e
estudo de novos produtos fasciolicidas. Recentemente, farmacos usados contra a malaria
como as artemisinas sintéticas e o peréxido sintético - OZ78, mostraram resultados
promissores contra fasciolas resistentes a triclabendazol a nivel experimental em ratos
(Keiser et al., 2007), embora nas ovelhas ndo tenham revelado bons resultados (Duthaler,
Smith & Keiser, 2010). Estas drogas peroxidicas tém um mecanismo de acao pouco
conhecido, mas acredita-se que atuam no metabolismo dos parasitas, atuando por
alquilacdo do grupo heme ou de proteinas, ou como inibidores das enzimas antioxidantes

como a glutationa redutase e glutationa S-transferase (Becker et al., 2004).

3.10.10.2 Estratégias de Tratamento
Uma vez que a erradicagdo da F. hepatica é dificil, devem ser adotadas medidas de controlo
no sentido de reduzir a sua prevaléncia.
Os objetivos de um tratamento antiparasitario séo:
a) Evitar reinfecdo - ndo alimentar os animais com pastagens contaminadas com
metacercarias;

b) combater a infecdo em causa sem esquecer infe¢cbes mistas concomitantes;
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¢) auxiliar o doente com cuidados de higiene locais e de alimentacdo e ainda com
medicacdo adjuvante.

Atualmente, parasitismo clinico € um sinal de mau maneio, uma vez que nas ultimas
décadas houve um grande desenvolvimento de farmacos anti-helminticos e uma grande
sensibilizacdo do produtor para a utilizacdo de tratamentos profilaticos e uma boa utilizagao
das pastagens, prevendo um numero minimo de tratamentos e tendo como objetivo o
minimo de contaminacdo das pastagens por estes compostos. O desenvolvimento de
tratamentos profilaticos requer um bom conhecimento do ciclo de vida do parasita alvo,
baseado em estudos ecoldgicos e evolutivos (Hurtrez-Bousseés et al., 2001). Um programa
estratégico tem como objetivo utilizar doses terapéuticas nos momentos em que 0 parasita
estd mais disponivel na pastagem (Crowin, 1997). O controlo da fasciolose tem de se
basear em tratamentos estratégicos com drogas fasciolicidas. Uma vez que o seu ciclo de
vida é longo, sdo varios 0s momentos em que podemos intervir com sucesso (Kaplan,
2001).
Os programas de controlo deste parasita baseiam-se no conhecimento dos fendmenos de
transmissao no local em estudo. Deve ter-se em conta: (1) a idade e utilidade do animal; (2)
a taxa de lotacao; (3) estado nutricional; (4) stress ambiental e (5) infecdes concomitantes
com nematodes gastrintestinais. Estes fatores tém um importante papel na determinagéo do
estado imunitario e consequente risco de infecdo e perdas econémicas (Kaplan, 2001).
De uma forma geral, em zonas mediterranicas, contando com as condi¢bes de cada local,
se 0s animais estiverem sempre na pastagem, sdo propostos dois tratamentos preventivos
anuais: o0 primeiro em agosto/setembro, que remove os parasitas adultos adquiridos em
junho/julho e um segundo em marco/maio, que elimina os sobreviventes ao primeiro
tratamento e os adquiridos no inverno (Almeria, s.d.). O tratamento na primavera € mais
paliativo, pois as formas de infecdo sdo imaturas e a maior parte dos produtos ndo atua
nesta fase (Kaplan, 2001).
Contudo, se os animais estiverem estabulados pelo menos oito semanas antes do primeiro
tratamento, 0 que acontece nas regides alpinas e ndrdicas, e se neste usarmos um
fasciolicida que atue também nas formas imaturas, sera necessario apenas um tratamento
(Kassai, 1999).
Se forem usados farmacos estritamente adulticidas, sdo recomendados dois tratamentos
com um intervalo de oito a dez semanas.
O custo-beneficio deste tipo de estratégias ndo pode ser avaliado no imediato, mas sim ao
longo de vérios anos (Crowin, 1997).
A eficdcia dos farmacos anti-parasitarios pode estar comprometida pelas les6es do
parénquima hepatico causadas por F. hepatica. Este efeito sobre a farmacocinética destas

substéancias foi clara e recentemente demonstrado (Dorchies, 2006).
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E importante haver um controlo das outras parasitoses gastrointestinais em conjunto com a
fasciolose pois a sua acdo pode ser sinérgica e ha estudos que demonstram que o
tratamento de apenas uma parasitose nio reflete 0 aumento de produtividade esperado. E
necessario ter também em consideracdo que os beneficios do tratamento da fasciolose nao
dependem apenas do método controlo mas de interagBes nutricionais e fisiolégicas e de
fatores geo-climéticos (Loyacano et al., 2002).

Num trabalho realizado em Franca por Mage et al (2002) concluiu-se que durante dez anos
a prevaléncia da infe¢éo por F. hepatica em bovinos e consequentemente nos caracois, ndo
diminuiu efetivamente, o que pode ser devido ao facto de muitos criadores realizarem um
Gnico tratamento por ano.

Alguns autores afirmam que o tratamento eficaz com eliminacdo das formas adultas e
imaturas e prevengdo da re-infecAo permite a regeneracdo do tecido hepatico com
aparéncia normal em dois anos (Owen, 1987).

Outra forma de controlo da fasciolose, a nivel experimental, € a utilizagdo do inibidor da
proteina cinase (Ep475), que quando administrado intraperitonealmente a ovelhas, reduz o
dano dos ductos biliares e consequentemente a libertagdo de AST e GGT, pois sao inibidas
as funcbes desta protease — facilitar a migracdo das fasciolas pelo parénquima hepético,
eliminac@o de ovos e sua fertilidade, evasdo do sistema imunitario e nutricdo. Observa-se
um subdesenvolvimento das estruturas reprodutivas e da morfologia do parasita (Alcala-
Canto et al., 2007).

Também podem ser usadas plantas com atividade anti-helmintica contra F. hepatica: Butea
monosperma, Gynandropsis gynandra (Mali & Mehta, 2008), Albizia anthelmintica, Balanite
aegyptiaca (Koko, Galal & Khalid, 2000), Lawsonia inermis (Jeyathilakan et al., 2012),
Albizia coriavera, Diospyrus scabra, Erythrina senegalensis, Lantana trifolia, Matteuccia

orientalis, Trichilia emética (Hussain, 2008).

3.10.11 Resisténcia aos anti-helminticos

Resisténcia € a capacidade de um parasita sobreviver a uma dose que em condi¢cdes
normais seria suficiente para o matar. As resisténcias aparecem em todas as espécies de
parasita e hospedeiros, contra as mais diversas drogas e em diferentes areas geograficas, o
gue nos leva a crer que seja um mecanismo com algumas caracteristicas comuns.

A hip6tese mais consensual é que esta resisténcia seja adquirida geneticamente e que
estes genes estejam presentes no ADN cromossomal do parasita (Sangster, 2001). Ha
quatro fatores que determinam a velocidade do desenvolvimento a resisténcia: (1) nimero
de parasitas ndo expostos ao farmaco, (2) a frequéncia com que o gene aparece nas
populacdes nao tratadas, (3) se o0 gene associado € dominante ou recessivo e (4) a aptidao

biol6gica dos parasitas resistentes comparativamente aos suscetiveis (Coles, 2005).
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Atualmente, para F. hepatica o aparecimento de resisténcias ndo é tdo preocupante como
este fendbmeno em nematodes. Ainda assim, assinalaram-se casos de resisténcia por todo o
mundo, especialmente ao triclabendazol. Na Australia em 1995, Irlanda e Escécia em 1998,
Pais de Gales, Espanha (Alvarez-Sanchez et al., 2000) e Holanda (Moll et al., 2000). Foram
ainda descritos casos de resisténcia ao closantel e nitroxinil (Fairweather & Boray, 1999).
N&o se espera que muito em breve novos fasciolicidas sejam desenvolvidos. Assim, devem
adotar-se estratégias para retardar o desenvolvimento de resisténcias aos farmacos ja
existentes. O tratamento estratégico com anti-helminticos, baseado no conhecimento da
epidemiologia do local e um bom maneio, pode reduzir o nivel de infecdo e em conjunto com
uma baixa frequéncia de tratamento podem prevenir 0 desenvolvimento de resisténcias.
Para tal deve recorrer-se a testes de diagnéstico para saber qual a carga parasitaria e se ha
necessidade de aplicar tratamento. No caso da fasciolose, 0 maneio é ainda mais
complicado visto esta ter um ciclo indireto, o que torna mais dificil compreender o ponto em
gue se desenvolveram resisténcias.

O uso combinado de varias drogas, com diferentes métodos de agéo, pode reduzir o risco
de desenvolvimento de resisténcias (Sangster, 2001). E preciso ter atengdo porque, pode
por outro lado, dar azo a desenvolver multiplas resisténcias. Por exemplo, triclabendazol
associado com clorsulon ou luxabendazol, clorsulon associado a luxabendazol ou closantel,
este Ultimo associado a triclabendazol. S&o véarias as associacdes possiveis no combate da
fasciolose que apresentam uma boa acdo sinérgica, o que permite usar menores
quantidades de um farmaco com a mesma acéo final (Conceicao, 2001).

Outras problematicas associadas as desparasitacfes de efetivos sdo: a falta de rigor na
dose (pois esta é estimada pelo peso médio do efetivo, mas ha animais que nado se
enquadram nesta média e sdo desparasitados em doses inferiores ou superiores a
recomendada) (Gaasenbeek et al.,, 2001); a manutencdo do equipamento é por vezes
descurada e, especialmente em material multidose, pode estar descalibrado; o uso incorreto
de farmacos, ou fora de validade e protocolos de tratamento incorretos (Taylor, 2012).
Vérios estudos demonstraram que é dificil haver uma reversédo na suscetibilidade, ou seja,
gue um farmaco que criou resisténcias volte a ser eficaz passado um longo periodo sem ser
utilizado. Assim, é importante ndo usar uma droga até a sua exaustdo e impossibilitar o
retorno da suscetibilidade por falta de genes “suscetiveis”.

Geralmente, s6 se suspeita que hd um fendmeno de resisténcia quando h4 uma resposta
clinica depois de um tratamento, mas nesta fase ja ocorreu sele¢cdo dos parasitas para a
resisténcia, ou seja, houve uma sele¢éo de 50% dos alelos de resisténcia, o que torna 20%
das fasciolas resistentes (Taylor, 2012). Para detetar o seu desenvolvimento precocemente,
a técnica mais usada é o Teste de Reducdo da Contagem de Ovos Fecais (TRCOF), mas sé
testes genéticos poderdo confirmar que se trata realmente de uma situacao de resisténcia
(Sangster, 2001).
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Para evitar o aparecimento de resisténcia podemos ainda considerar o uso de racas de
hospedeiros resistentes, adaptadas a estas parasitoses (que necessitem de menos
tratamentos quimicos de controlo), e manter os novos animais de quarentena para evitar
que introduzam estirpes resistentes. Também se pode usar a diluicdo de estirpes resistentes
introduzindo estirpes suscetiveis recorrendo ao uso de animais artificialmente infetados (Van
Wyk, Bath & Malan, 1998; Coles, 2005; Borgsteede et al., 2005).

3.10.12 Prevencdao/Controlo

F. hepatica é um parasita de dificil erradicacéo, porque é dificil o controlo do seu ciclo nos
pontos essenciais — ciclo extra-mamifero muito complexo e ciclo intra-mamifero de dificil
acesso as formas imaturas, sobre as quais deveria ser feito o controlo para que sejam
impedidas de se estabelecerem como adultos.
Os objetivos de um esquema de prevencéo € a eliminacdo dos parasitas dos HD, diminuigédo
das possibilidades de infe¢céo e eliminacao dos HI (caracéis).
O controlo deve combinar o uso AH com medidas higiénicas e controlo do pastoreio. Deve
fazer-se os seguintes procedimentos:

1. Secagem e drenagem dos terrenos ou limitar 0 acesso a zonas suspeitas. O ideal

seria abandonar as pastagens durante dois anos;

2. uso de moluscicidas anualmente (primavera ou verdo), com especial atencdo ao
impacto ambiental que estas substancias podem ter;
introducéo de predadores naturais dos moluscos;
desparasitacdo sistematica mesmo dos animais aparentemente nédo infetados;

guarentena dos animais adquiridos;

o o bk~ w

atencdo ao fazer feno ou ensilagem de ervas parasitadas, pois as metacercarias
enquistadas na vegetacdo s serdo destruidas na fenacdo aos cinquenta dias e na
ensilagem dos doze a sessenta dias;

7. agua limpa em bebedouros;

8. bom armazenamento das fezes contaminadas durante dois meses, submeter a

digestédo anaerdbia ou aerdbia, secagem a altas temperaturas, etc...

Os moluscicidas tém capacidade de destruir seletivamente o0s caracGis hospedeiros
intermediarios, mas devido aos riscos ambientais, custo dos produtos, a sua eficacia
limitada, assim como a sua dificuldade de aplicacdo, estas substancias sao atualmente
pouco utilizadas ou mesmo proibidas. Os produtos que sédo exclusivamente moluscicidas
como o pentaclorofenato de sodio, niclosamida e N-tritil-morfolina foram retirados do
mercado. A cianamida de célcio e o metaldeido tem alguma atividade moluscicida e € toxica
para formas livres, porém a sua utilizacdo requer certas precaugdes (Fidalgo, 2007). O facto
do molusco L. truncatula ser de tipico habitat humido, limita ainda mais o uso destes
compostos, pois ha um elevado risco de contaminag&o aquatica.
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E preciso ter também atencdo aos animais silvestres que podem ser portadores desta

parasitose (Armour, 1975).

3.10.13 Vacinacéao
O desenvolvimento de vacinas € um novo desafio no controlo da fasciolose, mas a
variabilidade da resposta imune do hospedeiro € um sério problema ao seu
desenvolvimento. Além de que, o0s antigénios suscetiveis de serem usados em vacinas sao
altamente polimdrficos e apenas conferem protegéo parcial.
Entre os candidatos para constituirem uma vacina, os que tém mais potencial sdo: protease
cisteina (catepsina), hemoglobina parasitéria, glutationa-S transferase, proteinas ligantes de
acidos gordos e leucina aminopeptidases (Hillyer, 2005).
A protease catepsina L (L1, L2 e L5), obtida por tecnologia recombinante, € um produto de
excrecdo da F. hepatica que se cré ter um importante papel na degradagéo tecidular e
migracao parasitaria. Este produto, além de aplicado em técnicas de ELISA, é também
aplicado a industria de vacinas, conferindo niveis de protecéo de 72 a 79% em bovinos e
ovinos respetivamente. A vacina também apresentou efeitos sobre a reproducéo do parasita
e a sua transmissdo ao hospedeiro intermediario (Mitchell, 2002). Também a hemoglobina
parasitaria pode ser usada na vacinagdo. Esta € uma molécula que contém um grupo heme
e estd envolvida na respiragdo aerdObia das formas imaturas e em funcdes oxigénio
dependentes nos parasitas adultos como a producado de ovos. Os ensaios revelaram que foi
conseguida uma protecédo de 72,4%.
Apesar das formas juvenis partilharem muitos antigénios com as formas adultas, a sua
abundancia varia e também a resposta imunitaria contra eles por parte do hospedeiro.
Assim, uma vacina que estimule uma resposta do hospedeiro contra as fases mais precoces
de F. hepatica ird reduzir a incidéncia de fasciolose aguda e consequentemente as perdas
economicas por diminuicdo da producédo (Hoyle et al., 2003). Neste sentido, ha um estudo
gue revela um nivel de protecdo elevada (83%) com aplicacdo de vacinas multivalentes,
utilizando proteases tipicas de fases juvenis do parasita e proteases mais comuns em fases
adultas de F. hepatica (catepsina B e catepsina L5, respetivamente). O mecanismo de
protecdo induzido por estas ndo é conhecido, mas os autores sugerem que pode estar
relacionado ou com a producdo de anticorpos apos vacinagdo, que neutralizam a atividade
das proteases, ou com a ativagdo dos mecanismos celulares efetores, ou afetam
diretamente o parasita (aquisicdo de nutrientes), ou a combinacdo destes (Jayaraj et al.,
2009). O adjuvante que é utilizado para distribuir a vacina é critico na determinagdo da
qualidade da resposta imunitaria e desta forma, no nivel de protecdo alcangado (Morrison et
al., 1996).
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Quanto a outras formas de imunizacdo, ja houve tentativas de imunizar bovinos com
metacercarias atenuadas por raio-X verificando-se uma reducdo de infecdo de 71%
comparando com os ndo imunizados (Heras, 1974; Armour, 1975).

Apesar de ja terem sido desenvolvidas vacinas experimentalmente eficazes, nenhuma esté

atualmente disponivel no mercado.

3.10.14 Importancia econémica
Quando os animais se tornam clinicamente doentes devido a infe¢do parasitéria, as perdas
econdmicas séo Obvias.
Apesar da manifestacdo clinica de doenca ser rara nos bovinos, ha véarios estudos que
demonstram que o parasitismo subclinico é também causa de importantes perdas
economicas. Na Suica, estas perdas podem ser na ordem dos 52 milhdes de euros por ano
(Schweizer et al., 2005).
As perdas econdmicas podem ser diretas, pela morte e reprovacdo de figados em
matadouro, ou indiretas pela diminuicdo de produtividade dos animais, da qualidade do
produto final, aumento da suscetibilidade a outras doencas, custos nos tratamentos AH,
custos na Salde Publica associados a parasitose e impacto no bem-estar animal. Apesar
das perdas diretas serem mais facilmente mensuraveis, as perdas indiretas podem traduzir
um maior impacto econdémico, isto porque ha menores indices de conversdo e de
crescimento, o que leva a uma diminuicdo do peso final e maiores perdas na venda dos
animais, baixa performance reprodutiva e diminuicdo na producdo de leite, carne e 1a
(Madeira de Carvalho, Fonseca & Meireles, 2008). A influéncia da fasciolose no peso do
animal é especialmente importante nas doze primeiras semanas de infe¢cdo pois é nesta
fase que a sua acdo é mais patogénica. A gravidade destas perdas depende ndo s6 do
namero de metacercarias ingeridas mas também da dieta disponivel (Chik, Coverdale &
Jackson, 1980).
E dificil quantificar estas perdas pois estdo dependentes de fatores climaticos, interacdes
fisiolégicas, nutricionais e outras patologias associadas. Johnson (1991) refere que bovinos
machos com peso médio de 232 kg, tratados com clorsulon, tinham um ganho médio de
peso vivo de 0,76 kg/semana superior ao grupo controlo aos 196 dias. Por sua vez,
Gennicot et al. (1991) referem que bovinos de carne infetados aos 365kg, tinham uma
reducdo de ganho de 2,15 kg/semana. Também Armour, 1975, descreve que o controlo
desta patologia se reflete em ganhos de producao até 9,5% e aumentos de 30kg em animais
tratados. Ha também estudos que nédo verificaram ganhos de peso significativos apés o
tratamento (Sanchis et al., 2011), o que pode ser explicado pela boa alimentacédo destes
animais, que compensa as perdas associadas a doenga.
Ha muito que se tenta provar que a fasciolose reduz a fertilidade. Varios artigos foram

publicados neste sentido e vérias teorias elaboradas. Schweizer et al, em 2005, referiu que
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vacas com fasciolose requeriam mais inseminacdes para haver concecdo do que as vacas
nao afetadas. Estudos realizados por Fleming em 1986 (citado por Kaplan, 2001)
demonstram que a infe¢cdo por fasciolas altera o catabolismo hepatico do androgénio,
outros, realizado por Birosauveur em 1994 (citado por Kaplan, 2001), demonstram que ha
uma diminuicdo acentuada do metabolismo hepético P-450-dependente da progesterona e
testosterona. Também foi provado que ha um atraso de 39 dias no aparecimento do primeiro
estro nos animais infetados e que estas fémeas tém valores significativamente maiores de
estrogénio e menores de progesterona, provavelmente devido ao baixo desenvolvimento ou
auséncia de corpo lateo (Lopez-Diaz et al., 1998).

Foram propostos limiares de infecéo, valores a partir dos quais se considera que ha perdas
econdmicas — mais de 30 fasciolas adultas e prevaléncias de mais de 25% do efetivo
(Lépez-Diaz et al., 1998).

3.10.15 Situacédo em Portugal
Sao poucos os estudos realizados em Portugal e grande parte dizem respeito a prevaléncia
de doenca baseada em dados de matadouro. A seroprevaléncia de fasciolose néo
decresceu nos ultimos dez anos (Arias et al., 2011), apesar dos tratamentos especificos
aplicados em grande parte das exploragdes. Podemos atribuir este facto as limitagdes nas
técnicas de diagndstico que levam a tratamentos mal direcionados, ou ao desconhecimento
epidemioldgico ao nivel das regifes e das exploragcdes ou até ao mau emprego de anti-

helminticos de acordo com o seu espectro de agéo.

3.11 Fasciolose Humana

Ainda que o ambito desta dissertagédo seja fasciolose em bovinos, ndo se poderia deixar de
referir a possivel ocorréncia desta patologia na espécie Humana.

A exposicdo do homem a este parasita € facil e estd especialmente relacionado com o0s
seus habitos alimentares. Se consumir vegetais ndo lavados (ex. agrides) ou beber agua
contaminada com metacercarias pode desenvolver esta doencga, dai observarmos que é na
populacéo rural onde se verificam mais casos desta parasitose, pois esta mais exposta. Um
estudo realizado em 1997 sugere que pessoas que consumam pratos preparados com
figado cru de bovino contaminado com formas imaturas podem tornar-se infetados e
desenvolver doenca (Taira, Yashifuji & Boray, 1997).

De forma sumaria, o quadro clinico em humanos, tal como no gado bovino, carateriza-se por
anemia, eosinofilia, leucocitose e, obviamente, manifestacbes hepatobiliares e gastro-

entéricas.
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3.12 Outros Trematodes

Ha muitos estudos sobre a familia Fasciolidae (Fasciola hepatica), mas 0 mesmo né&o
acontece para outras familias de treméatodes como familia Dicrocoeliidae (Dicrocoelium
dendriticum), familia Paramphistomatidae (Calicophorum daubneyi), familia Opisthorchiidae
e familia Schistosomatidae.

3.12.1 Dicrocoelium dendriticum
E uma infecdo hepética menos conhecida apesar de frequente em mamiferos, geralmente
ruminantes, caracteristica de solos secos, calcérios ou alcalinos, pois sao propicios aos
seus dois hospedeiros intermediarios, o primeiro - um gastropode terrestre dos géneros
Zebrina (Zebrina detrita), Helicella (Helicella negleta) e Cionella (Cionella lubrica) e o
segundo - uma formiga do género Formica (Formica fusca, F. rufa, F. pratensisi). As
cercarias sao imoveis e sao dispersas pelo segundo HI.
Os adultos destes parasitas residem nos canaliculos biliares e foram encontrados néo s6 em
ruminantes como também camelos, cavalos, porcos, coelhos, cdes e até humanos (Arias et
al., 2012).
Apesar das condi¢cdes geo-climaticas propicias a evolugdo do ciclo de vida deste parasita
ndo ser semelhante a de F. hepatica, uma vez que sobrevivem a condi¢fes extremas, ha
eliminacdo de ovos durante todo o ano das duas espécies de parasitas, havendo varios
relatos de infegBes mistas no hospedeiro definitivo (Arias et al., 2011).
Dicrocoelium dendriticum penetra nos finos ramos dos ductos biliares causando dilatacédo e
inflamacdo dos mesmos (angiocolite). Macroscopicamente apresentam-se como corddes
brancos tipicos de angiocolite mas menos numerosos, mais curtos e mais finos que na
fasciolose (Corréa, 1976). Os adultos ndo sao hematofagos, alimentando-se de células
epiteliais descamadas e mucina da hipersecrecéao.
Os seus ovos sdo mais pequenos que os de F. hepatica (36x30 pm), forma elipsoide, de
coloragdo castanho-escuro, embrionados no momento da postura e opérculo pouco visivel.
E preciso atencdo a estes parasitas, pois podem ter graves consequéncias em areas onde
nado haja farmacos registados para o seu controlo e a sua absorcao é mais dificil, uma vez
que ndo sdo parasitas hematéfagos como F. hepatica (Dorchies, 2006).
De entre os diferentes farmacos que tém acao contra este parasita, destacamos o0s

benzimidazois e praziquantel.

3.12.2 Calicophorum daubneyi
Este parasita é da familia Paramphistomatidae, € um trematode gastrico que afeta
especialmente pequenos ruminantes. As fases imaturas do parasita sao responsaveis pela
patologia severa e podem mesmo levar a morte do hospedeiro em infe¢cdes graves, pois ao

estarem aderentes a parede do intestino delgado causam grandes inflamacdes,
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caraterizadas por uma infiltracédo local de macréfagos e de linfocitos na lamina prépria e no
tecido intersticial da lamina de Brunner (Diaz et al., 2006).

A digestdo e absorgéo ficam comprometidas resultando em diarreia, anorexia, anemia e
fraqueza, o que leva a perda de peso e diminuicdo da producéo de leite (Diaz et al., 2006).
O ciclo de vida é semelhante ao de F. hepatica, também tem como hospedeiro intermediario
0 gastrépode do género Lymnaea truncatula (Diaz et al., 2006). Assim, é muito comum
haver infe¢cdes mistas tanto nos gastrépodes como nos mamiferos hospedeiros definitivos.
Tal como na fasciolose, os periodos de alto risco para esta parasitose sdo periodos de
elevada pluviosidade, o que ocorre em Portugal em maio/junho e novembro/dezembro.

Os ovos sdo muito similares aos de Fasciola hepatica, operculados, mas de coloracdo
branca e ndo amarelo dourado.

Anti-helminticos que demonstram eficacia contra este parasita sd8o0 0s seguintes:

oxiclosanida, levamisol e niclosamida.
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4. OBJETIVOS

Esta dissertacdo de Mestrado teve como primeiro objetivo verificar a utilidade de
desparasitacdo e 0 momento em que esta € feita no controlo a fasciolose, e posteriormente
comparar a eficacia de desparasitacdo de dois principios ativos, Closantel e Clorsulon,
utiizados frequentemente no tratamento e prevencdo de fasciolose em bovinos
naturalmente parasitados com F. hepatica.

A nivel laboratérial, foram realizadas técnicas de detecao de ovos por métodos qualitativos e
quantitativos, assim como a realizacdo de uma técnica seroldgica baseada na metodologia

ELISA, para acompanhamentos dos niveis de infecao pré e pés desparasitacao.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Caracterizagdo dos animais e da exploracdo em estudo

Uma exploragdo na regido da Moita serviu de base para este estudo (figura 8), pois esta
situada numa zona considerada endémica para fasciolose devido as suas condi¢des geo-
climaticas.

Esta exploragdo classifica-se em regime semi-intensivo, com 4 hectares de pasto
permanente. Nesta sdo criados 19 animais de racas limousine, charolés, brava e cruzada.
Os animais séo adquiridos de outras exploracdes dessa mesma regido ou da regido do
Alentejo, com sete meses de vida. Nos primeiros meses na exploragdo, tém acesso a uma
zona ribeirinha e com diversas zonas alagadicas (naturais ou artificiais) e pastagem propicia
ao desenvolvimento do gastropode Lymnaea truncatula. Nao € efetuada rotagdo de
pastagens por falta de area. Aos doze meses, os novilhos sdo recolhidos e permanecem
estabulados até ao abate (geralmente com, aproximadamente, 20 meses de idade e 400Kg
de carcaga) , alimentando-se de concentrado e feno. O seu maneio é idéntico e portanto,
assume-se que todos os animais foram expostos ao mesmo risco de infecéo.

No que diz respeito ao plano de desparasitacdo praticado, os animais sdo desparasitados
no dia de chegada (aos sete meses), a meio da sua estadia (aos dez meses) e quando séo
estabulados (aos doze meses).

Figura 8 — Mapa da Zona Metropolitana de Lisboa com destaque para a regido
da Moita do Ribatejo, e imagem de uma zona alagadica pertencente a
exploragcdo em estudo (Adaptado de Google Maps)
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5.2 Descri¢cdo do esquema de desparasitacao

Nesta exploracdo sempre houve um elevado grau de contaminagdo dos novilhos por F.
hepatica. No ano anterior a este estudo (2011), 58,3% dos figados foram reprovados devido
a lesbGes associadas a esta infecdo (dados cedidos pelo Matadouro STEC, Montijo). Este
facto foi determinante para que todos os animais da exploragdo fossem utilizados neste
estudo. Os 19 animais foram separados em dois grupos, de acordo com as idades: Grupo A
com média de 18,25 meses (16-25 meses) e peso médio de 347,43Kg (304-429kg), que ja
tinham sido desparasitados duas vezes nha exploracdao e Grupo B com média de 10,81
meses (9-13 meses) e peso médio de 269kg (223-312kg). No Grupo A, com oito animais,
organizaram-se aleatoriamente dois subgrupos com quatro animais cada, o Grupo AC foi
tratado com Closantel+Ilvermectina (Closamectin FF®) (figura 9) numa dose de 1ml/10kg de
peso vivo (pv) aplicado na linha do dorso e o Grupo Al, tratado com Clorsulon+lvermectina
(lvomec F®) (figura 10), injecdo subcutanea na tabua do pescoco na dose de 1ml/50kgpv.
No Grupo B, com onze animais, dividiram-se também aleatoriamente em trés grupos: ao
Grupo BC, com quatro animais, aplicou-se Closantel+Ivermectina (Closamectin FF®) por
uncdo continua no dorso na dose de 1ml/10kgpv, ao Grupo BB, também com quatro
animais, aplicou-se Clorsulon+lvermectina (Bimectin Plus®) injecao subcutanea na tabua do
pescoco a uma dose de 1ml/50kgpv, e por fim ao Grupo BFP, com trés animais, aplicou-se
Closantel (Flukiver®) 1 ml/10kgpv em associagdo com Ivermectina (Paramectin®) ambos
por injecdo subcutanea na tdbua do pescoco, o tratamento aplicado a este Ultimo grupo era
o0 método de desparasitacao utilizado até a data nessa exploracdo. Nao foi usado um grupo
controlo sem tratamento para minimizar o risco de aparecimento de sintomatologia
associada a fasciolose visto se tratar de uma exploracdo comercial. A divisdo dos grupos

pelo diferentes tratamentos encontra-se resumida na tabela 2.

Tabela 2 — Divisédo dos grupos de animais segundo o tratamento aplicado

AC 4 Closamectin FF® Closantel+lvermectina 1ml/10kg Pour-on
Al 4 Ivomec F® Clorsulon+lvermectina 1ml/50kg Subcutanea
BC 4 Closamectin FF® Closantel+lvermectina 1 ml/10kg Pour-on
BB 4 Bimectin® Clorsulon+lvermectina 1ml/50kg Subcutanea
Flukiver® e .
BFP 3 . Closantel+lvermectina 1 ml/10kg Subcutanea
Paramectin®
Total 19
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Figura 9 — Administracéo de Figura 10 — Administrac&o de
Closamectin FF® (Original) lvomec F® (Original)

Os farmacos utilizados no tratamento foram adquiridos pelo produtor, exceto o Closamectin

FF® que foi oferecido pelo representante em Portugal — Prodivet-Zn.

5.3 Colheita de Amostras

Foram realizadas colheitas de fezes e de sangue individualmente a todos os animais em
estudo.

Para as colheitas de fezes procedeu-se a recolha de 3 amostras de cada animal, sendo a
primeira no dia 0 (dia de administracdo do desparasitante — 30 de Outubro de 2011), e as
outras ao 15° e 21° dias.

Estas amostras foram colhidas diretamente da ampola retal com recurso a luvas de
palpacdo que foram posteriormente invertidas e transformadas em meio de transporte
(figura 11), tendo sido imediatamente acondicionadas numa arca térmica a 4°C, sem

fixadores e posteriormente analisadas, num periodo maximo de 24h apds a colheita.

Figura 11- Amostras de fezes (Original)

Quanto as amostras de sangue, foram colhidas aproximadamente 2 ml de sangue por
animal para tubos sem anticoagulante, a partir da veia coccigea (figura 12), e imediatamente
acondicionadas a 4°C. Posteriormente, procedeu-se a centrifugacao durante 10 min a 3,500
rpm e o soro foi armazenado a -20°C para posterior observacdo usando uma técnica de
ELISA. Estas amostras foram colhidas quatro meses, dia 7 de Marco de 2012, apés a Ultima
colheita das fezes.
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Figura 12 — Colheita de amostras de sangue

No matadouro da Stec, no Montijo, onde estes animais foram abatidos, foram recolhidas
informagBes sobre todos os figados. O animal foi acompanhado na cadeia de abate com
especial atengcdo a inspecdo de figados, tendo sido efetuada a recolha de alguns que
haviam sido reprovados, para posterior analise no laboratério da faculdade para confirmar,
ou ndo, a presenca de fasciolas nos canaliculos biliares e vesicula biliar. Relativamente a
esta, 0o seu conteudo foi retirado para um copo de decantacdo e apOs repouso de 24h, o

sobrenadante foi retirado e o depésito armazenado a 4°C para posterior observacao.

5.4 Processamento de Amostras

5.4.1 Anélise Coproldgica

Métodos qualitativos:

- Método de sedimentacdo natural (para pesquisa de ovos de trematodes e o0s
restantes céstodes).

Métodos quantitativos:

- Contagem de ovos em Camara de McMaster (Madeira de Carvalho et al., 2008).

- Método de McMaster Modificado: Este método foi primeiramente desenvolvido por
Urgquhart em 1996 e foi depois adaptado noutra investigacdo efetuada em Portugal sobre
Fasciolose Bovina (Conceicado et al., 2002). Esta adaptacdo teve por base alterar o tempo
de sedimentacdo e adicionar solucdo detergente, enquanto se visualizam e identificam os
ovos no fundo da camara de McMaster (figura 13). A descricdo detalhada do método é

apresentada no anexo A2.
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Figura 13 — A esquerda, copo de precipitacéo e solucdo detergente, &
direita, cAmaras de McMaster para observacao (Original)

5.4.2 Inspecéo de figados
Como ja foi referido anteriormente, os figados reprovados foram observados
macroscopicamente tendo-se averiguado da existéncia de lesbes tipicas de fasciolose:
hepatomegalia; superficie do figado com trajetos hemorragicos; parénquima hepatico friavel;
rotura da céapsula de Glisson; cicatrizacdo das lesfes causadas pelas migracgoes;
fibrose/esclerose do parénquima hepatico; por vezes, quando o técnico de inspe¢éo procede
ao corte do lobo ventral, podem visualizar-se fasciolas imaturas ou maduras no paréngquima.
Alguns desses figados foram recolhidos para observacdo minuciosa por cortes
perpendiculares de aproximadamente um centimetro do parénquima hepatico. As fasciolas

encontradas foram recolhidas e armazenadas em alcool a 70%.

5.4.3 Anélise Serologica

Foi utilizada uma técnica de ELISA indireto (figura 14) (Paz-Silva et al., 2005). Foram
realizados testes para detecdo de IgG contra trés distintos trematodes. Isto permite excluir a
possibilidade de interagfes na detecdo dos anticorpos, pois, como explicado anteriormente,
0s antigénios, ainda que purificados, podem sempre gerar falsos positivos. Assim, foi
utilizada proteina recombinante de F. hepatica (rfhAPS) e antigénios de excrecdo/secrecéo
obtidos a partir de treméatodes D. dendriticum adultos (DdES) e C. daubneyi também adultos
(CdES). Esta técnica é apresentada de forma mais detalhada no anexo A3.
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5.5 Verificacao de eficacia da desparasitacao

A eficdcia de um tratamento representa a reducdo de excre¢cdo de oOvos nos VArios
momentos de recolha de amostras e esta é avaliada pelo Teste de Reducdo da Contagem
de Ovos nas Fezes (TRCOF) de acordo com o referido por Foreyt (1988) e Coles et al.
(1992) em que a percentagem de reducdo nas contagens é calculada pela formula:

média dos ovosno grupo controlo — média dos ovos no grupo tratado

Eficacia% =
media dos ovos no grupo controlo

Porém, para trematodes, esta férmula ndo esta standardizada pois h& poucos fasciolicidas
capazes de eliminar as formas imaturas. Assim, estas irdo eliminar ovos quando a infecao ja
deveria estar controlada. Também a eliminacdo intermitente de ovos pelos adultos torna
dificil a detecdo de ovos nas fezes. No entanto, como também n&o ha nenhum teste in vitro
gue demonstre resisténcias, nem h& conhecimento da base molecular da resisténcia dos
trematodes aos fasciolicidas, 0 TRCOF continua a ser utilizado apesar das suas limitages
(Coles et al., 2006). Nesta formula por nés utilizada cada animal de cada grupo foi controlo
de si proprio no dia O e a eficacia foi verificada quando comparada com a contagem de OPG
nos dias 15 e 21 pds desparasitagao.

Para a avaliagdo da eficacia dos desparasitantes, foi usada a escala adaptada de Coles et
al.(1992) e Craven et al. (1998), descrita na tabela 3.

Tabela 3 — Escala para a avaliacéo da eficacia de desparasitantes

TRCOF (%) | Grau de eficacia
<90 Resisténcia
90 — 95 Duvidosa
> 95 Eficaz
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5.6 Andlise Estatistica

A andlise estatistica dos dados gerados foi efetuada de forma descritiva, grafica e
inferencial, recorrendo a medidas de tendéncia central e de disperséo, gréficos diversos e
testes estatisticos. Para o efeito, foram utilizados os softwares Microsoft Excel 2010® e R,
versao 2.9.0 (disponivel em: www.r-project.org).

Na analise estatistica inferencial foi usado o teste ndo paramétrico Qui Quadrado (X?). E um
teste de hipbteses que se destina a encontrar um valor da dispersdo para duas variaveis
nominais, e avaliar a associacao existente entre variaveis qualitativas.

Nos testes estatisticos realizados consideraram-se estatisticamente significativos efeitos
com valor de p igual ou inferior a 0,05.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Analise Coprologica — Técnica de sedimentacdo natural

Nenhuma amostra apresentou resultado positivo a esta técnica, o que ndo era espectavel
visto ser a técnica mais sensivel utilizada no quotidiano do laboratério da FMV para ovos de
trematodes. Primeiramente podemos pensar que estamos perante cargas parasitarias muito
baixas. Porém, na literatura é referida uma sensibilidade de 69% (Rapsch et al., 2006) para
este teste, o que nos d4 alguma margem para questionar se se trata da dimenséo da carga
parasitaria ou da sensibilidade do teste. Esta também descrito que é dificil visualizar os ovos
de fasciola neste tipo de técnica, pois os ovos podem ficar retidos nos residuos fecais.
Assim, sugere-se a realizacdo de uma adaptacao desta técnica; o exemplo utilizado neste
trabalho foi a Técnica de McMaster Modificado desenvolvida por Conceigéo et al, em 2002,

descrita anteriormente de forma sucinta, e mais pormenorizadamente no anexo A2.

6.2 Andlise Coprolégica — Técnica de McMaster

Todas as amostras ap0s observagdo da camara de McMaster revelaram presenca de
menos de 50 opg. Apesar desta técnica ter algumas limita¢des, estd descrita como meio de
detecdo de inUmeros tipo de ovos, incluindo ovos de F. hepatica. A auséncia de ovos revela
uma baixa carga parasitaria, mas ndo a auséncia de contaminagdo (Madeira de Carvalho et
al, 2008). E, uma vez que a presenca de apenas uma fasciola adulta causa danos hepaticos
suficientes para reprovacdo a nivel de matadouro, é importante utilizar técnicas mais

sensiveis; assim, realizou-se a Técnica de McMaster Modificado, referida no topico seguinte.

6.3 Andlise Coproldgica — Técnica de McMaster Modificado

ApOs a utilizagdo desta técnica, foram identificados e contabilizados os ovos de fasciola em
varias amostras, e calculados os opg através da técnica anteriormente descrita. Apenas com
a utilizagdo desta técnica foram visualizados ovos de F. hepatica, o que revela a sua grande
utilidade na pesquisa destes ovos. A sensibilidade analitica deste método, segundo
Conceicao et al (2002), é de 33% sempre que o numero de opg seja inferior a 1,5 e 100%
para valores de opg mais elevados. Houve 73,68% (14/19) de andlises positivas no dia O,
38,89% (7/19) no dia 15 e 31,58% (6/19) no dia 21. Dos animais desparasitados com
closantel, 82% (9/11) das amostras foram positivas no dia 0, 45% (5/11) no dia 15 e 36%
(4/11) no dia 21, observando-se assim um decréscimo da percentagem de positivos ao
longo do tempo, o que indica que a aplicacdo de desparasitante teve efeito. Quanto aos
animais desparasitados com clorsulon, 62% (5/8) das amostras foram positivas no dia O,
25% (2/8) no dia 15 e 25% (2/8) no dia 21, neste caso verifica-se que ndo houve diminuicdo

da percentagem de amostras positivas do dia 15 para o dia 21 porém pode registar-se a
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diminuicdo do dia 0 para o dia 15 que revela algum efeito deste principio ativo. Porém,
apenas recorrendo & TRCOF poderemos verificar a eficacia dos principios ativos. Os dados

obtidos apresentam-se discriminados na tabela 4.

Tabela 4 — Resumo dos dados obtidos pelas técnicas: McMaster Modificado, Serologia
e Inspecdo post-mortem

Animal dade Prin.cipio McMaster Modificado Serologia  Inspegdo post-
Ativo Dia0 Dial5 Dia21 ¢comAPS mortem
PT 1675 Closantel pos pos pos neg Reprovado
PT 2951 Closantel neg neg neg neg Aprovado
PT 6131 Closantel pos pos pos neg Reprovado
PT 6297 >16 meses Closantel neg neg neg neg Reprovado
PT 3261 Clorsulon pos neg neg neg Reprovado
PT 3305 Clorsulon pos pos pos neg Reprovado
PT 5395 Clorsulon pos neg neg pos Reprovado
PT 5512 Clorsulon pos neg neg neg Reprovado
PT 2697 Closantel pos pos neg neg Aprovado
PT 2716 Closantel pos na neg neg Aprovado
PT 2700 Closantel pos pos pos neg Reprovado
PT 2712 Closantel pos neg neg pos Reprovado
PT 2713 Clorsulon neg neg neg na Reprovado
PT 2709 <16 meses Clorsulon neg neg neg neg Reprovado
PT 2706 Clorsulon pos pos pos na Reprovado
PT 2710 Clorsulon neg neg neg na Aprovado
PT 3822 Closantel pos neg neg na Reprovado
PT 2696 Closantel pos neg neg pos Reprovado
PT 2701 Closantel pos pos pos na Reprovado

Quanto & idade, ndo se verificaram diferencas significativas (X?=0.2242, gl=1, p= 0.636 para
p<0,05) entre as cargas parasitarias nos dois grupos, mas pode-se observar no grafico 5
gue o grupo dos animais mais jovens teve valores de opg mais elevados do que 0s mais
velhos. Este facto pode dever-se a presenca de resisténcia por parte dos mais velhos, pois
ja foram expostos durante mais tempo a infecédo (Hurtrez-Bousseés et al., 2001). Outro ponto
gue suporta estes dados é o facto de os mais novos ainda nao terem sido desparasitados
enquanto que os mais velhos ja tinham sido objeto da terceira administracdo de

desparasitante.
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Grafico 5 — Evolucéo da contagem de opg ao longo dos 21 dias
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Quanto a formulacao utilizada — tépica ou injetavel — o desenho experimental ndo permitiu
chegar a nenhuma conclusdo, mas seria de esperar que a aplicagdo topica fosse
desvantajosa pois depende das condi¢gfes climatéricas (chuva pode diluir o produto) e dos
comportamentos naturais dos animais — cogar, grooming (Laffont et al., 2001; Martin et al.,
2009), mas em regime extensivo, em que o maneio dos animais € mais dificil, este tipo de

aplicagcdo poderia ser uma mais-valia.

6.4 Anédlise Coproldgica—- TRCOF

Quanto aos valores do TRCOF, Uteis para determinar a eficacia de um tratamento, foram
calculados a partir do numero de opg obtido através da técnica de McMaster Modificado e

estdo apresentados nas tabelas 4 e 5.

Tabela 5 — Valores de TRCOF segundo os grupos de idade

Dia 15 Dia 21
>16meses | 5,56 % 8,33%
<l6bmeses | 76,85% 93,99%

Tabela 6 — Valores de TRCOF segundo o principio ativo utilizado

Dia 15 Dia 21
Closantel | 74,85% 92,15%
Clorsulon | 65,57% 73,77%

Apesar das limitagBes da técnica e da reduzida dimensdo da amostra, podemos observar
gue o tratamento para os animais mais jovens apresentou maior eficicia (apesar de o grau
de eficacia ser duvidoso TRCOF — 90-95%) do que para os animais mais velhos (que pelo
valor de TRCOF — <90%, se pode supor apresentavam fasciolas resistentes). Isto deve-se

provavelmente ao facto de o grupo de bovinos mais velhos j4 ter sido tratado duas vezes em
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intervalos curtos, o que pode ter levado ao desenvolvimento de resisténcia aos produtos
usados por parte dos parasitas.

Por sua vez, o closantel apresentou um grau de eficacia duvidoso (TRCOF = 92,25%),
enquanto que o clorsulon mostra possivel resisténcia (TRCOF = 73,77%). A diferenca nédo €
significativa mas poderia ser justificada pelo facto de o closantel eliminar as formas mais
precoces dificultando o aparecimento de resisténcias. No entanto, esta diferenga ndo era de
esperar atendendo ao facto de que o principio ativo usado anteriormente era o closantel, o
qgual devia ter gerado mais resisténcias, mas uma vez que a dimensdo da amostra €
reduzida, estes dados ndo devem ser considerados como definitivos, pois estes nao sao

estatisticamente significativos.

6.5 Inspecdo dos figados

Houve 78,94% (15/19) de figados reprovados e 21,06% (4/19) aprovados. Destes quatro
figados aprovados apenas dois tiveram andlise fecal negativa nas trés amostras, 0 que nos
leva a crer que ndo foram infetados pelo parasita em todo este intervalo, ou porque néo
ingeriram metacercarias da pastagem ou ainda porque conseguiram limitar a sua infegéo
nos estgios primordiais. Os outros dois figados aprovados apresentaram analise fecal
positiva nas duas primeiras leituras. Estes pertenciam ao grupo dos animais mais jovens, 0
que nos pode levar a pensar que, apesar de apresentarem ovos, ndo apresentarem lesdes,
se trata de uma infecdo insuficiente para criar lesbes ou que pode ter havido uma
recuperacao das lesdes por parte do hospedeiro. O facto de apresentarem todos serologia
negativa confirma que ndo havia uma infe¢cdo ativa no momento da recolha dos soros. Dos
quinze figados reprovados, trés apresentaram coprologia negativa nas trés leituras de fezes,
0 que, segundo Conceigéo et al. (2002), podem ser falsos negativos se a carga parasitaria
for menor que 1,5 opg, pois, neste caso, a sensibilidade do teste diminui de 100 para 30%.
Podemos também estar perante animais que ja tenham controlado os parasitas adultos, mas
gue, no momento do abate, ainda nao tinham recuperado as lesGes hepaticas.
Baseando-nos na ultima amostra de fezes recolhida, todos os figados com testes
coproldgicos positivos (6/19), tal como esperado, foram reprovados. Mas, apenas quatro dos
treze negativos foram aprovados (0os quatro referidos anteriormente). O que mais uma vez
corrobora a afirmacgéo de que a sensibilidade da andlise coprolégica € baixa para pequenas
cargas parasitarias. Por outro lado, tal como referido anteriormente, podemos estar perante
uma limitacéo de resolucéo das lesbes por parte do hospedeiro, que, segundo a bibliografia,
pode demorar 2 anos (Owen, 1987), ou seja, apesar de reprovados por presenca de lesoes,
estes figados ja ndo apresentavam fasciolas nos seus canaliculos.

Ao comparar estes resultados com a serologia, em 71,58% dos animais, ndo se detetou
presenca de Ac contra fasciola, apesar de ndo ser uma diferenca estatisticamente
significativa (X2:1.0413, gl=1, p=0.308 para p<0,05), estd de acordo com a afirmacao
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anterior que diz que serad mais provavel que ja ndo estejam presentes fasciolas nestes
animais.

Quanto ao principio ativo, os dados ndo s&o estatisticamente significativos (X*=0.6081, gl=1,
p=0.4355 para p<0,05), mas pode-se referir que 27,3% (3/11) dos figados tratados com
closantel foram aprovados comparando com 12,5% (1/8) também aprovados dos tratados
com clorsulon. O que pode ser explicado pela agdo sobre as fasciolas mais jovens por parte
do closantel o que permite uma recuperacdo mais rapida do figado pois é diminuido o
estimulo antigénico mais precocemente comparativamente ao clorsulon (Hanna et al., 2006).
Relativamente a inspecao no laboratério da faculdade, so foi possivel recolher cinco figados
dos dezanove totais. Dessa reduzida amostra, apenas um figado apresentou fasciolas
adultas nos canaliculos e ovos na bilis; outro apresentou apenas ovos na bilis, sendo estes
dois pertencentes ao grupo dos bovinos mais velhos. Isto pode ser explicado pelo facto de o
tratamento ter sido aplicado ha menos tempo (apenas 43 dias antes da recolha) e ainda ndo
terem sido eliminadas todas as fasciolas presentes, o que coincide com a bibliografia que
relata que este fendmeno pode demorar mais de dois meses (Hanna et al., 2006).

As perdas associadas a esta parasitose sdo de Vvarios niveis como ja se referiu, mas a mais
direta e mais preocupante para o produtor é a reprovagdo do figado em matadouro. Estas
perdas tém de ser inferidas indiretamente pois quando se vende uma carcacga. O preco base
inclui masculo, 0sso, patas e visceras. Contactos realizados com o Matadouro do Montijo
forneceram o seguinte valor médio, no periodo deste estudo, 2,5€/kg de figado. Os gastos
associados a desparasitagdo, tendo em conta o lvomec F (fasciolicida de elei¢do por parte
dos médicos veterinarios entrevistados), podem rondar os 6-7€ num novilho com peso
médio de 400kg. Assim, pode compensar usar antiparasitarios como profilaxia, mas apenas

se acompanhado de um bom maneio.

6.6 Andlise Seroldégica — Técnica de ELISA indireto

No total de soros examinados, 78,51% (11/14) foram negativos e 21,43% (3/14) positivos
(ver anexo Al). Segundo a literatura, ao fim de quatro semanas, 0s soros ja ndo deveriam
apresentar IgG anti-Fasciola hepatica (Paz-Silva et al., 2005). Esta percentagem de
positivos pode estar relacionada com a especificidade que para este teste é de 88% (Arias,
2010), ou seja, ha 12% dos casos que sdo dados como positivos e sao negativos. Porém, os
figados destes foram reprovados o que afasta esta hipotese. Quando observada a
coprologia destes animais, no dia 0 eram positivos e ficaram negativos nas duas ultimas
leituras; assim, levar-nos-ia a afastar a hipotese de ter havido falha na resposta ao
tratamento ou reinfecdo, apesar de termos de ter em conta a sensibilidade da técnica
coprolégica. A hipétese mais provavel é ter havido interferéncia na detecdo dos Ac contra
fasciola com detecdo de Ac contra outros trematodes como Calicophorum, que podem

originar falsos positivos (Arias, 2012). Ao comparar as placas de ELISA das trés diferentes
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proteinas, dois destes individuos apresentam altos titulos de Ac em todas as leituras, o que
apoia a afirmacao anterior, o poder tratar-se de um falso positivo. Porém, ao apresentarem
simultaneamente titulos altos de Ac contra D. dendriticum pode indicar que houve hemdlise
da amostra pois é raro haver infecdes mistas deste parasita com F. hepatica ou C. daubneyi
(Arias, 2012). Nao se podendo deixar de referir que um dos trés animais apenas foi positivo
a fhAPS, neste caso seria aceite a hipitese de o teste coprologico ter sido falso negativo e
ter havido uma falha no tratamento ou reinfec¢éo, pois ainda havia estimulo antigénico.
Quanto a percentagem de negativos, apenas 27,3% (3/11) foram aprovados. Neste caso
podemos invocar a sensibilidade do teste que é de 86% (Arias, 2010) ou seja, ha 14% de
probabilidade de um valor dar negativo e ser positivo, 0 que ndo parece ser o caso uma vez
gue foram observados trés dos figados reprovados e ja ndo apresentavam fasciolas nos
seus canaliculos biliares. Observando simultaneamente a analise coprolégica destes
animais, serologicamente negativos mas reprovados, 54,5% (6/11) apresentaram coprologia
positiva na primeira andlise e apenas quatro deles se mantiveram positivos até a Gltima
analise. Assim, a hipdtese mais provavel é que, apesar de ndo haver desenvolvimento de
resposta imunitaria pois as fasciolas ja ndo estao presentes, as lesdes ndo sao resolvidas e
os figados sdo reprovados. Porém, esses quatro animais que apresentavam ovos nas fezes
na ultima andlise coprologica, deixam duas hip6teses, uma vez que os soros foram
recolhidos quatro meses apos a Ultima recolha de fezes: o tratamento pode ter sido eficaz e
eliminado as fasciolas fazendo com que o estimulo antigénico desaparecesse, 0 que, COmo
referido anteriormente, ocorre em 4 semanas, ou podemos estar perante falsos negativos,
gue é justificado pelos 86% de sensibilidade do teste.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa (X?=0.0094, gl=1, p=0.9227 para p<0,05)
entre o principio ativo utilizado e a presenca de IgG contra fasciola. Mas pode referir-se que
dos 3 animais positivos na serologia, os dois tratatos com closantel foram positivos nas 3
leituras de ELISA o que, tal como dito anteriormente, indica possivel hemolise da amostra.
Quanto ao animal tratado com clorsulon, apenas foi positivo a leitura de APS, o que pode
indicar uma falha no tratamento ou reinfecdo, ou pode-se tratar de um falso positivo e o
figado ter sido reprovado por falta de capacidade de resolver as lesdes. Porém a dimensao

da amostra é demasiado reduzida para se poder tirar alguma conclusao.
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7. CONCLUSOES

Os trabalhos experimentais realizados no ambito desta dissertacdo permitiram concluir que,
mais importante do que o principio ativo utilizado, € o maneio das pastagens e o controlo do
ciclo extra-mamifero.

Pois, tal como se verificou, 78,94% dos figados destes animais foram reprovados devido a
lesdes de fasciolose, porém, 78,57% das andlises serologicas foram negativas. Assim,
apesar de o tratamento ser eficaz, as lesbes hepéticas ndo sao solucionadas em tempo
suficiente para que os figados, uma vez contaminados, sejam aprovados. E importante
primeiramente evitar a contaminacdo e encarar a desparasitacdo como profilaxia e néo
como tratamento. Ou seja, se estamos a investir numa desparasitacdo, mas as pastagens
permanecem contaminadas, € muito dificil que se consiga controlar a fasciolose apenas com
farmacos, mesmo com aqueles que eliminam as formas precoces.

As perdas por diminuicdo do rendimento da carcaga sdo relativas, pois ha autores que
afirmam que se houver uma boa alimentacdo, estas perdas ndo s&o significativas.
Infelizmente, por limitagcdes praticas, ndo foi possivel efetuar este tipo de controlo neste
estudo.

A nivel laboratorial, durante a realizagdo do presente estudo, verificou-se a falta de
sensibilidade e especificidade da técnica de sedimentacdo natural comparativamente a
técnica de McMaster Modificado, ja que foi esta Ultima que permitiu identificar quais os
animais infetados com F. hepatica. Assim, apesar de morosa, seria interessante
implementar esta técnica no quotidiano do laboratério para pesquisa de ovos de F. hepatica
em fezes de bovino.

A prova de ELISA também se mostrou bastante sensivel e coerente com os dados
esperados. Mas uma vez que esta é um técnica mais dispendiosa e de dificil execucao
comparativamente as técnicas coprolégicas, € compreensivel que seja menos utilizada visto

a técnica de McMaster Modificado ter demonstrado boa sensibilidade.

Por fim, confirmou-se que, para infe¢Bes cronicas, o exame pdés-morte € o mais fidvel para
pesquisa de prevaléncia dessa parasitose, mas uma vez que este método nem sempre é
possivel, este trabalho permitiu perceber que as outras técnicas apesar das suas limitagdes

podem dar uma indicacdo do grau de infecdo de uma populacéo.
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8. PERSPETIVAS FUTURAS

Num trabalho futuro seria interessante aumentar o tamanho da amostra, aumentando o
namero de exploracdes e de animais envolvidos, de modo a que esta fosse mais
representativa da realidade da regido da Moita considerada para este estudo. Com estas
duas medidas estaria aberto o caminho para a determinacéo da prevaléncia de Fasciolose

nesta area.

Neste trabalho, foram utilizados para desparasitacdo dos animais, 0s principios ativos
closantel e clorsulon. Contudo, Martinez-Moreno et al (1997) referem que animais tratados
com triclabendazol apresentaram melhores resultados, pois este atua sobre as formas
imaturas, o que permite um menor niumero de aplicacdes e maior eficiacia do tratamento.
Deste modo, seria interessante avaliar a eficacia clinica e vantagem econdmica do uso de
triclabendazol nos animais desta regido comparativamente ao closantel e clorsulon, para
posteriormente se considerar a sua utilizagdo na pratica clinica. A grande limitacdo da
utilizagdo deste principio ativo é a sua formulag&o — suspenséo oral — o que dificulta muito o
maneio de bovinos. Mas atualmente em alguns paises da Europa ja existe formulacdo
injetavel para bovinos, que se espera que brevemente possa ficar disponivel no nosso pais.
Quanto ao caso concreto da exploragdo em estudo, o mais importante seria tratar os
terrenos, fazer uma rotatividade de dois anos, em que, durante este periodo, metade das
pastagens fica inutilizada, permitindo assim interromper o ciclo de desenvolvimento deste
parasita, conjugando com uma possivel eliminacdo do hospedeiro intermediario através das
técnicas antes referidas, apesar de estas ndo terem uma facil aplicagéo pratica. Quanto ao
tratamento, como dito anteriormente, 0 principio ativo pode ndo ser o mais importante se
associado a um bom maneio. Inicialmente aconselhariamos a utilizacdo do closantel por
apresentar maior eficacia nas formas imaturas. Atendendo ao facto de a diferenca entre
formulacdo injetavel ou tépica ndo ser muito relevante, a sua escolha pode ser deixada ao
critério do produtor sendo a segunda mais pratica mas economicamente menos viavel.

No que se refere ao numero de intervengcfes desparasitantes, as trés intervencdes que séo
atualmente efetuadas, podem protelar o aparecimento de resisténcias. Assim, seria mais
aconselhavel reduzir o numero de intervengdes para duas, uma ao entrar na exploracéo e
outra trés meses depois, para controlar as varias fases de evolucao do parasita.

Para melhor eficacia nos resultados é importante acompanhar o controlo desta parasitose

através de testes coproldgicos e se possivel, testes serolégicos.

Apesar de este estudo ter sido realizado com base numa amostra reduzida, os resultados
obtidos alertaram para a importancia que podera ter o estudo desta parasitose a nivel

nacional.
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ANEXOS

Al - Leituras de Placas de ELISA

Leitura realizada com um espectrofotbmetro com um filtro de 450 nm

Tabela Al — Informac8es base das placas de ELISA

1 2 3 4 5

A B Con)_[r,()lo Con)_[r,()lo PT 5395 i PT 2700
Positivo : Positivo
B R Contrc?lo Contrc?lo PT 5396 | PT 2701
Negativo i Negativo
C A PT 1675 { PT 6297 { PT 5512 | PT 2712
D N PT 1676 i PT 6298 { PT 5513 | PT 2713
E C PT 2951 { PT 3261 | PT 2697 | PT 2709
F 0] PT 2952 { PT 3262 { PT 2698 | PT 2710
G S PT 6131 i PT 3305 : PT 2716 | PT 2696
H * PT 6132 { PT 3306 | PT 2717 | PT 2697
Tabela A2 —Leituras da placa de ELISA com FhAPS

1 2 3 4 5
A 0,054 0,496 0,478 0,492 0,306
B 0,063 0,159 0,177 0,535 0,319
C 0,047 0,280 0,355 0,210 0,965
D 0,050 0,289 0,351 0,239 0,997
E 0,048 0,252 0,311 0,194 0,351
F 0,049 0,251 0,332 0,193 0,334
G 0,049 0,183 0,218 0,227 0,682
H 0,045 0,190 0,251 0,237 0,691

Tabela A3 - Leituras da placa de ELISA com DdES

1 2 3 4 5
A 0,055 0,403 0,411 0,224 0,210
B 0,067 0,119 0,138 0,234 0,311
C 0,061 0,287 0,193 0,266 0,786
D 0,075 0,194 0,285 0,233 0,795
E 0,093 0,235 0,251 0,251 0,375
F 0,084 0,269 0,228 0,214 0,232
G 0,077 0,218 0,176 0,245 0,570
H 0,057 0,185 0,232 0,257 0,527
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Tabela A4 - Leituras da placa de ELISA com CdES
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1 2 3 4 5
A 0,056 0,431 0,318 0,203 0,253
B 0,052 0,257 0,214 0,223 0,280
C 0,051 0,209 0,205 0,188 0,639
D 0,054 0,249 0,211 0,179 0,629
E 0,051 0,193 0,202 0,175 0,311
F 0,054 0,207 0,217 0,208 0,321
G 0,068 0,167 0,229 0,231 0,539
H 0,056 0,165 0,278 0,230 0,586



A2 — Métodos Coprologicos

Métodos Qualitativos:

- Método de sedimentacdo natural (para pesquisa de ovos de trematodes e 0s
restantes céstodes): aproveita o sedimento resultante da técnica de Willis. Para o efeito,
decanta-se o sobrenadante e cora-se o sedimento com Azul-de-metileno, que ira corar 0s
detritos de um tom azulado, 0 que contrasta com 0S 0V0OS, NOS quais 0 corante hao
consegue penetrar e gue mantém a sua cor castanha ou dourada. No caso desta técnica, ha
a necessidade de aumentar o campo de pesquisa em comparacdo com a flutuacéo. Por este
motivo, é depositada uma maior quantidade de solucdo corada numa lamina e utiliza-se uma

lamela de maiores dimensdes (23 x 50 mm) para a observacao ao microscopio.

Métodos quantitativos

- Contagem de ovos em Céamara de McMaster (Madeira de Carvalho et al., 2008):
utiliza-se 2 g de fezes diluidos em 28 ml de solugdo saturada de acucar a 25%. Apoés
homogeneizar e filtrar com um passador de cozinha, preenchem-se os dois compartimentos
de uma camara de McMaster, contando posteriormente o nimero de ovos visivel em ambos
0s compartimentos, multiplicando por um fator de 50, obtendo desta forma o ndmero de
ovos por grama de fezes (opg). Assim, o limiar de detecdo desta técnica € 500pg.

- Método de McMaster Modificado: Este método foi primeiramente desenvolvido por
Urguhart em 1996 e foi depois adaptado noutra investigacdo efetuada em Portugal sobre
Fasciolose Bovina (Conceicdo et al., 2002). Esta adaptacdo teve por base alterar o tempo
de sedimentacéo e adicionar solucdo detergente. De uma forma esquematica:

1. Pesam-se 10g de fezes de bovino e colocam-se num frasco de plastico ou vidro de
100ml de capacidade, de boca larga.
Junta-se 60ml de solugéo detergente a 5%.
Homogeniza-se até que o material fecal se desagregue e forme uma suspenséo.
Filtra-se a suspensdo fecal através de um crivo de rede de cozinha e duas camadas de
gaze, recolhendo o filtrado para um copo conico de sedimentacdo de 1000ml de
capacidade, enchendo-o depois com agua da torneira até a sua capacidade maxima.

5. Deixa-se sedimentar por 10 minutos e decanta-se.

6. Repde-se a quantidade de 1000ml e deixa-se sedimentar por mais 10 minutos; esta
operacdo deve realizar-se 3 a 4 vezes ou até que o sobrenadante esteja limpido.

7. Depois da Ultima lavagem passa-se o sedimento para um frasco e repor em 50ml.

8. Observa-se em camara de McMaster ao microscépio 6tico, com objetiva 10x e efetuar a
contagem dos ovos de Fasciola hepatica e outros elementos parasitarios que possam

aparecer em 4 camaras, ter o cuidado de observar o fundo da camara pois tratam-se de
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ovos pesados que sedimentam; considera-se que, se ndo se observar pelo menos um
ovo nessas 4 camaras, tera de fazer a observacao em 8 para perfazer 5ml, volume que
nos permite aumentar a sensibilidade do método até lopg.
A taxa de recuperacdo de ovo-média deste método € de 76,7%. A sensibilidade analitica é
de 33% sempre que o numero de ovos por grama (opg) de fezes é inferior a 1,5 e 100%
para valores mais elevados (Conceicao et al., 2002).
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A3 - Protocolo da técnica de ELISA para detecéo de anticorpos (ELISA indireto)

1. Antigenar as placas de microtitulacdo com antigénio de excrecao/secrecao diluido em
PBS (Nota 1 e 2)
N&o se sensibiliza a coluna de BRANCOS

Colocam-se 100ul/poco do antigénio diluido
Incubar durante a noite (0 mesmo numero de horas para todas as placas) a 4°C, ou incubar
na estufa a 37° durante 3-4h.

Apbs incubacéo eliminar a solucdo sensibilizante, sem lavar.

2. Bloqueio dos pontos de unido inespecificos dos antigénios a placa com uma solucao de
leite magro em po dissolvida a 2% em PT (denomina-se PTL, Nota 1)
Colocar na coluna de BRANCOS

Dispor 200 pl/poco da solucdo bloqueante
Incubar as placas durante meia hora a 37°C.

Eliminar a solug&o blogueante, sem lavar.

3. Adicédo dos soros diluidos em PTL (Nota 3)
Depositam-se 100ul/poco. Incluindo um soro controlo Positivo e um soro controlo Negativo

com o intuito de os comparar aso soros problema.
Na coluna de BRANCOS coloca-se 100ul de PTL.

Incubar durante meia hora a 37°.

4. Lavar os pocos com PT a fim de eliminar os anticorpos que ndo se unem ao poco.
2 lavagens por pogo com 200pl/poco.

5. Adicao de imunoconjugado (RAB) diluido em PT (Nota 4), marcado com peroxidase.
Colocar na coluna de BRANCOS.

Colocam-se 100pl/pogo de imunoconjugado

Incubar durante meia hora a 37°

6. Lavar 0s pogos para retirar a peroxidase que n&o se uniu e retirar restos de detergente.
Realizam-se 2 lavagens com PT e 2 com agua destilada, com 200pl/poco.

7. Adicéo do substrato da enzima peroxidase (OPD, ortofenildiamina, Sigma) para
valorizar a sua atividade. (Nota 5)
Depositam-se 100pl/pogo desta solugcdo e colocam-se as placas num local escuro durante

alguns minutos a temperatura ambiente.
Colocar na coluna de BRANCOS

8. Deter a reacao adicionando em cada po¢o 100ul de acido sulfarico 3N.
Colocar na coluna de BRANCOS
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9. Leiturados resultados no espectrofotometro com um filtro de 490 e 450 nm

Nota 1
1. PBS

1L 2L 3L 4L
NaCl 8,183g 16,3669 32,7329 40,91g
Na,HPO,+12H,0 2,99 5,89 11,69 14,59
(Na,HPO, anidro) (1,159) (2,39) (4,6009) (5,7509)
KCI 0,201g 0,402¢g 0,804g 1,005¢g
KH,PO, 0,204 0,408g 0,8169g 1,029

2. PT (PBS + Tween 20)
Para 1L: 1litro PBS + 1ml Tween 20

3. PTL (PT + Leite Magro em p0)
60ml PT + 1,29 Leite

Nota 2

APS (Ag Fasciola) — 7,5ul/10ml
Ag Calicophorum — 2,5 pl/10ml
Ag Dicrocoelium - 1 pl/20ml

Nota: Estes valores dependem do método sintese do antigénio.

Nota 3 — Diluigdo dos soros a que se obtém melhores resultados

Para pesquisa de APS — 1f5ﬂ PTL
Para pesquisa de Calico. - 1;’45 PTL

Para pesquisa de Dicro - 12’2{] PTL

Nota 4 — Diluicdo do Imunoconjugado a que se obtém melhores resultados é:

Para pesquisa de APS — 1;’1{]{35 PTL
Para pesquisa de Calico. - 1;’15{]{] PTL

Para pesquisa de Dicro - 1;’1{]{35 PTL

Nota 5 — Preparacédo do OPD

H,O destilada (ml) Ac. Citrico (gr) Na,HPO, (gr) OPD (gr) H,0, (ml)
1 placa 12 0,084 0,105 0,012 12
2placas 25 0,175 0,22 0,025 25
3placas 36 0,252 0,3168 0,036 36
4placas 50 0,35 0,44 0,05 50
Técnica:

1. Misturar Ac. Citrico e Na,HPO,com a H,O destilada. Ajustar o pH a 5 adicionando
Na,OH 2N para subir o pH e Ac. Cloridrico para baixar.

2. Apenas quando o pH for 5 se pode adicionar o OPD.

3. A H,0, adiciona-se apenas no momento de colocar na placa de titulagédo.
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