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RESUMO: A fasciolose bovina produz danos graves ao figado e é causada pelo parasito Fasciola
hepatica. Objetivou-se caracterizar as alteragdes histolégicas do tecido hepatico em bovinos com
fasciolose cronica. Foram coletados 47 figados de bovinos condenados por fasciolose e 12 figados
normais utilizados para controle. Foi feita a contagem de parasitos e coleta de cinco fragmentos de
cada lobo, direito e esquerdo, dos figados acometidos pela enfermidade, totalizando 235 amostras
por lobo. O grupo controle foi coletado apenas um fragmento por figado. Todo material foi fixado em
formol a 10% e submetido ao processamento histologico. Foi feita a anélise microscopica com base
na distribuicdo da fibrose em graus 1, 2 e 3 e no tipo e intensidade do infiltrado inflamatério. A
avaliacdo estatistica foi feita pelo método descritivo e pelo teste de Mann-Whithey com 5% de
probabilidade. N&o foi verificada diferenca entre o nimero de parasitos por lobo hepatico, porém o
lobo esquerdo apresentou maior intensidade parasitaria. A fibrose foi observada em todas as
amostras prevalecendo a de grau 1. Houve diferenca significativa entre figados com F. hepatica e
figados normais quanto ao grau de fibrose, tanto para o lobo direito quanto para o esquerdo e entre
estes. Verificou-se predominancia de células mononucleadas de intensidade discreta. Houve
diferenca entre a intensidade do infiltrado inflamatério entre os lobos direito e esquerdo do figado. A
presenca de eosindfilos também foi verificada, porém em menor quantidade. Conclui-se que a
fibrose € alteracdo mais marcante em figados cronicamente infectados por F. hepatica e o infiltrado
inflamatério é predominantemente mononuclear discreto sendo estas leses mais prevalentes no
lobo esquerdo.
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HISTOLOGICAL CHARACTERIZATION OF THE BOVINE LIVER WITH CHRONIC FASCIOLIASIS

ABSTRACT: Bovine fascioliasis produces severe damage to the liver and is caused by the parasite
Fasciola hepatica. This study aimed to characterize the histological changes of the liver tissue with
chronic fascioliasis in cattle. Were collected 47 bovine livers condemned for fascioliasis and 12
normal livers used to control. Counting parasites and collecting five fragments of each lobe, right and
left livers affected by illness, totaling 235 samples per lobe was taken. The control group were
collected only a fragment of liver. All material was fixed in 10% formalin and subjected to histological
analysis. Microscopic analysis were based on the distribution of fibrosis in degrees 1, 2 and 3 and in
the type and intensity of the inflammatory infiltrate. Statistical evaluation was taken by descriptive
method and by Mann-Whitney test at 5% probability. No difference was observed between the
number of parasites per lobe but the left lobe showed higher parasitic intensity. Fibrosis was
observed in all samples and prevailed grade 1. There was significant difference between degree of
fibrosis in the liver with fascioliasis and normal liver and between the hepatic lobes. The inflammatory
infiltrate showed a predominance of mononuclear cells of discrete intensity. Was difference between
the intensity of the inflammatory infiltrate between the right and left lobes of the liver. The presence of
eosinophils was also observed, but at a lower amount. We conclude that fibrosis is most outstanding
change in livers chronically infected with F. hepatica and the inflammatory infiltrate is predominantly
mononuclear and discrete and these lesions are more prevalent in the left lobe.
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INTRODUCAO

A fasciolose é uma enfermidade
que acomete o figado e canais biliares
de varios animais domésticos e
silvestres, entre eles, ovinos, caprinos,
budfalos, seres humanos e
principalmente de bovinos. E causada
por Fasciola hepatica, um trematdédeo
achatado dorsoventralmente de corpo
foliaceo e com porcéo anterior em forma
de cone (OLIVEIRA; SPOSITO FILHA,
2009).

De acordo com Bostelmann et al.
(2000) na fasciolose aguda, causada
pelas formas imaturas dos parasitos, o
grande numero de trematodas no figado
leva a hepatomegalia, hiperemia do
figado, destruicdo do parénquima,
insuficiéncia hepética, hemorragia na
cavidade peritoneal, hepatite aguda
hemorragica, além da presenca de um
componente  necrético  coagulativo,
provavelmente relacionado a algum
agente toxigénico liberado pelo parasito.
Por outro lado, as formas adultas podem
ocasionar fibrose e trauma severo no
figado e ductos biliares (HAROUN;
HITLYER, 1986). As lesdes fibroticas
sdo as mais importantes alteracbes
patolégicas observadas no espaco porta
de bovinos cronicamente infectados por
F. hepatica e quanto maior o grau de
lesdo cronica maior € a distribuicdo da
fiborose pelo parénquima (TRIVILIN,
2010).

Bostelmann et al. (2000) relataram
ainda que as lesdes causadas por F.
hepatica aparecem a partir de nove
semanas poés-infeccdo. No terco médio
das paredes dos ductos biliares, nota-se
espessamento com presenca de
formacdes acinares irregulares
compostas por epitélio colunar alto, em
geral infiltradas por linfocitos,
plasmacitos, eosindfilos e mastdécitos.

Embora a fibrose esteja presente
nos quadros de fasciolose crénica, o
mecanismo de formacéo deste processo
ainda ndo esta totalmente esclarecido

(TRIVILIN,  2010). Desta forma,
Friedman e Carmichael (1998)
informaram que é importante entender
0s eventos que levam a formacdo da
fiborose a fim de identificar métodos
terapéuticos que possam retardar seu
processo de formacdo. Para isto, é
necessario que haja identificacdo das
estruturas, organismos e materiais
secretados pelas células (WERNER et
al.,, 2005) e a utilizacdo de técnicas
como a histoquimica podem ser
importantes na precisdo do diagndstico
histopatolégico (ALVES et al., 2004).
Tais estudos poderiam auxiliar na
identificacdo do  principal agente
causador da fibrose hepética e estimular
pesquisas de identificacdo de fatores

guimicos, celulares ou moleculares
envolvidos (BARBOSA; ANDRADE,
2010).

Diante do exposto, o presente
estudo objetivou caracterizar

histologicamente as lesGes hepaticas de
bovinos com fasciolose crbénica e
verificar a relacdo entre as alteracdes
encontradas.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo do experimento,
foram feitas trés visitas técnicas no
matadouro frigorifico de Atilio Vivacqua,
ES durante o periodo de fevereiro a
marco de 2012, onde foram coletadas
amostras de 47 figados bovinos
condenados por fasciolose e de 12
figados normais.

No préprio matadouro, os figados
foram avaliados macroscopicamente
para verificacdo da presenca ou
auséncia de parasitos e divididos em
dois lobos, direito e esquerdo, conforme
estrutura anatébmica. Cada lobo foi
seccionado transversalmente, a cada
um centimetro, para verificagdo e
contagem dos parasitos.

Dos figados condenados foram
coletados cinco fragmentos de 2cm? de
tecido hepatico de cada lobo, direito e
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esquerdo, totalizando 470 subamostras,
que corresponderam a outras 235
subamostras por lobo. Dos figados
normais, por determinacao do
matadouro frigorifico, foi coletado
apenas um fragmento de 2cm? da
porcdo média, totalizando 12 amostras
que foram utilizadas como controle das
analises microscopicas.

Todos os fragmentos foram
devidamente identificados e fixados em
solucéo de formol a 10% e direcionados
ao Laboratério de Patologia Animal da
UFES para avaliagcdo microscopica.

No Laboratério de Patologia
Animal todos os fragmentos foram
recortados, armazenados em cassetes
plasticos e submetidos ao
processamento histolégico de rotina
para inclusdo em parafina. Em seguida,
foram submetidos & microtomia para a
seccdao de cortes de trés micrémetros de
espessura que foram depositados em
laminas histologicas. Os cortes em
laminas foram corados pelo método de
Hematoxilina e eosina (HE).

Para a avaliagdo histoldgica foram
consideradas a distribuicdo da fibrose e
o tipo e a intensidade do infiltrado
inflamatorio.

Para a avaliacdo da distribuicdo da
fibrose utilizou-se 0S critérios
estabelecidos por Oliveira, Souza e
Andrade (2004) em que as alteracdes
sao divididas em graus, a saber: grau 1
(+), quando a fibrose aparece
discretamente ao redor dos ductos néo
acometendo grandes extensbes do
parénquima hepético; grau 2 (+4),
quando a fibrose € moderada formando
septos fibrosos incompletos e grau 3
(+++), quando a fibrose é severa e
revela septos fibrosos proeminentes que
dividem o parénquima hepatico em
|6bulos.

Para a avaliagdo do infiltrado
inflamatério foram utilizados critérios
semelhantes aos descritos por Trivilin
(2010) de forma semi-quantitativa com
atribuicdo de escore de intensidade, a

saber: discreto (+), moderado (++) e
severo (+++).

Todas as variaveis avaliadas (grau
de fibrose, intensidade parasitaria,
infiltrado inflamatdrio) foram submetidas
a estatistica descritiva com os valores
expressos em percentuais.

Com base nos cinco fragmentos
das 47 amostras, totalizando 235
subamostras por lobo hepatico, foi
realizada avaliacdo do grau de fibrose,
infiltrado inflamatorio, comparando-se o
lobo direito com o esquerdo pelo teste
de Mann-Whitney a nivel de 5% de
probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacdo macroscopica dos
figados observou-se que 100% (47/47)
apresentaram fibrose caracterizada por
depressdo do  parénquima  e/ou
espessamento da parede dos ductos
biliares maiores. Em 80,85% (38/47)
foram encontrados parasitos no
momento da coleta. No lobo direito
observou-se formas juvenis e adultas do
parasito variando de um a 16 e de um a
45 exemplares, respectivamente. No
lobo esquerdo as formas jovens
guantificadas variaram de um a 34
exemplares enquanto que as adultas de
um a 45. Assim, ndo foi verificada
diferenca significativa (p>0,05) entre o
namero de parasitos por lobo hepético.

Em um estudo onde foram
coletados 100 fragmentos do lobo
esquerdo e lobo direito de figados
bovinos condenados por fasciolose,
Trivilin et al. (2013) perceberam que em
todas as amostras a intensidade de
infiltrado inflamatorio avaliadas
acometiam mais do lobo hepatico
esquerdo, revelando que na fasciolose
cronica, as lesdes mais significativas
concentram-se nesse lobo hepatico.
Ressaltaram ainda que, a inflamacgéo
observada variou de discreta a severa e
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sempre esteve associada a presenca
dos parasitos nos ductos biliares.
Apesar de Trivilin et al. (2013)
ndo realizaram a contagem do namero
de parasitos encontrado nos ductos
biliares, tais autores sugeriram que
existe relacdo entre a presenca de
parasitos e lesdes mais significativas.
Marcos et al. (2007) observaram 24
amostras de figados bovinos frescos e
concluiram que todos os figados
infectados pela F. hepatica tinham pelo
menos um grau de fibrose hepatica. O
estudo também indicou que o numero
de fasciolas no figado estava
relacionado ao grau de fibrose, e que os

casos positivos para cirrose
apresentavam uma densidade
parasitdria maior que 0 grupo

diagnosticado sem cirrose. Os autores
afirmaram ainda que um ndmero minimo
de 38 fasciolas pode representar um
nivel suficiente para causar cirrose
hepética em bovinos.

Acredita-se que quanto mais
rapido for realizado o diagndstico da
presenca de F. hepatica em figados
bovinos o tratamento sera mais efetivo
evitando que sejam desenvolvidas
lesbes fibréticas severas bem como
cirrose hepética. Bernardo et al. (2012)
citaram que a utlizacdo de técnicas
utilizando coproantigenos pode detectar
precocemente os animais infectados.

A analise histopatologica das
laminas coradas pelo método de
hematoxilina-eosina (HE) revelou a
presenca de fibrose (Grafico 1) em
todas as amostras. De acordo com a

classificacdo do grau de fibrose
observou-se que, no lobo direito,
72,34% (34/47) das amostras
apresentavam fibrose grau 1,

25,53%(12/47) grau 2 e 2,13% (1/47)
grau 3. No lobo esquerdo 55,32%
(26/47) tiveram fibrose grau 1, 36,17%
(17/47) grau 2, 8,51% (4/47) grau 3. Os
resultados demonstraram prevaléncia
de fibrose discreta.

Grafico 1 - Distribuicdo dos graus de fibrose nos lobos direito e esquerdo de figados
bovinos infectados com Fasciola hepatica L, Aleare, ES.
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A Figura 1 ilustra a distribuigéo da
fibrose nos figados com fasciolose.

Figura 1 - Fotomicrografia de figado de bovino cm fasciolose cron

ao redor dos ducios biliares, Grau 1, Lobo direito, Barra=70um; B) Fibrose
moderada com mrmagio de septos incompletos, Grau 2, Lobe direito,
Barra=70pm; C) Fibrose com septos proeminentes dividindo o parénquima em
lobulos, Grau 3, Lobo direito, Bara= 437,5um; D) Fibrose Grau 1, Lobo
esquerde, Bara=67,8ym; E) Fibrose Grau 2, Lobo esquerdo, Barra=67,8ym; F)
Fibrose Grau 3, Lobo esquerdo, Bama=67,8um. Coloracdo de hematoxilina e
eosina.

Marcos et al. (2007) também
encontraram lesdes fibréticas em todos
os figados avaliados, entretanto, os
dados de prevaléncia foram distintos
sendo encontradas 17% das amostras
com grau 1, 17% grau 2 e 66% grau 3.
Estes autores verificaram
predominancia de lesdes fibroticas mais
graves. A diferenca entre os resultados
obtidos estd relacionada a maior
intensidade parasitaria verificada por
Marcos et al. (2007), bem como, aos
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diversos fatores epidemioldgicos
envolvidos na infeccdo dos bovinos.

Bostelmann et al. (2000)
compararam figados de bovinos,
bubalinos e ovinos infectados por F.
hepatica e constataram que o grau de
fiborose da parede dos ductos biliares
dos bovinos e bubalinos € maior que
dos ovinos, devido a idade de abate
dessas espécies serem diferentes. A
idade de abate dos bovinos é de
aproximadamente 36 meses, a dos
bubalinos ocorre entre 24 a 30 meses e
a dos ovinos € em torno de seis meses.
Neste estudo foi possivel identificar o
parasito microscopicamente em apenas
duas amostras hepaticas sendo uma
com fibrose grau 1 e outra de grau 2.
Devido ao baixo numero de amostras
nao foi possivel fazer uma correlacéo
entre este achado e a existéncia de
lesbes fibroticas.

Diferentemente do que foi
observado neste estudo, na analise
histopatolégica do figado de uma alpaca
adulta, macho, de idade desconhecida,
a lesdo mais proeminente foi uma
extensa area de hiperplasia biliar e
granulomas multifocais contendo ovos
de parasitas que eram compativeis com
F. hepatica. Estes mesmos autores
ainda citaram que a resposta fibrética foi
minima na area de hiperplasia biliar,
porém, era grande em torno das zonas
de formacdo de granulomas (HAMIR;

SMITH, 2002).
No entanto, segundo Trivilin
(2010), as lesbes fibroticas sdo as

alteracdes mais importantes
encontradas no espaco porta de bovinos
cronicamente infectados por F. hepatica
e observou que quanto maior o grau de
lesdo cronica, maior sera a distribuicdo
da fibrose pelo parénquima hepatico.

Com base nos dados observados
verificou-se diferenca  significativa
(p<0,05) entre figados com F. hepatica
e figados normais quanto ao grau de
fibrose, tanto para o lobo direito quanto

para o esquerdo e entre estes (Tabela
1)1.

Tabela 1 - Medianas e percentis dos graus de fibrose nos lobos direito e
esquerdo de figados normais e com fasciolcse, Alegre-ES

- Lobo  esquerdo
Lobo dirsito (Dir)
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Medienss seguides por mesma leira minks cula ne ooluna nae diferem entre 51 pelo teste de Menn W hitney
(p=0.08);
* Medianes seguides por mesma letra maidsculs na linha ndo diferem enfre si pelo teste de Mann-Whitney
(p=0.05);
F25ePT75= Percents 25e 75%;
U = Estatistica do Teste de Mann-W hitney;
Ri=Soma dos postos das amostras:
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n, & n; =Nimero de chservagdes de cadaamastraf e 2.

Conforme  esperado, houve
diferenca significativa (p<0,05) entre a
fiborose existente nos figados com
fasciolose e os figados normais, sendo
gue nos figados normais, ndo houve
deposicdo de tecido conjuntivo. Em
relacdo a comparacao entre os graus de
fibrose por lobo hepético observou-se
gue, no lobo esquerdo, a fibrose foi mais
significativa. Estes achados também
foram observados por Trivilin (2010) que
verificou que o lobo esquerdo era mais
acometido pelas lesdes fibréticas e
vasculares que o lobo direito em estudo
no Espirito Santo e por Tessele, Brum e
Barros (2013) que encontraram lesdes
significativamente mais graves no lobo
esquerdo quando comparada com o
direito. Estes autores demonstraram
atrofia severa do parénquima do lobo
esquerdo em bovinos infectados por
fasciolose no Rio Grande do Sul.

Em relacdo a avaliacdo do
infiltrado  inflamatério presente nos
figados observou-se predominancia de
células mononucleadas. No lobo
esquerdo 61,70% (29/47) das amostras
revelaram inflamacgédo discreta, 25,53%
(12/47) moderada e 2,13% (1/47)
severa. Entretanto, em 10,64% (5/47)
das amostras deste lobo n&o houve
qgualquer lesdo inflamatoria. No lobo
direito 63,83% (30/47) das amostras
revelaram infiltrado inflamatorio discreto,
19,15% (9/47) moderado e nenhuma
amostra revelou inflamacéo severa. Em
17,20% (8/47) das amostras do lobo
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esquerdo nao houve
inflamatério.  Estes  dados
dispostos no Grafico 2 e Figura 2.

processo
estao

Grafico 2 - Distribuicdo das intensidades do infiltrado inflamatdrio nos lobos direito e
esquerdo de figados bovinos infectados com Fasciola hepatica L,
Alegre, ES.
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Figura 2 - Fotomicrografia de figado de bovino com fasciolose crénica. A) Infilrado
inflamatdrio discreto, Lobo direto, Barra=70um; B) Infittrado inflamatdrio
moderado, Lobo direito, Barra=70pm; C) Infiltrado inflamatdrio acentuado,
Lobo direito Barra=70pm; D) Irfitrade inflamatdrio discreto, Lobo
esquerdo, Barra=72,25ym E) Infitrado inflamatdrio moderado, Lobo
esquerdo, Barra=7225pym F) Infitrado inflamatdrio acentuado, Lobo
esquerdo, Barra=72,25um. Coloracio de hematoxilina e eosina

Houve  diferenca entre a
intensidade do infiltrado inflamatério
entre os lobos direito e esquerdo do
figado. No lobo esquerdo houve maior
resposta inflamatoéria, no entanto, as
lesbes prevaleceram de forma discreta
ou moderada (Tabela 2).

Trivilin (2010) também encontrou
infiltrado inflamat6rio na maioria das
amostras. E, assim como o presente
estudo, graduou os resultados quanto a
intensidade, em discreta, moderada e
severa verificando infiltrado inflamatorio
discreto em 50,53%, moderado em
32,63% e severo em 16,84%. Este autor

também verificou auséncia  de
inflamagcdo em 5% das amostras
avaliadas. Tal pesquisa apresentou
resultados semelhantes ao do presente
estudo no sentido de que a intensidade
predominante foi & discreta seguida da
moderada e severa.

Tabela 2 — Medianas e percentis da intensidade do infitrado inflamatdrio nos lobos
direito e esquerdo de figados com fasciolose, Alegre-ES.

Infiltrado Inflamatério

Tratamentos

Med (P25; P75)'

Lobo direito (DIR) 1,000,0,10)b
Lobo esquerdo (E SQ) 10010, 20)a
1] 245145
Ri [DIR; ESQ] [52244 5, 58440,5
fo; Nz 235; 235
p 0,0177

Medisn=s seguidss por mesms Jetrs minGs cula na colons nae dfferem entre 31 pel teste de Mann-
Whitney (p=0,05)

U = Estatistica do Teste de Mann-W hitney;
Ri= Somados postos das amostras;
n; n: = Mimero de observagdes de cadsamostra 1 e 2;

Porém, Marcos et al. (2007)
relataram em estudo com figados
infectados pela F. hepatica que a maior
frequéncia foi de inflamacéo severa. Os
resultados discrepantes entre as
pesquisas podem estar relacionados a
existéncia de animais em diferentes
fases da infeccdo que, por tratarem-se
de estudos em figados provenientes de
matadouros, ndo é possivel estabelecer
o0 estagio exato da infeccdo. Também se
acredita que a maior carga parasitaria
verificada no estudo de Marcos et al.
(2007) possa ter contribuido para uma
maior resposta inflamatoria.

Em uma pesquisa onde seis
grupos de ovelhas foram infectados com
duas doses de metacercaria de F.
hepatica e algumas deste grupo foram
reinfectadas e tratadas com
triclabendazole, percebeu-se que, o
infiltrado inflamatério e as lesbes
hepéticas eram mais severas em grupos
infectados primaria e secundariamente
com doses multiplas do que no grupo
infectado com doses maiores, mesmo
com o numero total de metacercarias
administrado tendo sido maior neste
grupo. Isto sugere que as infeccbes
multiplas induzem néo sé protecdo, mas
a resposta imune induzida por antigenos
de ovos ou parasitos 0s quais causam
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sérios danos hepaticos (ORTEGA et al.,
2002).

A presenca de eosinofilos
também foi verificada no infiltrado
inflamatério dos figados avaliados neste
estudo, porém em menor quantidade.
No lobo direito, apenas 8,51% (4/47)
das amostras revelaram infiltrado
predominantemente eosinofilico,
enquanto que, no lobo esquerdo, estas
células foram verificadas em 12,76%
(6/47) das amostras.

Em humanos com fasciolose,
Marcos et al. (2008) afirmaram que a
hipereosinofilia pode acontecer na
metade ou final das infec¢des agudas e
a eosinofilia leve em casos de infeccao
precoce. A metade dos pacientes
cronicos pode ter auséncia de
eosinofilia. Por isso, estes autores
sugeriram que a contagem normal de
eosinofilos em muitos pacientes nao
pode ser utilizada para fins de rastreio,
em areas endémicas.

Em ratos o infiltrado inflamatério
ao redor dos tuneis migratérios variou
de escasso a moderado e consistiu,
principalmente, da infiltracdo macica de

eosinofilos e  neutrofilos,  alguns
macréfagos, plasmdcitos e  linfocitos
(BEYTUT; AKCA; GOKCE, 2011).

Bostelmann et al. (2000) verificaram
infiltracdo por linfécitos, plasmacitos,
neutréfilos e eosindfilos de intensidade
moderada a intensa, com presenca de
mastocitos em figados parasitados por
F. hepatica de bovinos, bubalinos e
oVvinos.

CONCLUSAO

A fibrose ¢é alteracdo mais
marcante em figados cronicamente
infectados por F. hepatica e é mais
evidente no lobo hepatico esquerdo. O
infiltrado inflamatorio é
predominantemente mononuclear
discreto e mais prevalente no lobo
esquerdo.
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