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RESUMO

A fasciolose € uma doenca parasitaria que acomete principalmente ruminantes,
equinos, suinos, animais silvestres e 0 homem. E causada pelo parasita
Trematddeo, Fasciola hepatica, que ocorre em regides temperadas de todo o
mundo, onde ha condi¢des favoraveis para o desenvolvimento de seu hospedeiro
intermediario, o caramujo do género Lymnaea. A F. hepatica adulta mede entre 20 a
50mm de comprimento e de 6 a 12 mm de largura, localizando-se nos ductos biliares
de seus hospedeiros, desencadeando, principalmente, diminuicdo de peso, de
producdo leiteira, de fertilidade, fraqueza, anemia, hipoproteinemia e edema
subcutaneo. E uma doenca que acarreta perdas econdémicas em varios paises, que
podem chegar a U$ 3 Bilh6es. No Brasil, a fasciolose é uma preocupacéo crescente,
nos rebanhos bovinos e ovinos e como zoonose. Em virtude das escassas
informagdes sobre a epidemiologia da fasciolose bovina no Brasil, a crescente
preocupacao na sanidade do rebanho e a necessidade de novos estudos, este
trabalho foi realizado com o objetivo de elucidar a incidéncia da fasciola
correlacionado com fatores de clima e altitude no sul do Brasil, estimando os
impactos econémicos e confeccionar, de forma inédita, mapas epidemiologicos
sanitarios com o uso da ferramenta de Geoprocessamento (SIG). Dados de abates
bovinos sob Inspecao Federal foram coletados junto ao Servi¢o de Inspecéo Federal
do Ministério da Agricultura para formar um banco de dados para inclusao no
programa de SIG. Na experimentagdo com animais, nove bovinos positivos e outros
nove negativos para fasciolose foram acompanhados durante nove meses para
comparar a influéncia do parasito nos pesos dos mesmos, com o0 uso da analise de
Monte Carlo. Ao final, foram coletados seis figados destes animais que variavam de
infeccao leve a severa com o intuito de analisar os danos por meio da histopatologia.
As incidéncias no Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana foram de 18,6%,
10,1% e 0,7% respectivamente. Houve correlacao entre infeccéo por F. hepatica e
baixas altitudes. Os pesos dos animais tiveram diferenca significativa e tenderam ao
crescimento em infeccdes crbnicas, sendo o prejuizo estimado em R$ 158,60. Os
danos hepaticos foram tipicos de lesGes causadas em infec¢des cronicas,
evidenciadas pelos marcadores de tecido conjuntivo de Tricrébmico de Masson.
Portanto o estudo da epidemiologia da F. hepatica com Geoprocessamento se torna
uma ferramenta Gtil para sistemas de salde e como tal, traz benéficos para o
controle, prevencao e planejamento em areas endémicas. A evidéncia dos prejuizos
e danos causados sua vasta epidemiologia em todo o mundo, a torna um
importante agente nas doencas parasitarias.

Palavras chave: Fasciolose. Geoprocessamento. Mapas. Bovinos.



ABSTRACT

The fasciolosis is a parasitic disease that affects mainly ruminants, horses, pigs, wild
animals and man. It is caused by the parasitic trematode, Fasciola hepatica, which is
characterized by occuring in temperate regions around the world, where conditions
are favorable for the development of its intermediate host, the snail of the genus
Lymnaea. The adult fluke is between 20 to 50 mm in length and 6 to 12 mm in width,
situated in the bile ducts of their hosts, causing typical signs of liver disease. In most
of the cases these signs are decreased weight, milk production, fertility, weakness,
anemia, hypoproteinemia and subcutaneous edema. It is a disease that causes
economic losses in several countries which can reach U$ 3 billion. In Brazil,
fasciolosis is a growing concern in cattle herds and sheep and it is characterised as a
zoonosis. Because of the limited information on the epidemiology of bovine
fascioliasis in Brazil, increased concerns with the health of the herd and the need for
further research, the objective of this study was to elucidate the incidence of liver
fluke in southern Brazil, while correlating it to the climate and altitude characteristics.
In addition, economic impacts were estimated and, for the first time, sanitary
epidemiological maps using a Geographic Information System tool (GIS) were
created. Data from animals slaughtered under Federal Inspection were collected by
the Federal Inspection Service of the Ministry of Agriculture to form a database for
inclusion in the GIS. In the experiments with animals, nine animals fascioliasis
positive and nine negative were observed for nine months to compare the influence
of the parasite in the weight of the animals, using the Monte Carlo analysis. Finally,
six livers of these animals with infections ranging from mild to severe were collected
in order to analyze the damage by histopathology. The incidences in Rio Grande do
Sul, Santa Catarina and Parana were 18.6%, 10.1% and 0.7% respectively. It was
observed a correlation between fluke infection and low altitudes. The weights of the
animals had significant differences and tended to increase in chronic infections, with
considerable damage estimate in R$ 158,60. The liver damage was typical of lesions
caused by chronic fluke infections, evidenced by markers of connective tissue using
Masson's trichrome staining. Therefore the study of the epidemiology of Fasciola
hepatica with GIS becomes a tool for health systems and as such, brings benefit to
the control, prevention and planning in endemic areas. The evidence of loss and
damage caused by fluke, like the vast epidemiology throughout the world, makes it
an important agent in parasitic diseases.

Keywords: Fasciolosis. GIS. Maps. Bovine.
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1 INTRODUCAO

A Fasciola hepatica € um parasito Trematédeo que parasita o figado e é
comumente encontrado em ruminantes, mas com a possibilidade de infectar o ser
humano, equinos e suinos. Animais silvestres também séo suscetiveis a infeccéao,
podendo, inclusive, funcionar como reservatorios e disseminadores do agente. E o
agente etiolégico da Fasciolose, que ocorre principalmente em regides temperadas
onde o clima é favoravel ao desenvolvimento. As principais condi¢Bes climaticas
incluem temperatura (entre 10 a 25°C) e umidade do solo (acima de 70%), que
favorecem o crescimento do hospedeiro intermediario do parasito, o molusco do
género Lymnaea, o qual apresenta trés representantes no Brasil: Lymnaea
columella, L. viatrix e L. cubensis (MAURE et al.,, 1998). O parasito adulto mede
entre 20 e 50mm de comprimento e 6 e 12mm de largura, habitando os ductos
biliares de seus hospedeiros.

Além de sua importéancia como zoonose, a fasciolose também €& uma doencga
de grande importancia econémica para a sanidade de rebanhos bovinos. E
responsavel por causar prejuizos econdmicos em Varios paises, com prevaléncias
gue variam em torno de 60% nos EUA, 20% em paises da Europa e a 10% na
Oceania (TORGERSON et al, 1999) e perdas de até U$ 3 bilhdes anuais sobre a
produtividade do rebanho (BORAY, 1994). No estado do Rio Grande do Sul, no Sul
do Brasil, em dados oriundos do Ministério da Agricultura sobre a prevaléncia da F.
hepatica em bovinos foi verificado uma média de 14,67% de figados bovinos
condenados (KLIMIONTE e MOLENTO, 2005), com enorme variabilidade entre os
rebanhos. Dessa forma, é imprescindivel buscar o maior conhecimento dessa
enfermidade, tanto em estudos a campo, quanto em achados de frigorificos. E de
suma importancia, também, buscar o melhoramento de técnicas no estudo da
Fasciolose, para se obter uma maior eficiéncia e rapidez no diagnostico desta
doenca. No caso do Rio Grande do Sul, que apresenta geografia e topografia
propicias, as atividades agropecuarias (como, por exemplo, o plantio de arroz e o
uso de pastagens alagadas) favorecem o desenvolvimento de hospedeiros
intermediérios, e a criacdo de animais infectados nessas é&reas, propicia que F.

hepética complete seu ciclo evolutivo.



15

Em bovinos com fascilose verifica-se diminuicdo gradual de peso, fraqueza,
anemia, hipoproteinemia e edema subcutaneo, particularmente na regiao
submandibular e no abdémen (BOWMAN, 1995). Histologicamente, os hepatdcitos
mostram-se degenerados e preenchidos com sangue e detritos, além de pigmentos
sanguineos e eosinofilos. Na forma crénica da fasciolose, ocorre colangite ulcerativa,
com exuberancia fibrosa nas paredes dos ductos. Observam-se, também, infiltrados
mono e polimorfonucleares (BORDIN, 1995).

O diagnéstico é realizado utilizando técnicas coproparasitolégicas, em que o
método de Quatro Tamises (GIRAO E UENO, 1994) é o mais indicado devido a sua
especificidade em detectar os ovos deste parasito. KLEIMAN et al. (2005)
compararam a sensibilidade de dois métodos de diagndésticos parasitologicos
(padréao de sedimentacédo fecal e Tamisacao) e concluiram que pelo método padréao
de sedimentacao se subestima a contagem de ovos, sendo o método de Tamisacao
mais confiavel.

Nos ultimos anos, o numero de seres humanos infectados por Fasciola spp.
aumentou significativamente, e varias areas geograficas agora sdo consideradas
endémicas para a doenca (MAS-COMA et al., 1999). Estima-se que no mundo 17
milndes de seres humanos estejam infectados com Fasciola spp., e em alguns
paises, como Bolivia, Peru e Egito, a doenca é considerada hiperendémica (ROKNI
et al. 2002), com alta patogenicidade e de grande impacto para seres humanos
(CHEN e MOTT, 1990). Em areas endémicas, a doenca ocorre frequentemente
associada com a ingestdo de agrido ou de outras plantas aquaticas (BORAY et al.,
1997). Portanto, € importante que as areas utilizadas para o cultivo, sejam as
cercadas e irrigadas, de modo a impedir a contaminacdo das valas com fezes de
animais (REY, 1991). Em paises asiaticos, pratos especiais preparados com figado
cru sdo frequentemente consumidos e a infeccdo humana se d& justamente pela
ingestdo desses alimentos (SCHACHER et al., 1965).

O uso da ferramenta de Geoprocessamento ou Sistema de Informacdes
Geograficas (SIG) pode ser muito Util e inovador no controle e monitoramento de
doencas, inclusive da Fasciolose, tanto animal quanto humana. Para isso, utiliza-se
0 programa de Geoprocessamento, o qual correlaciona informagfes de uma
determinada doenca com a localizacdo geogréfica em diferentes areas, criando,
desta forma, mapas epidemioldgicos para a pesquisa e um melhor visualizacdo do

problema.
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Portanto, devido ao crescente numero de casos de fasciolose animal e
humana, o estudo da epidemiologia sanitaria com o uso do Geoprocessamento se

faz necessario como forma de auxiliar no controle e prevencéao dessa doenca.

1.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a frequéncia de F. hepatica em bovinos na regido Sul do Brasil,
considerando o impacto econdmico para a bovinocultura, e confeccionar, mapas

epidemiolégicos com o uso do Geoprocessamento.

1.2 OBJETIVO ESPECIFICO

e Determinar a ocorréncia da F. hepatica em bovinos de corte por meio de
exames parasitologicos;

e Analisar as alteracfes histopatolégicas de figados bovinos infectados pela F.
hepatica,

e Estudar os riscos de prejuizos causados pela fasciolose bovina. com o uso da

anéalise estatistica de Monte Carlo.
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2 Fasciola hepatica: PERSPECTIVAS NO DIAGNOSTICO E PREDICAO DE
NOVOS CASOS COM USO DE GEOPROCESSAMENTO

RESUMO

Fasciola hepatica é um parasito que se localiza no figado de ruminantes, podendo
ser encontrado em varias espécies animais, entre elas, em equinos, suinos e
humanos. O parasito pertence a classe Trematoda, sendo o agente responsavel
pela doenca denominada fasciolose, a qual ocorre principalmente em regides
temperadas, com clima favoravel para o desenvolvimento das formas imaturas no
ciclo epidemiologico. Tais condi¢des devem auxiliar no desenvolvimento do
hospedeiro intermediario, 0 molusco do género Lymnaea. Existe uma crescente
preocupacao quanto ao niumero de casos humanos diagnosticados de regidées cujo
saneamento basico é inadequado, da presenca de animais infectados e da cultura
em consumir hortalicas de areas contaminadas cruas ou pouco cozidas. O
parasitismo em animais domeésticos pode levar a uma queda no desempenho animal
e seu controle é realizado, principalmente, com o uso do medicamento
triclabendazole. Entretanto, relatos quanto a resisténcia do patégeno a este produto
vém sendo descritos, inclusive no Brasil. O conhecimento da epidemiologia da
fasciolose animal, incluindo sua ocorréncia, distribuicdo e monitoramento estao
sendo retomados, agora com a utilizacéo do sistema de informacéo geografica e
com técnicas laboratoriais como o ELISA e a PCR. Este artigo aborda relatos
recentes da F. hepatica, compilando avancos quanto a sua epidemiologia,
diagndstico e a interacdo como uma zoonose relevante.

Palavras chave: Fasciolose. Zoonose. Doengas parasitarias. Incidéncia.



18

FASCIOLA HEPATICA: PERSPECTIVES IN DIAGNOSIS AND PREDICTION OF
NEW CASES WITH USE OF GEOGRAFIC INFORMATION SYSTEM

ABSTRACT

Fasciola hepatica is a parasite that is located in the liver of ruminants, with the
possibility to infect horses, pigs and humans. The parasite belongs to the class
Trematoda, and the agent causing the disease called fasciolosis. This disease occurs
mainly in temperate regions, where the climate is favorable for the development of
the organism. These conditions must favor the development of intermediate host, the
snail of the genus Lymnaea. Currently, there is growing concern about the increase
in the number of cases in humans from regions where sanitation is inadequate with
the presence of infected animals and the consumption of contaminated vegetable
crops at these sites. The infection in domestic animals can lead to the decrease in
production, and accounts for resistance of the pathogen to the triclabendazole drug
that is constantly being used. Knowledge of the epidemiology of animal fasciolosis,
including their occurrence, distribution and monitoring, is getting a new progress, now
with the usage of the Geographic Information System, and laboratory techniques
such as PCR and ELISA. The objective is to predict and diagnose the disease as well
as to develop a fast triclabendazole-resistance molecular marker and the evolution of
animal and human cases. This study provides an overview of Fasciola hepatica,
covering aspects of epidemiology, diagnosis and the interaction as an important
zoonosis.

Keywords: Fasciolosis, zoonosis, parasitology diseases, diagnostic, incidence.
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2.1 FASCIOLOSE: EPIDEMIOLOGIA

A fasciolose pode ser causada por duas espécies de trematddeos, Fasciola
hepatica e F. gigantica. F. hepatica € encontrada predominantemente em regides de
clima temperado e nas Américas, sendo a Unica espécie de ocorréncia comprovada
no Brasil, enquanto a F. gigantica se localiza em regifes tropicais da Africa e Asia.
Existe a sobreposi¢do na distribuicdo das duas espécies na regido Central Asiatica e
no Leste Africano, onde formas hibridas do parasito foram isoladas (MAS-COMA,
2005). F. hepatica mede entre 20 a 50 mm de comprimento e 6 a 12 mm de largura,
e na fase adulta, habita os ductos biliares de varias espécies de hospedeiros, entre
eles; ruminantas, equinos, cervos, coelhos, lebres, ratos, camundongos, inclusive
humanos (TAYLOR et al., 2007). Portanto, o sucesso da F. hepatica como parasito
deve-se em parte da sua capacidade em infectar e completar seu ciclo no amplo
leque de mamiferos hospedeiros.

A ocorréncia dessa parasitose também esta fundamentalmente associada a
presenca do molusco do género Lymnaea, que atua como hospedeiro intermediario
do agente, eliminando a fase de cercaria (MAS-COMA, 2005). Adicionalmente, a
temperatura entre 10 a 25°C, a baixa altitude topogréfica, a vasta hidrografia com
presenca de areas alagadas e banhados, o cultivo de arroz irrigado e a criagcao
animal extensiva, sao fatores que contribuem para a manutencdo do molusco e
disseminacéo da fasciolose (ANDREW, 1999). Estes fatores sao importantes para o
desenvolvimento de grandes quantidades de metacercarias, necessarias para que
ocorram altas taxas de infeccdo (TAYLOR et al., 2007). A reproducdo dos
caramujos, com o0 consequente desenvolvimento de F. hepatica em seu interior,
ocorre quando a temperatura diurna/noturna esta acima de 10°C. Entretanto,
somente quando as temperaturas atingem 15°C e se mantém acima deste nivel é
gue ocorre significativa multiplicacdo de caramujos e desenvolvimento de estagios
larvais do Trematoda, juntamente com as condicfes ambientais citadas acima.

Bowman (1995) enfatizou que mesmo apds a estacdo de seca, alguns locais
se mantém parcialmente umidos, suportando o pastejo dos animais. Nestes locais,
as metacercarias, € sua consequente ingestdo propicia o desenvolvimento da

doenca.
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Em paises como o Chile, Estados Unidos, Irflanda e Egito, os problemas
endémicos de fasciolose estdo associados a regides de baixa altitude, tendo em
vista os fatores desfavoraveis que podem ser encontrados em regides de alta
altitude, como a maior taxa de evaporagcdo da umidade do solo e as baixas
temperaturas. Estas areas também apresentam terrenos mais montanhosos,
dificultando assim, o acumulo de &agua e a formacdo de alagados e,
consequentemente, a menor sobrevivéncia do hospedeiro intermediario. Na regido
Sul do Brasil, municipios os quais se encontram a niveis de até 154m acima do mar,
apresentaram maiores indices de bovinos infectados com fasciola, demonstrando o
fator altitude como propicio para o desenvolvimento da doenca (DUTRA et al., 2009).
Entretanto, Dalton (1999) relatou areas hiperendémicas de fasciolose no altiplano
Peruano, em altitudes de 1500 acima do nivel do mar.

A fasciolose tem um grande impacto na economia mundial, devido a
diminuicdo na producdo de carne de ruminantes (MAS-COMA, 2005). A alta
prevaléncia da fasciolose em bovinos tem sido relatada na maioria dos continentes e
€ um grave problema em paises como Chile (94%), Estados Unidos (52,7% - Florida
68%), Irlanda (45%), Espanha (29,5%), Turquia (29,3%), Peru (29%), Alemanha
(10,7%), Marrocos (10,4%), Camboja (10%) e Nova Zelandia (8,5%) (TUM et al.,
2007, TORGERSON et al.,, 1999). Klimionte et al. (2005) verificaram que 0s
municipios de Boa Vista do Incra, Maquiné e Presidente Lucena no Rio Grande do
Sul apresentam incidéncia de 68, 84, e 91%, respectivamente. De acordo com dados
recentes da média de achado de parasitos no figado de bovinos oriundos de estados
gue possuem Frigorificos sob Inspecéo Federal, (Figura 1) o Rio Grande Sul e Santa
Catarina, taxas acima de 10% entre 2003 a 2008, seguidos de Rio de Janeiro e
Parana (DUTRA et al., 2009b). As informacdes foram obtidas no Banco de dados do
Sistema de Informagfes Gerenciais do Servico de Inspecdo Federal do Ministério da
Agricultura (SIGSIF/MAPA) e entdo anexadas em planilha do programa Microsoft
Excel. Todo esse procedimento serve para a correlagio com o programa de
Geoprocessamento, uma vez que quanto maior e mais completa as informacdes
anexadas ao programa, mais completa sera a confec¢cao do mapa. No caso da figura
1, foi obtidas informagbes de todos os Estados Brasileiros, e na figura 2 de 1.188
municipios da Regido Sul do Brasil, resultando em mapas com carater

epidemiolégico mais completo e interessante.
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2.2 IMPACTO ECONOMICO

O impacto econdmico é mais significativo quando a prevaléncia acima é de
25% e sinais clinicos séo evidentes. Estima-se que mais de 300 milhdes de bovinos
e 250 milhdes de ovinos do mundo pastoreiem em areas onde F. hepatica esta
presente, ocasionando perdas anuais superiores a US$ 3 bhilhdes, decorrente da
fasciolose bovina em sua forma cronica (OLAECHEA, 2004; MAS-COMA et al.,
2005). Foi determinado que os animais podem sofrer uma reducéo entre 8 e 28% de
seu vivo guando infectados experimentalmente com 40 a 140 fasciolas, comparados
com o grupo controle (MALONE e CRAIG, 1994).

Muito embora n&o exista uma avaliacdo neste sentido, Lima et al. (2009)
verificaram que 70% dos animais (n=1.251) foram positivos para F. hepatica em
testes coproldgicos em 16 municipios (16/20) do Estado de Minas Gerais. Em dados
oriundos do Ministério da Agricultura sobre a prevaléncia da F. hepatica em bovinos
abatidos na regido Sul do Brasil, Dutra et al. (2009a) verificaram uma taxa meédia de
infecgdo em bovinos abatidos nos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina
de 18,66% e 10,14%, respectivamente entre os anos de 2003 a 2008.

Gavinho et al. (2008) verificaram a prevaléncia de F. hepatica em figado de
bovinos abatidos entre agosto de 2007 a marco de 2008, quando foram abatidos
281.366 animais no Parana. Os autores revelaram que o municipio de Castro
apresentou 0 maior numero de animais positivos, representando 61,6%. Foi
demonstrado que seis bovinos de corte moderadamente parasitados com F.
hepatica, comparados a outros seis sadios de mesma origem destinados ao abate,
obtiveram média de peso de 200Kg (+/-5,25) e 212,3Kg (+/-12,4) respectivamente.
Esta diferenca representou uma perda significativa de 5,8% (P=0,004) e um prejuizo

de R$ 74,00 por animal no periodo amostrado.

2.3 PATOGENIA E CONTROLE

Muito embora a fasciolose seja considerada a principal causa de cirrose

hepatica em ruminantes (SERRA-FREIRE, 1995), nem todos os estagios da infeccéao
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sao igualmente prejudiciais a salude do rebanho. Sindromes clinicas severas podem
estar associadas ao numero de parasitos e ao seu estagio, bem como a presenca ou
auséncia de Clostridium novyi. A fasciolose é mais grave em ovinos do que em
bovinos, devido ao reduzido tamanho do figado de ovinos e por estes néo
adquirirem uma resposta imune natural contra o parasito ao longo da idade
(FORTES, 2004). Os principais sinais clinicos da enfermidade sdo a diminuicédo
gradual de peso, fraqueza, anemia, hipoproteinemia e edema subcutaneo,
particularmente na regido submandibular e no abdémen (BOWMAN, 1995).

A abrasdo causada pelas espinhas e a acdo da pré-fixacdo das fasciolas
parece representar a maioria dos danos causados no figado, e a morte do
hospedeiro ocorre em consequéncia da hemorragia induzida por tais lesdes. O
trematodeo normalmente é encontrado a partir de exame histopatolégico in situ e
exame do conteudo fecal a procura de ovos (RIET-CORREA et al.,, 2001). Essas
observacfes sdo importantes na dindmica de eventos e estdo abertas a muitas
interpretacdes (DALTON, 1999).

O controle da F. hepatica em ruminantes é realizado por meio de programas
de tratamentos preventivos e estratégicos, que geralmente sao baseados em
conhecimentos do ciclo de vida do hospedeiro intermediario (ROBERTS e
SUHARDONO, 1996). Como a erradicacdo dos moluscos hospedeiros é
impraticavel, devido ao alto poder bidtico dos mesmos, medidas de controle devem
ser adotadas para diminuir a prevaléncia das metacercarias (DALTON, 1999).
Entretanto, a indicacdo da drenagem de areas em zonas endémicas também pode
ser dificultada quando essas se consistem de canais de irrigacdo em lavouras
agricolas (TORGERSON et al., 1999). Mesmo néao sendo canais de irrigacdo, deve
ser levado em conta o impacto ambiental. Em areas umidas de banhados, o controle
de moluscos torna-se dificil, assim como a efetividade na aplicagdo massal de
produtos quimicos. A adicdo de sulfato de cobre pode ser toxica para ovinos e para
a ictiofauna de rios e cérregos. A rotacdo de pastagens pode ser uma boa opcéao,
porém, a rotacao de diferentes espécies animais, como ovinos e bovinos, € ineficaz,
visto que F. hepatica ndo € um parasito espécie-especifico, e pode infectar ambas
as espécies (TORGERSON et al., 1999).

O aprimoramento de técnicas para o estudo da fasciolose deve ter o objetivo
de obter maior eficiéncia e rapidez. Neste contexto, o uso da técnica de reacdo em

cadeia da polimerase (PCR) e o ELISA estdo sendo validadas para seu uso em
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rotina no Brasil. Tais técnicas podem facilitar o aprimoramento das indicacdes de
controle e tratamento, assim como a pesquisa da resisténcia do parasita aos
medicamentos especificos. O Sistema de Informacdes Geograficas (SIG) ou
Geoprocessamento permite interpretar dados de informagcdo geogréfica, na
confecgao de mapas de monitoramento, dando suporte as medidas de controle da

fasciolose.

2.4 FASCIOLOSE COMO ZOONOSE

Fasciola spp. € considerada uma importante zoonose, com vasta
comprovagédo na literatura (MAS-COMA e BARGUES, 1997; CURTALE et al., 2005;
MAS-COMA et al., 2009). Sua importancia aumentou significativamente devido a um
esforco internacional para elevar sua condicdo de doenca negligenciada para a lista
de enfermidades prioritarias da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (ROKNI et al.,
2002). Com o aprimoramento no diagndstico em seres humanos foi revelado que
varias éreas geograficas sdo consideradas endémicas para a doenca (MAS-COMA,
2005).

A infeccdo em seres humanos pode ocorrer pelo consumo de pratos
especiais preparados com figado cru em paises asiaticos (SCHACHER et al., 1965).
Entretanto Boray et al. (1997) afirmaram que a fasciolose humana também esté
frequentemente associada com a ingestao de agrido ou de outras plantas aquaticas
provenientes de areas infectadas com metacercarias.

Estima-se que 17 milhdes de seres humanos estejam infectados com Fasciola
spp, no mundo, e em paises como Bolivia, Peru e Egito, a doenc¢a é considerada
hiperendémica (ROKNI et al., 2002; MAS-COMA et al., 2009), diferente do antigo
conceito das pessoas infectadas apenas esporadicamente em areas endémicas com
animais. Nestas areas endémicas, altas prevaléncias nos humanos (mais de 70%
em exames coprolégicos e a 100% pela sorologia) ndo parecem necessariamente
estar relacionadas a alta prevaléncia em animais domésticos, podendo estar ou nao
com a presenca de animais infectados (MAS-COMA et al., 2008).

Em seres humanos a fasciolose afeta principalmente criancas e mulheres,

infectando mesmo em idades muito precoces (criancas de 1 a 2 anos), geralmente
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mostrando um pico por volta de 9 a 11 anos, declinando posteriormente. A alta
prevaléncia pode ser mantida em adultos, sendo de até 40% em algumas
comunidades (MAS-COMA et al., 2009). A ampla distribuicdo, que vai de abaixo do
nivel do mar (como na area do Mar C4spio), até a grande altitude de 4.200m no Del
Paso Condor, na Venezuela, é uma consequéncia da grande capacidade do parasito
e seu hospedeiro intermediario colonizar novas areas (GASNIER et al., 2000).
Espécies de animais domésticos e silvestres além de ovinos e bovinos também
podem desempenhar um papel importante como reservatérios para 0s seres
humanos em diferentes areas endémicas, especialmente suinos, asininos e
bubalinos, em funcéo do local e do sistema sanitario de criacdo (MAS-COMA et al.,
1997).

A patogenia em humanos pode ser observada com o exame de Ecografia e
Tomografia abdominal computadorizada, sendo principalmente a hepatomegalia
heterogénica, lesdes focais nodulares, hipocaptantes e de aspecto ramificado
periférico, com predominio no lobo direito, ascite e derrame pleural. Na Europa e na
América Latina, a terapéutica com triclabendazole, farmaco aprovado apenas para
uso veterinario, é utilizado em seres humanos, com sucesso e sem efeitos colaterais
significativos (OLIVEIRA et al., 2002). Varios aspectos da fasciolose humana so6
foram elucidados recentemente e a literatura sobre esta doenca, todavia € escassa

comparada com a ampla literatura sobre esta enfermidade em animais.

2.5 RESISTENCIA PARASITARIA

Boray (1999) testou a eficiéncia da varios anti-helminticos no tratamento da
fasciolose e o triclabendazole foi o que apresentou a melhor resposta, sendo o
medicamento de escolha para animais infectados. O triclabendazole pertence a
familia dos benzimidazdis e atua seletivamente na B-tubulina, despolarizando os
microtUbulos e causando perda de suas fun¢cdes em helmintos (ROBINSON et al.,
2001). A aplicacdo de antiparasitarios, principalmente o triclabendazole, de forma
preventiva vem sendo discutida quanto a sua eficécia, jA que foram relatados casos
de resisténcia do parasito na Australia (BOWMAN, 1995), Irlanda, Reino Unido,
Holanda e Espanha (FAIRWEATHER, 2005) e recentemente no Brasil (OLIVEIRA et
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al., 2008). Oliveira et al. (2008) verificaram a reducéo da eficicia do triclabendazole
apo6s um surto de F. hepatica em criacdo de ovinos e caprinos em Almirante
Tamandaré, PR. As avaliagbes coproparasitologicas comprovaram que o tratamento
curativo com esta droga apresentou uma eficicia de 66,3 e 57,3% em ovinos e
caprinos, respectivamente.

O triclabendazole € a uUnica opcéo de tratamento da fasciolose em seres
humanos. Entretanto, nenhum caso de resisténcia a essa droga foi documentado a
partir de casos humanos, embora a ocorréncia de tais casos, provavelmente deva
ser decorrente do nivel de resisténcia nos animais que servem como reservatorio e
como fonte de infeccéo para seres humanos (BRENNAN, 2007).

Mecanismos envolvidos no desenvolvimento da resisténcia podem resultar de
mudancas no local de acdo da droga, na captacdo/saida da molécula e em seu
metabolismo. No que diz respeito as mudanc¢as no local de acdo da droga, o alvo
presumido no parasita € o gene da B-tubulina (OUELLETTE, 2001). O fato da B-
tubulina estar presente, ndo limita a possibilidade de que outro tipo de tubulina
exista, e que possua introns importantes ou ainda proteinas que atuem
conjuntamente no mecanismo de resisténcia (ROBINSON et al., 2001).

A resisténcia aos benzimidazois por trematodas tem sido demonstrada pela
simples substituicdo de aminoacido (fenilalanina por tirosina) na posicdo 200 da
molécula da B-tubulina (ROBINSON et al., 2004). Foi estudado que sequéncias de [3-
tubulina cDNA de fasciolas triclabendazole susceptivel e resistente ndo tém
diferencas entre suas respectivas sequéncias primarias de aminodcidos
(FAIRWEATHER, 2005).

Uma preocupacdo é que apdés o tratamento regular de ovinos com
triclabendazole, em uma propriedade com criacdo conjunta de bovinos, seja possivel
selecionar genes para resisténcia, mesmo observando que a F. hepatica ndo é
espécie-especifica. Desse modo, bovinos que pastejam juntamente com ovinos em
determinado local, possam possivelmente, ser infectados com parasitos resistentes
oriundos dos ovinos (MOLL et al., 2000).
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2.6 DIAGNOSTICO MOLECULAR

Recentemente, vérias aplicacdes tecnologicas utilizando técnicas de biologia
molecular tém sido desenvolvidas para o estudo da genética, diagnostico e
resisténcia de medicamentos em parasitologia veterinaria (PRICHARD, 2001; VON
SAMSON-HIMMELSTJERNA e BLACKHALL, 2005; GILLEARD e BEECH, 2007). A
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma ferramenta que ja foi utilizada na
diferenciacdo das duas espécies de fasciolas no Egito (EL-GOZAMY et al., 2009).
Esta diferenciacdo foi possivel devido ao polimorfismo de nucleotideos dos
parasitos, bem como no uso na identificacdo de espécies intermediarias entre F.
hepatica e F. gigantica (LI et al., 2009).

A PCR vem sendo utilizada para a identificagcdo da F. hepatica, tornando
possivel determinar marcadores para diagnoéstico de resisténcia (FAIRWEATHER,
2005). Robinson et al. (2001) observaram que a F. hepatica apresenta somente um
gene da B-tubulina, entretanto, € necessario verificar a possivel variabilidade do
cDNA da B-tubulina entre varios isolados. Em relacdo a resisténcia a drogas,
diversos isotipos da a e B-tubulina, que sdo expressos no parasita adulto, foram
identificados e suas regides de codificacdo sequenciadas. ApGs comparacao das
sequéncias da B-tubulina de parasitas suscetiveis e resistentes, os isolados indicam
gue esses contém a mutacdo dos acidos nucleicos em posicdes implicadas na
resisténcia aos benzimidazoles (200, 196 e 198). Entretanto, algumas diferencas
foram determinadas em outras posicées do genoma, porém essa mudanca soO foi
relevante para isotipos resistentes (BRENNAN et al., 2007).

O desenvolvimento de protocolos moleculares com técnicas multiplex para
identificacdo de espécies do molusco Lymnaea é essencial para estudos
epidemioldgicos. Carvalho et al. (2004) utilizaram PCR-RFLP direcionados para o
primeiro e segundo espacador interno transcrito (ITS1 e ITS2) do rDNA e do gene
mitocondrial 16S ribossomal (rDNAmt 16S), usando 12 enzimas de restricdo para
identificar L. columela, L. viatrix e L. diaphana de localidades do Brasil, Argentina e
Uruguai. Esta andlise revelou padrdes caracteristicos de L. columella e L. diaphana
gue foram concordantes com caracteristicas morfolégicas classicas, mas populacdes
de L. viatrix apresentaram até 6 perfis diferentes, dificultando a identificacdo da

espécie. A PCR em tempo real provou ser uma estratégia mais confiavel, rapida e
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especifica do que métodos convencionais para distinguir variantes morfologicamente
semelhantes, de um amplo espectro de taxons, incluindo os patdégenos bacterianos,
protozoarios parasitas, espécies de insetos e de ovos e larvas de peixes
(WATANABE et al., 2004; ITOI et al., 2005).

2.7 TECNICA DE ELISA PARA ANIMAIS

A eficacia de fasciolicidas pode ser verificada por avaliacdo do figado em
exame post-mortem e por meio da contagem de ovos nas fezes (WOOD et al.,
1995), porém esses métodos sdo caros ou trabalhosos em relagcdo a mao de obra
(MOLLOY et al., 2005). A sensibilidade da contagem de ovos nas fezes pelo método
de Quatro Tamises também é significativamente reduzida quando um pequeno
namero de ovos é excretado pelo animal (HAPPICH e BORAY, 1969).

Os testes soroldgicos para o diagndéstico da infeccdo por F. hepatica, foram
recentemente desenvolvidos (SANCHEZ-ANDRADE et al., 2000) e podem fornecer
uma ferramenta alternativa, quanto ao método indireto de avaliagdo da eficicia de
fasciolicidas. Entretanto a utilizacdo da sorologia para avaliar a eficacia da
qguimioterapia pode ser problemética e essas avaliagbes séo realizadas geralmente
com base no grau em que as contagens de ovos nas fezes se tornam reduzidas, ja
gue o reconhecimento da IgG sérica especifica da Fasciola spp pode persistir por
longos periodos, mesmo apds a remocao das mesmas do figado (SANCHEZ-
ANDRADE et al., 2002). Porém as vantagens do exame sorologico sdo marcantes,
uma vez que a intervencao precoce de quimioterapicos reduz os danos do tecido
causados pela migracéo das formas imaturas do parasito e a excrecao fecal de ovos
do hospedeiro (MOLLOY et al., 2005).

O diagnéstico precoce da fasciolose, durante o periodo pré-patente, usando
testes para a deteccdo de anticorpos, pode ser essencial para evitar o impacto
negativo da doenca sobre a produtividade (SANCHEZ-ANDRADE et al., 2000; DIXIT
et al., 2004). Dentre os testes de imunodiagndésticos disponiveis, destaca-se o teste
imunoenzimatico indireto (ELISA) sendo amplamente indicado para estudos
epidemiolégicos (BOSSAERT et al., 2000).
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O uso do leite para o diagndstico e vigilancia de doengcas em bovinos se
tornou rotina nos ultimos anos (Ostertagia sp., Dictyocaulus sp., Cooperia spp.) € 0
teste de anticorpos do leite desempenha um papel importante para a implantacao de
estratégias de controle e tratamento, inclusive para programas de erradicacdo da
fasciolose em muitos paises (PRITCHARD, 2001; PRITCHARD et al., 2002). Foi
demonstrado que existe uma boa correlacéo entre o diagndstico no leite e os titulos
de anticorpos séricos nos animais (MOLLOY et al.,, 2005; PRITCHARD, 2001)
inclusive em diferentes épocas do ano. Charlier et al. (2009) encontraram diferencas
intersazonais nos niveis de anticorpos especificos para F. hepatica, mas ndo para
Ostertagia. Para a F. hepatica os niveis de anticorpos especificos foram maiores na
primavera e outono e esse padrdao € o esperado devido a epidemiologia dos
trematodeos, onde os vermes adultos sdo mais presentes no periodo de inverno,
induzindo a niveis mais altos de anticorpos especificos durante o inverno e
primavera.

A falta de diferencas intersazonais de anticorpos especificos para Ostertagia
sp. € surpreendente e ndo esta de acordo com observacdes anteriores em vacas
leiteiras, onde altos niveis de anticorpos especificos foram consistentemente
observadas no outono do que primavera (CHARLIER et al., 2009). A grande
vantagem da amostragem pelo leite é a facilidade de obtencdo da amostra em
comparacao com a forma invasiva que € a colheita de sangue e/ou de fezes. Na
Inglaterra e no Pais de Gales, o nimero de casos diagnosticados da fasciolose em
bovinos aumentou significativamente, principalmente no gado leiteiro, apesar de a
maioria das infec¢des crbnicas terem sido diagnosticadas pelo método de contagem
de ovos nas fezes (SALIMI-BEJESTANI et al., 2005).

2.8 SISTEMA DE INFORMACOES GEOGRAFICAS (SIG)

O Sistema de Informacdes Geogréficas (SIG) permite realizar analises de
informagdes complexas, ao integrar dados de diversas fontes, criando um banco de
dados georeferenciados. Em um Pais de dimensdes continentais como o Brasil, com

caréncias de informacdes adequadas para auxiliar na tomada de decisdo quanto ao
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controle de doencas (leishmaniose, esquistossomose, fasciolose) o SIG apresenta
um potencial expressivo de apoio (CARNEIRO et al., 2007).

Os programas que executam as tarefas de geoprocessamento tém o objetivo
de correlacionar informacdes de um determinado evento (doenga) com a localizagao
geografica da é&rea desejada, criando mapas epidemiolégicos para melhor
visualizacdo do problema e pesquisa de fatores de risco. A tecnologia de softwares
apresenta custo relativamente baixo, sendo um dos principais problemas o acesso a
um banco de dados confiavel, como IBGE, MCT, MAPA, MS e EMBRAPA. As
imagens também podem ser adquiridas de fonte gratuita ou pagas, permitindo sua
diferenciacéo de definicdo e aproximacao dos detalhes como temperatura, umidade,
topografia, hidrologia e as formas de ocupacéo, agricola ou humana (IBGE, 2009).

O SIG tem sido utilizado para produzir modelos para predizer o risco e avaliar
a Fasciolose na Africa Oriental (MALONE et al., 1998), Eti6pia (YILMA e MALONE,
1998), Estados Unidos (ZUKOWSKI et al., 1993) e mais recentemente no Brasil
(DUTRA et al., 2009). Cringoli et al. (1996, 2000 e 2001) utilizaram o SIG em
vistorias parasitologicas territoriais para planejar os procedimentos de amostragem
em uma éarea geogréfica limitada, e, de forma clara e rapida, criar mapas da
distribuicdo dos parasitos.

Na ltalia, estudos com SIG (CRINGOLI et al., 2002) mostraram a distribuicdo
espacial da infeccdo por fasciolas na regido Sul, em trés municipios desta regiéo:
Campania, Puglia e Basilicata, uma area principalmente montanhosa e que se
estende de 100 a 1000m acima do nivel do mar. Ndo ha nenhum lago. Entretanto,
alguns rios e cérregos estdo presentes na area. Apenas houve positividade em uma
das zonas com pouca concentracdo de caramujos da area de estudo que tinha
bovinos e ovinos infectados nas fazendas.

Malone et al. (1998) e Tum et al. (2007), validaram mapas de risco da F.
hepatica no Camboja, levando em conta fatores ambientais favoraveis para o ciclo
de vida do hospedeiro intermediario, determinando o risco de doenca. As fronteiras
desses ambientes ndo séo estritamente fixos e podem variar consideravelmente com
o clima e outros componentes do ambiente. Isto é esperado quando ocorrerem
pequenas mudancas no ambiente, tais como a variagdo anual das condicoes
meteorologicas (MALONE, 1998). Assim, o uso desta ferramenta traz varios

beneficios que agregam informacdes para melhor tomada de decisdes, e pode ser
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expandida para pesquisa em rotina de outras doencas de carater importante e
emergente em animais e humanos.

A analise de Kernel ou estimador de intensidade Kernel, é uma ferramenta
vinculada aos programas de geoprocessamento que permite estimar a quantidade
de eventos por unidade de area em cada célula de uma grade regular que recobre a
regido estudada (BAILEY e GATRELL, 1995). Esta técnica promove uma suavizagao
estatistica, reduzindo a variabilidade dos dados, porém retém as caracteristicas
essenciais do local (ARAUJO et al., 2007). O grau de alisamento é controlado
mediante a escolha de um parametro conhecido como ‘largura da banda’, que indica
a area a ser considerada no célculo e que devera refletir a escala geografica da
hipotese de interesse (SOUZA et al., 2000).

Na Figura 2 observa-se a utlizacdo desta analise na epidemiologia da
fasciolose, durante os anos de 2003 a 2008 no Sul do Brasil. Nestes mapas foi
conduzindo o mesmo procedimento para a obtencédo dos dados e correlacdo com o
programa como o0 mapa da Figura 1, porém com a utilizacdo da ferramenta da
analise de Kernel. Notadamente, algumas regifes como o Litoral de Santa Catarina,
Centro e Extremo Sul do Rio Grande do Sul, permanecem com consideravel
infeccdo durante todos os anos. Em Santa Catarina, na area Central do Litoral
ocorreu uma diminuicdo da infeccdo de 2003 a 2007, porém com um aumento em
2008. Em geral, ndo ha grande mudanga no foco da infec¢cdo durante todo o
periodo, fato que sugere habitats praticamente fixos e favoraveis para o ciclo da F.
hepatica, mudando apenas seus limites, o que esta de acordo com Malone (1998).

Apesar da epidemiologia dos mapas serem com dados de bovinos, o controle
e a predilecdo dos riscos de infeccdo humana podem ser determinadas
primeiramente a partir deles. Uma area endémica para fasciolose em animais remete
ao fato de que h& presenca de condi¢bes favoraveis para o desenvolvimento da
mesma, e sistemas de salude podem correlacionar estas regides com a
concentracdo e condicbes sanitarias de populacbes humanas, bem como
acompanhar sua prevaléncia ao longo dos anos com a analise de Kernel.
Consideravelmente, necessita-se de maiores estudos e entdo correlacdo com
infeccbes humanas de fasciolose nestas areas, e entdo determinar se ha ou néo

relacdo com infecgbes nos animais (MAS-COMA et al., 2008) nessas regides.
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2.9 CONSIDERACOES FINAIS

Muito embora exista vasta literatura referente ao diagndstico e controle da
fasciolose animal e sua relacdo com o hospedeiro intermediario, relatos recentes
guanto a importancia dessa enfermidade como zoonose, tem despertado grande
atencdo mundial. A grande preocupando, entretanto € o nimero de casos em seres
humanos néo notificados ou diagnosticados.

As novas técnicas de biologia molecular como o0s equipamentos de
genotipagem de massa e 0 uso de imagens de satélite, que permitem o
conhecimento da variacdo espacial e temporal da incidéncia da doenca,
demonstram claramente uma importante mudanca no planejamento de acdes de
prevencao e controle.

No Brasil, e em outros paises, o0 maior conhecimento em relacéo a ocorréncia
da infeccdo em animais permitira que se incorpore a fasciolose no conceito de
Saude Unica, englobando a satde humana, animal e as condicdes ambientais,

monitorando sua dispersao e distribuicdo espacial.
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FIGURA 1 - MAPA DO BRASIL E PERCENTUAL (%) DE INCIDENCIA DE FASCIOLA
HEPATICA ENCONTRADA NO FIGADO DE BOVINOS ABATIDOS EM
ESTADOS COM SERVICO DE INSPECAO FEDERAL DO MINISTERIO DA
AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO — MAPA, NO PERIODO DE
2003 A 2008.

FONTE: O autor (2009)
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FIGURA 2 - DENSIDADE DE FIGADOS DE BOVINOS INFECTADOS COM FASCIOLA HEPATICA
PROVENIENTE DO SERVICO DE INSPECAO FEDERAL (MAPA) UTILIZANDO A
ANALISE DE KERNEL PARA MUNICIPIOS DO SUL DO BRASIL ENTRE OS ANOS DE a)
2003; b) 2004; c) 2005; d) 2006; ) 2007; f) 2008
FONTE: O autor (2009)
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3 MAPEAMENTO DO RISCO DE FASCIOLOSE BOVINA NO SUL DO BRASIL
UTILIZANDO SISTEMA DE INFORMACAO GEOGRAFICA

RESUMO

A Fasciolose, causada pela Fasciola hepatica, € uma doenca endémica dos
ruminantes que ocorre em varios paises da América do Sul onde pode levar a
diminuicdo da producgéao e da fertilidade e, em casos graves, morte de animais.
Apesar de muito prevalente, informac¢des sobre a epidemiologia da doenca no Brasil
€ incompleto. O presente estudo foi realizado com o objetivo de determinar a
prevaléncia de F. hepatica no figado de bovinos em matadouros e correlacionar os
dados com a origem do animal (clima e altitude), usando o Sistema de Informacé&o
Geografica (SIG). Os dados foram usados para criar um mapa epidemiolégico da
fasciolose por estado (Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana), por municipio (n
= 530) e por ano (2003 a 2008). As informag¢des foram analisadas usando um banco
de dados de matadouros com Servico de Inspecao Federal do Ministério da
Agricultura. A maior taxa de infeccdo bovina foi encontrada em dois estados do Sul
do Pais: Rio Grande do Sul (18,7%) e Santa Catarina (10,1%). Os animais
provenientes da regido da Campanha do Rio Grande do Sul e da regido Central do
Litoral de Santa Catarina apresentaram prevaléncias superiores a 40%. Os bovinos
dos municipios de baixa altitude tiveram significativamente maiores taxas da doenca
(p <0,05). Nao foram encontradas diferencas significativas entre alta ou baixa
prevaléncia e temperatura ambiente. Os mapas de riscos decorrentes do presente
estudo fornecem informacdes sobre a epidemiologia e transmissao de F. hepatica no
Sul do Brasil necesséria para a concep¢ao de medidas de controle adequadas para
controlar os impactos econémicos. A F. hepatica pode representar um importante
agente de infec¢do zoondtica para os seres humanos. Portanto estes resultados
podem ser complementados por estudos futuros sobre a infeccdo humana em areas
de alto risco.

Palavras chave: Mapas. Epidemiologia. Bovinos. Fasciola hepatica. Incidéncia.
Zoonoses. Areas de risco.
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MAPPING RISK OF BOVINE FASCIOLOSIS IN THE SOUTH OF BRAZIL USING
GEOGRAPHIC INFORMATION SYSTEMS

ABSTRACT

Fasciolosis, caused by Fasciola hepatica, is an endemic disease of ruminants that
occurs in several countries of South America where it can lead to decreased
production and fertility and, in severe cases, animal death. Although very prevalent,
information on the epidemiology of the disease is incomplete in Brazil. The objective
of the present study was to define the prevalence of F. hepatica in the livers of cattle
from slaughterhouses and correlate the data with the animal’s origin (climate and
altitude) using a Geographic Information System (GIS). The data was used to create
an epidemiological map of fasciolosis by state (Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Parand), by city (n=530) and by year (2003 to 2008). Information was analyzed using
a databank from slaughterhouses with Federal Inspection Services of the Ministry of
Agriculture. The highest cattle infection rate was found in the two most Southern
states of Rio Grande do Sul (18.7%) and Santa Catarina (10.1%). Animals from the
Campanha region of Rio Grande do Sul and from the central coast area of Santa
Catarina had prevalences of greater than 40%. Cattle from low altitudes cities were
significantly more likely to have the disease (p<0.05). No significant differences were
found between high or low prevalence and ambient temperatures. Risk maps
resulting from this study provide information on the epidemiology and transmission of
F. hepatica in Southern Brazil needed for design of appropriate control measures to
control economic impacts. Fasciola hepatica may represent an important source of
zoonotic infection of humans as well; therefore these findings may be complemented
by future studies on human infections in high risk areas.

keywords: Maps. Epidemiology. Cattle. Fasciola hepatica. Incidence. Zoonosis. risk
areas.
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3.1 INTRODUCAO

Fasciola hepatica € um parasito do figado de ruminantes, que pode também
infectar equinos, suinos, animais selvagens e seres humanos (TORGERSON et al.,
1999). A fasciolose tem um grande impacto econémico mundial devido a diminuicédo
primaria na producdo de carne de ruminantes infectados (MAS-COMA, 2005).
Gavinho et al. (2008) relataram que a fasciolose poderia representar uma
significativa reducdo de 5,8% (p = 0,004) no peso de carcaca entre bovinos
infectados e ndo infectados no Brasil, representando uma reducédo de U$ 35,00 de
receita por cabeca infectada. As perdas econdmicas globais podem exceder U$ 200
milhdes por ano, com cerca de 300 milhées de bovinos infectados (MAS-COMA et
al., 2005).

A fasciolose ocorre principalmente em regiées onde as condicGes climaticas
favorecem o desenvolvimento da F. hepatica, com temperaturas variando de 10 a
25°C. Outros fatores como altitude, solos molhados, a presenca de extensas areas
hidrogréficas inundadas ou péantanos, o cultivo de arroz e a pecuéria também
contribuem fortemente para a manutengdo dos caramujos hospedeiros
intermediarios do género Lymnaea (UENO et al., 1982; MULLER et al. , 1997).

A prevaléncia da fasciolose em bovinos tem sido relatada em areas
endémicas do Chile (94%), E.U.A. (Califérnia 52,7%, 68% Flérida, Louisiana 25%),
Irlanda (45%), Espanha (29,5%), Turquia (29,3 %), Peru (29%), Alemanha (10,7%),
Marrocos (10,4%), Camboja (10%) e Nova Zelandia (8,5%) (TORGERSON et al.,
1999; TUM et al. 2007). Estudos de prevaléncia de fasciolose no Brasil variam de
64,8% em Santa Catarina (SERRA-FREIRE et al., 1995), 15,8% no Rio de Janeiro
(GOMES et al., 2002), 14,7% no Rio Grande do Sul (KLIMIONTE et al . de 2005),
10,59% em Minas Gerais (FARIA et al., 2005) e tem sido encontrada em algumas
areas de Sao Paulo (UENO et al., 1982; SERRA-FREIRE et al., 1995). Em Minas
Gerais, foi possivel detectar bovinos infectados em 70% das propriedades rurais
visitadas nos municipios de Itajuba (LIMA et al., 2009). O tratamento dos animais
infectados ndo podem impedir altas taxas de mortalidade em ovinos e caprinos se
parasitos resistentes aos medicamentos mantiverem altas taxas (OLIVEIRA et al.,
2008).
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A ferramenta de Sistemas de Informagdo Geogréfica (SIG) é util para
estabelecer relacfes entre dados de doencas e caracteristicas ambientais, onde
associacOes significativas podem ser extrapoladas para areas onde ndo ha dados
para produzir mapas de risco epidemiologico da doenga. (MALONE et al., 1998;
FUENTES, 2006). Dados ambientais de sensoriamento remoto podem ser
incorporados dentro de um SIG e usado para programas de gestdo de saude de
rotina, incluindo o controlo e prevencao de F. hepatica (TORGERSON e CLAXTON,
1999). Yilma e Malone (1998) desenvolveram um modelo de SIG para avaliar o risco
de F. hepatica na Etiopia, onde indices de risco foram entdo usados para projetar
padrbes de transmissao e estratégias de controle quimioterapico. A transmisséo foi
mais elevada em areas umidas e foram desenvolvidas estratégias regionais de
quimioterapia para a Etiopia de dois ou trés tratamentos por ano. Os autores
sugerem que o modelo pode ser usado no controle de vetores de outras doencas de
importancia econémica e de saude publica.

Embora a fasciolose seja uma zoonose importante, o estudo deste aspecto
tem sido negligenciado em muitos paises (ROBINSON e DALTON, 2009), incluindo
o Brasil. Fuentes (2006) relatou que a F. hepatica tem sido reconhecida como um
importante problema de saude publica em varios paises sul-americanos. Peru e
Bolivia sdo considerados como hiperendémicos, assim como areas no Chile,
Equador, Colédmbia e Venezuela. Métodos de geoprocessamento foram usados para
estudar a epidemiologia da fasciolose humana e animal na regidao Sul da América
Andina, com base em dados climaticos, previsdo de indices climaticos e dados de
sensoriamento remoto. Os mapas de risco resultaram no delineamento da fasciolose
em conhecidas areas endémicas para humanos do altiplano peruano, Cajamarca e
vales Mantaro peruano, e alguns vales da provincia equatoriana de Cotopaxi.

Devido ao fato de que ndo h& nenhum estudo epidemiolégico abrangente
disponivel de fasciolose no Brasil, o presente estudo foi realizado com objetivo de
utilizar o SIG para analisar a prevaléncia de F. hepatica no figado de bovinos de
frigorificos no Sul do Brasil, e correlacionar diferencas no risco para o clima e

altitude.
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3.2 MATERIAL E METODOS

Os figados de 12,3 milhdes de bovinos abatidos no Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e Parana no Brasil foram examinados para determinar as taxas de infecgéo
por F. hepatica em estabelecimentos que foram registrados com Servico de
Inspecdo Federal do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (SIF/
MAPA).

A regido Sul do Brasil é composta por trés estados (Figura 3): Rio Grande do
Sul, Santa Catarina e Parana, e um total de 1.188 municipios. Um banco de dados
foi criado, incluindo as coordenadas geograficas (latitude e longitude), o nimero total
de bovinos abatidos de 530 municipios e o namero total de figados infectados, ,
Além disso, informagdes sobre clima e altitude fornecida pelo Instituto Nacional de
Pesquisas Espaciais (INPE - Ministério da Ciéncia e Tecnologia), foram obtidas para
analise. Os 530municipios foram divididas em trés grupos de prevaléncia de F.
hepatica: Grupo 1, com maior prevaléncia (> 36%), Grupo 2, com prevaléncia
intermediéria (5% a 18%) e Grupo 3 com baixa prevaléncia (<2%).

Estes dados foram entdo analisados usando o programa ArcGIS 9, versdo 9.2
do software, para georeferenciar as coordenadas de cada cidade para as camadas
dos mapa sobre os recursos ambientais no sul do Brasil. A prevaléncia de figados
infectados com F. hepatica a cada ano (2003-2008) foi o atributo selecionado no
programa para criar 0s mapas epidemioldgicos iniciais. O mapa de risco final foi
gerado utilizando a funcdo da ferramenta Spatial Analyst do ArcGIS para definir as
areas de risco epidemiologico da doenca. A margem de erro (d) foi calculada por

meio da férmula;

d =t [(N-n)/(N-1)] . Y2 [(P x Q/n] . %2
Onde:
t = Taxa constante usada no célculo do erro (4,96)
N = Total de municipios

n = Municipios com casos positivos
P x Q = Probabilidade de eventos (2500)
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A correlagdo entre a prevaléncia da infec¢cdo e temperatura climética e da
prevaléncia da infeccdo e da altitude dos municipios de cada um dos 3 grupos de
prevaléncia foi calculada usando o coeficiente de correlacdo de Spearman (Analyze-
se 2,21, 2009).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No Rio Grande do Sul (RS) e Santa Catarina (SC) observou-se as maiores
prevaléncias de figados bovinos condenados por F. hepatica, com taxas de
condenacdo de 18,66% e 10,14%, respectivamente (Tabela 1). Estes resultados
estdo de acordo com estudos anteriores no RS em que uma média de 14,7% de
taxa de condenacdo de figado foi relatada (KLIMIONTE et al., 2005), mas
significativamente diferente da taxa de 64,82% relatada anteriormente em areas
costeiras de baixa altitude, que sdo propensas a inundacdes em SC (SERRA-
FREIRE et al., 1995).

Observando os resultados ilustrados na Figura 4 verifica-se que a prevaléncia
de fasciolose foi marcadamente maior na regido da Campanha do RS e na regido
Central da Costa de SC; areas de menor altitude de ambos os estados. A taxa de
infecgéo significativamente mais baixa foi observada acima da latitude 26 ° 39 '00"S,
no estado do Parana (PR). A margem de erro calculada para os 530 municipios
estudados, do total de 1188 cidades, foi de 3,24.

A epidemiologia da infeccdo por F. hepatica em bovinos é influenciada pela
geografia do terreno (TORGERSON et al.,, 1999). Os bovinos de municipios
incluidos nos grupos de alto impacto, impacto moderado e baixo impacto tiveram
médias de taxas de infeccdo de 40,81% (+ 3,47), 10,6% (+4,07) e 1,51% (x 0,44),
respectivamente (Tabela 2). Os municipios incluidos no grupo de alto impacto foram
em sua maioria localizados em areas de baixa altitude entre 5 e 154m acima do nivel
do mar no RS, perto da fronteira do Uruguai, e na regido Central do Litoral de SC,
entre 2 e 100m (INPE, 2009). Municipios do grupo de baixo risco estavam
localizados principalmente no Oeste e Norte de SC, com altitudes que variam de 470
a 1042m, bem como todo o estado do PR, com altitudes entre 317 e 920m (INPE,
2009). O grupo de risco moderado foi localizado no Norte do RS, com altitude entre
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230 e 590m e no Oeste, Sul e Nordeste de SC, com altitude entre 79 e 834m. O
coeficiente de correlacdo entre a taxa de infeccdo e altitude para todos os
municipios dos trés grupos foi de -0,80. Municipios de baixo risco foram encontrados
em altitudes mais elevadas no estado do Parana, onde o impacto econémico da
doenca € minimo porgue o ambiente é inadequado para a sobrevivéncia do
hospedeiro intermediario (MAS-COMA et al., 2001). Isto pode ser associado com
altas taxas de evaporacdo da umidade do solo, baixas temperaturas e geralmente
mais terreno montanhoso que impede o acumulo de agua e inundacdes locais e,
conseguentemente, a sobrevivéncia do hospedeiro intermediario (MAS-COMA et al.,
2001).

Quanto a influéncia da temperatura ambiente, as cidades do grupo de alto
risco tiveram uma temperatura média de 19,5°C (+ 0,30); do grupo de risco
moderado, média de 19,7°C (+ 0,25); e do grupo de baixo risco, média de 18,1°C (+
0,78) (INPE, 2009). A correlacdo da taxa de infeccao e temperatura em todos os
municipios foi de 0,24. A prevaléncia foi simultaneamente mais elevada (2,03%) nos
trés estados do Sul em 2006 (Figura 5), sugerindo uma variacdo anual significativa
efeito climético sobre a taxa de infeccéo pelo parasito neste ano devido ao aumento
da precipitagdo, uma vez que a temperatura ndo revelaram mudancgas significativas.

Os regimes de temperaturas encontrados no Sul do Brasil sdo adequados
para o desenvolvimento do caramujo (Lymnaea viatrix). Para a sobrevivéncia do
hospedeiro intermediario, uma temperatura minima de 10 ° C e maximas entre 18 e
27°C é necesséaria (KENDALL, 1953). Sob condi¢cdes ambientais adequadas, o
caramujo Lymneae truncatula pode crescer até a maturidade sexual em trés a quatro
semanas, dependendo da quantidade de alimentos disponiveis e 0 numero de
parasitos (KENDALL e OLLERENSHAW, 1963). Boray e Enigk (1964) demonstraram
gue cistos de Lymnaea tomentosa na Australia podem permanecerem viaveis por
apenas trés dias a 20°C e uma umidade relativa de 75 - 80%, enquanto a 10°C e
umidade de 90% podem sobreviver 122 dias. A principal causa da diminuicdo da
infecciosidade na pastagem estd relacionada a morte de metacercarias
(OLLERENSHAW, 1971). A producdo de bovinos de corte em associagdo com
ovinos, na presenca de hospedeiros intermediérios, principalmente no RS, pode
predispor a propagac¢ao da doenca e pode ser um fator importante a ser considerado
nas condicbes do sul do Brasil. Embora a prevaléncia de F. hepatica pode ser

influenciada pelo uso de tratamento e métodos de controle em hospedeiros animais.
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Verificou-se que a prevaléncia de F. hepatica em bovinos esta intimamente
relacionado com a topografia, como descrito anteriormente por Dalton (1999).

Este estudo resultou em um mapa de risco para a fasciolose nos estados do
Sul do Brasil, mostrando a distribuicdo geoespacial de uma doenga que provoca
significativas perdas econdmicas, com baixa producdo de carne, leite e 1§,
diminuicdo da fertilidade e aumento dos gastos em medicamentos antiparasitarios
(MULLER, 1999). A temperatura ambiente observada em areas de alto risco e as
cidades estdo dentro da faixa de temperatura ideal para o ciclo da fasciolose. A
altitude foi um fator significativo na prevaléncia de F. hepatica.

Embora o mapa de risco tenha sido gerado com uma baixa margem de erro, é
relevante que os dados representam apenas o numero total de animais abatidos sob
inspecéo federal. N&o considerou-se dados adicionais a partir de animais abatidos
sob inspecéo estadual, de servigcos de inspecao municipal e as consideraveis taxas
de abates ilegais. As taxas de condenacéao federal utilizada para este estudo para o
Rio Grande do Sul foram de 50,61% dos figados (4.958.749/9.798.195 bovinos
abatidos), 61,23% para Santa Catarina (1.104.161/1.803.308) e 42,01% para o
Parana (4.874.044/11.601.503) (IBGE, 2009).

Atualmente, os casos humanos de fasciolose ndo sao considerados de
grande importancia dentro da area estudada. O sul do Brasil foi colonizado por
pessoas de diversas origens (portuguéses, alemdes e italianos) que podem
consumir vegetais crus de ambientes propicios para o ciclo da F. hepatica, mas
estima-se que muitas dessas areas nao tenham animais infectados. H& grande
heterogeneidade da prevaléncia da fasciolose humana em diferentes cenarios
epidemioldgicos, com diferentes padrbes de transmissdo em todo o mundo (MAS-
COMA et al., 2009). Embora a fasciolose seja uma doenca comum associada com
animais domesticos, é hoje reconhecida pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
como um grave problema de saude publica em humanos (ROKNI et al., 2002) e
pode-se concluir que situacdes conhecidas e padrbes de fasciolose nem sempre
pode explicar as caracteristicas da doenca em uma determinada area. Assim,
guando se tratar de uma zona endémica ndo estudada anteriormente, 0s cenarios e
os padrdes de infecgcdes humanas acima devem ser sempre considerados apenas
como ponto de partida. Uma vez que a epidemiologia e caracteristicas de

transmissdo de uma nova area, como o Sul do Brasil, forem avaliadas
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adequadamente, medidas de controle adequadas podem ser projetadas para

controlar os impactos econémicos (MAS-COMA et al., 2009).

3.4 CONCLUSAO

Os bovinos dos estados do RS e SC apresentaram as maiores incidéncias de
figados com F. hepatica sob Inspecdo Federal no Sul do Brasil. A area de
Campanha no RS e na regido Central do Litoral de SC foram identificadas como
areas de alto risco para F. hepatica que devem ser direcionados para o controle de
perdas econbmicas na pecuaria e uma maior vigilancia para infeccdo potencial

zoondatico.
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FIGURA 3 — ESTADOS BRASILEIROS INCLUIDOS NO ESTUDO DA MEDIA DE FIGADOS

BOVINOS INFECTADOS POR FASCIOLA HEPATICA, EXAMINADOS POR

MEIO DA INSPEQAO FEDERAL
Fonte: Autor (2009)
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TABELA 1 - NUMERO DE BOVINOS ABATIDOS E NUMERO DE FIGADOS INFECTADOS COM
FASCIOLA HEPATICA NO RIO GRANDE DO SUL, SANTA CATARINA E PARANA ENTRE 2003 E
2008

Estado NUmero tota! de l_\ll]mero de %
bovinos abatidos infectados
Parana 6.727.459 48.235 0,71
Rio Grande do Sul 4.839.446 903.040 18,66
Santa Catarina 699.147 70.928 10,14
Total 12.266.052 1.022.203 29,51

Source: SIF/MAPA
Fonte: Autor (2009)
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TABELA 2 - TAXA DE FIGADOS INFECTADOS POR FASCIOLA HEPATICA E MEDIA DE TEMPERATURA
(°C) DOS MUNICIPIOS DOS GRUPOS DE ALTO, MODERADO E BAIXO RISCO POR ANO

MUunicipios 2003 2004 2005 2006 2007 2008
Grupo 1,

Alto % ToC* % T°C* % ToC* % ToC* % ToC* % ToC*
Risco

(A;g’“a 414 17 406 172 32,8 162 333 166 249 161 257 163
Chui (RS) 625 16,1 33,2 16,3 29,4 159 453 155 639 16 72,4 159
gag)par 3449 232 519 233 456 226 31,7 229 259 226 351 22.9
Dom

Pedrito 264 167 23 169 27 154 247 16 218 151 170 155
(RS)

lhota (SC) 22,91 22,4 32,9 22,6 251 21,8 222 22 268 218 141 224
'(tgg’ma 469 225 651 226 379 218 772 221 401 219 695 225
St. Vitéria

Palmar 374 1872 389 185 343 18 416 184 420 17.6 389 17.9
(RS)

(TS”(”;):aS 69.65 22,7 651 23 620 224 786 226 707 223 545 229
Média 427 198 438 20 36,7 193 443 195 365 192 409 195
Grupo 2,

Risco

moderado

Agua Doce

(SC) 49 166 75 175 68 173 92 180 84 177 91 172
Capinzal 154 201 173 232 125 238 50 254 256 233 117 247
(SC)

(EF?g)e WIS 151 213 106 225 75 198 154 206 136 213 22,9 196

Ibiruba (RS) 89 259 120 225 7,2 24,7 24 223 13,7 21,8 10,0 229
Jabora (SC) 8,8 184 104 18,7 105 199 6,1 195 125 18,7 9,7 189

Rio dos

Cedros (SC) 256 17,7 31,7 188 24,1 181 7,1 179 55 18,0 145 17,6

Séao José do

Cedro (SC) 84 163 58 151 48 165 3,1 151 45 159 54 16,1
Nonoai (RS) 9,8 19,2 105 194 88 20,1 75 199 121 198 4,2 20,7
Média 11,7 19,4 13,2 19,7 10,2 200 6,9 18,1 104 18,8 10,9 19,7
Grupo 3,

Baixo risco



61

E;eg)o Azdl 01 221 02 252 05 234 01 254 03 263 01 2509
Formosado o 193 51 184 33 189 37 186 41 195 42 191
sul (SC)

Japira(PR) 0,1 229 01 235 01 237 02 227 01 238 01 236
Lapa(PR) 01 172 02 182 01 179 03 175 01 177 01 181
Otacilio

Cosm(sc)y 34 167 46 168 39 161 92 169 111 17 37 166
(PPaF'{r;"ta' 01 153 01 159 01 158 01 162 02 161 01 16
E’Sacs)sos Maia g6 162 12 164 04 162 05 169 1 163 02 165
Ponte

Semadasc) 08 161 08 154 06 159 14 164 11 161 13 163
Média 12 182 15 187 11 184 19 168 22 178 12 19

*Dados das medias de temperature (°C) obtidos do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE).

Fonte: Autor (2009)
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4 CORRELACAO ENTRE O EXAME HISTOPATOLOGICO E A ANALISE
ECONOMICA PARA INFECCAO DE FASCIOLA HEPATICA EM BOVINOS

RESUMO

A fasciolose € uma doenca de grande importancia devido ao seu amplo espectro de
hospedeiros definitivos, sendo considerada uma zoonose re-emergente, causando
infeccBes agudas e crénicas. A doenca é causada pelo parasita Fasciola hepatica e
esta entre os parasitos de maior importancia em ruminantes, devido a reducao da
produtividade desses animais. Entretanto € necessario se estudar o grau das lesdes
e como isto pode ser a causa dos prejuizos causados. Este trabalho foi realizado
com objetivo de correlacionar os danos hepaticos causados com a infec¢do natural
de F. hepatica em bovinos por meio de exames histopatoldgicos e determinar a
perda de peso destes com o impacto econémico. Foram utilizados 18 bovinos, todos
de mesma raca e idade, sendo nove positivos para fasciolose e nove negativos. Os
animais foram avaliados com seis pesagens e avaliacdes da determinagédo de ovos
de Fasciola spp (entre janeiro e setembro de 2009). Os dados de pesos foram
analisados pelo teste de Monte Carlo. Ao final do experimento, os animais foram
abatidos e os figados com diferentes graus de infeccéo por Fasciola foram coletados
e analisados por exame de histopatologia. Verificou-se diferenca significativa
(p=0,0001) no peso entre os dois grupos, sendo que esta diferenca tendeu a se
agravar com a progressiva infeccéo cronica ao longo do tempo. Foi estimado um
prejuizo de R$ 158,60 por animal. As lesdes hepaticas foram tipicas de doenca
cronica, com presenca de tecido fibroso e inclusao de infiltrado eosinofilico.Estes
dados séo inéditos e revelam a importancia dessa enfermidade para a pecuaria
brasileira, especificamente nos estados onde a doenga tem carater endémico.

Palavras chave: Fasciola hepatica. Bovinos. Impacto econémico. Histopatologia.
Monte Carlo.
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CORRELATION BETWEEN HISTOPATHOLOGY AND ECONOMIC ANALYSIS
FOR FASCIOLA HEPATICA INFECTION IN CATTLE

ABSTRACT

The fasciolosis is a disease of great importance due to broad spectrum of definitive
hosts, and is considered a re-emerging zoonosis, causing acute and chronic
infections. The disease is caused by the parasite Fasciola hepatica and is among the
most important parasites in ruminants, due to reduced productivity of these animals.
However it is necessary to study the degree of injury and how this can be the cause
of damage. The objective of this study was to correlate the liver damage caused by
the natural infection of F. hepatica in cattle by histopathology and determine the
weight loss of the economic impact. We used 18 animals, all of the same race and
age, nine positive and nine negative for fasciolosis. The animals were evaluated with
six weighings and assessments of the determination of Fasciola eggs (between
January and September 2009). Data weights were analyzed using the Monte Carlo.
At the end of the experiment, the animals were sacrificed and livers with different
degrees of liver fluke infection were collected and analyzed by histopathology. The
analysis showed a significant difference (p = 0.0001) in weight of the two groups, and
this difference tended to worsen with progressive chronic infection over time. Was
estimated a loss of R$ 158.60 per animal. The hepatic lesions were typical of chronic
disease, the presence of fibrous tissue and eosinophilic infiltration. This data are
novel and reveal the importance of this disease to cattle in Brazil, specifically in
states where the disease is endemic.

Keywords. Fasciola hepatica. Bovine. Economic impact. Histopatology. Monte Carlo
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4.1 INTRODUCAO

As doencas parasitarias sdo um dos maiores problemas de reducdo da
produtividade pecuéria mundial (VERCRUYSSE e CLAEREBOUT, 2001). Dentre as
infeccdes por helmintos, a fasciolose € de suma importancia devido ao seu amplo
espectro de hospedeiros definitivos causando infeccbes agudas e cronicas
(SAMPAIO-SILVA et al., 1996) que sao predominantemente causadas pelo parasito
F. hepatica (Trematoda: Fascioliadae) e/ou F. gigantica (SOULSBY, 1987). A
fasciolose tem sido relatada em todos os continentes, com prevaléncias que vao de
8,5% na Australia a 94% no Chile (TUM et al. 2007; TORGERSON et al. 1999), com
prejuizos que podem exceder os 3 bilhdes de dolares anuais em cerca de 300
milhndes de bovinos infectados. No Brasil, em areas propicias para o
desenvolvimento da doenca, prevaléncias de 0,71% (Parana), 1,53% (Rio de
Janeiro), 10,14% (Santa Catarina) e 18,66% (Rio Grande do Sul) foram relatados por
DUTRA et al. (2009).

A fasciolose aguda pode causar grandes perdas devido a anemia, pois um
parasito tem a capacidade de sugar 0,2 a 0,5 ml de sangue, entre ingestao e perda,
por dia por animal, gerando ainda uma severa diminuicdo de proteinas totais,
especificamente albumina (DAWES e HUGHES, 1970). Isto é caudado pela invasao
de grande numero de trematodas imaturos, ocasionando destruicdo do parénquima
em funcdo da migracdo dos parasitos, insuficiéncia hepatica e hemorragia na
cavidade peritoneal, levando a hepatite aguda hemorragica. A doenca crénica pode
reduzir a taxa de crescimento e taxa de converséo alimentar (OAKLEY et al., 1979)
com a presenca de lesdes migratorias traumaticas e componente necrotico
coagulativo importante. Na fasciolose a acdo do parasito sobre o tecido do
hospedeiro é evidenciada por danos hepatobiliares e a resposta do hospedeiro é
determinada por reacdes fibrocelulares. Todos esses fatores resultam principalmente
em perda de peso a campo e perda de aproveitamento de carcaca no frigorifico.

A analise econdmica das perdas devido a fasciolose para a pecuéria tem um
elevado grau de incerteza devido a outras possiveis causas de lesdes nos animais.
Para superar estas dificuldades, técnicas de analise de risco de Monte Carlo, tém
sido utilizados para modelar a variabilidade dos parametros de producdo. Nesta

analise, amostragem e processos aleatorios sdo simulados usando numeros
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aleatérios para decidir se aceita ou ndo a ocorréncia de um evento (SCHWEIZER, et
al.,, 2005). As técnicas sao aplicadas principalmente a calculos em que a
probabilidade de um evento € dificil ou impossivel de calcular por métodos
algébricos. Os efeitos multifatoriais da F. hepatica na producdo animal sugerem que
essa abordagem possa ser Util para a analise econémica em bovinos (SCHWEIZER,
et al., 2005).

Yokananth et al. (2005) sugeriram que a demanda por alimentos de origem
animal nos paises em desenvolvimento tenha um aumento de 2,8% ao ano até
2020. Sendo assim, acredita-se que um melhor entendimento do impacto da
fasciolose em bovinos possa contribuir significativamente para melhorar a producéo
animal (LIMA et al., 2009). Desta forma, este trabalho foi realizado com o objetivo de
correlacionar o grau de infeccdo por F. hepatica com o peso entre bovinos

contaminados ou nao, e estimar o impacto econémico.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Area Experimental e animais

O experimento foi realizado na Fazenda S&o Jodo, no municipio de Dom
Pedrito, RS (30°58°56”S e 54°40°91”0), distante 447 km de Porto Alegre. A fazenda
esta localizada na regido da Campanha Meridional do Rio Grande do Sul, onde ha a
predominancia de vegetacdo de gramineas compostas e leguminosas, caracterizado
os chamados de Campos da Campanha. A regido apresenta altitude até 300m
acima do nivel do mar. Foram utilizados 18 bovinos, da raca Polled Hereford com
idades entre oito a 10 anos, fémeas e submetidos a manejos semelhantes. Destes,
nove eram positivos a infecgcdo de F. hepatica e nove livres da infeccdo. Todos os
bovinos foram mantidos em area de 50ha, com a presenca de agua e alimentacdo
ad libitum, sem a presenca de caramujos do género Lymnaea. O experimento foi

realizado entre os meses de janeiro a setembro de 20009.
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4.2.2 Exames coproparasitolégicos

A infeccao por F. hepatica foi realizada por exame coproparasitolégico com o
método de Quatro Tamises (GIRAO E UENO, 1994) em intervalos de 30 dias. A
contagem de ovos por grama de fezes (OPG) (GORDON E WHITLOCK, 1939) foi

realizada para a pesquisa de demais helmintos, em intervalos semelhantes.

4.2.3 Histopatologia

Ao final do periodo experimental, todos os animais foram sacrificados em
Frigorifico com Inspecao Federal. Foram colhidas amostras de figados dos animais,
avaliando o grau de lesao (leve, moderado e severo) para avaliar a extensdo das
lesbes caudadas pelo parasito. Os cortes histologicos dos figados foram submetidos
a coloracdo de Hematoxinila eozina. Para a determinacdo do grau de fibroses e
tecido conjuntivo nos figados, os cortes histolégicos foram corados com marcadores

Tricrébmico de Masson.

4.2 .4 Estatistica, analise de risco

Foram feitas pesagens dos animais nos meses de janeiro, fevereiro, abril,
maio, julho e setembro. O teste realizado entre os dois grupos de animais foi o Teste
t Student, com distribuicdo normal a p<0,05 utilizando o programa BioEstat 5.0. Para
a analise do risco de prejuizos pela perda de peso causada pela Fasciola, em
funcdo do tamanho da amostra e o periodo em que os bovinos foram observados, foi

utilizada a anélise de Monte Carlo (R Development Core Team, 2009).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Histopatologia

Nos cortes histologicos verificou-se evidentes lesGes consideradas como
fasciolose crbnica, apresentando angiocolite cronica, especamento da parede do
espaco porta e infiltracdo eosinofilica, além de presenca de tecido fibrético
disseminado. Na Tabela 3 observa-se os achados histopatologicos em figados
encontrados com diferentes graus de infeccéo por F. hepatica..

Foi evidenciada, através de corte histolégico, a presenca de exemplares
adultos de F. hepatica nos ductos biliares de figados dos bovinos do grupo positivo.
Estes achados também foram observados por outros autores (SINCLAIR, 1967;
FREIRE, 1967; DOW et al., 1968; BARNOUIN et al., 1981; PESSOA e MARTINS,
1982; RICKARD e FOREYT, 1992; RAMOS et al., 1993; BORDIN, 1995) causando
angiocolite crénica, com dilatacéo da luz e fibrose da parede (PESSOA e MARTINS,
1982; SERRA-FREIRE,1995; CARLTON e McGAVIN, 1990).

Neste estudo, a fibrose de espaco porta foi observada em trés amostras do
figado (figura 6). A hiperplasia de ductos biliares, em espagos porta, trata-se de uma
alteracao proeminente na fasciolose crénica. Tais observacfes sao compativeis com
as descritas por Dow (1968), Siqueira et al. (1970; 1971), Santos (1979), Rickard e
Foreyt (1992), Sadjadi et al. (1997). A colangite crbnica e a obstru¢do levam a
ectasia e estenose dos ductos biliares, bem como a uma fibrose periductular que
produz espessamento das paredes ductais (CARLTON e McGAVIN, 1990).
RICKARD e FOREYT (1992) por meio de experimento em |lhamas e ovinos relatou
semelhancas com relagdo ao grau de hiperplasia de ductos biliares em figados
dessas duas espécies, o qual era similar ao descrito para fasciolose crénica em
ovinos e bovinos. Nesta Ultima espécie ela foi mais evidente a partir da 82 semana
pos-infeccdo (ROSS et al.,1966). Em infeccdo experimental de ovinos por F.
hepatica, Dow et al. (1967) afirmam que a hiperplasia de ductos biliares ocorreu a
partir de 24 a 30 semanas pos-infeccdo, sendo mais acentuada com

aproximadamente 11 semanas pos-infec¢ao.
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Ross et al. (1966) descreveram lesGes nos ductos biliares calibrosos de
bovino pela F. hepatica a partir da 9° semana poés infeccdo, onde observaram
aumento da espessura da parede, com formacao de estruturas acinares irregulares
na porcao interna e revestida por epitélio colunar alto, além de infiltragdo eosinofilica
da porcdo média externa. Nos bovinos estudados, sdo evidentes numerosos ductos
biliares com lesdes semelhantes, havendo diferenca apenas na localizacdo das
formacbes acinares que estariam dispostas ao longo do terco médio das paredes,
com infiltracdo nos linfocitos, plasmacitos e eosindfilos (figura 5). Também foi
observado calcificacdo da parede de ducto em figado de dois bovinos. Este tipo de

leséo crénica foi descrito por Ross (1966) a partir de 23 semanas pos infeccao.

4.3.2 Analise e Impacto econémico

O peso dos dois grupos esta descrita na Tabela 4. Foi observada diferenca
significativa (p=0,0096 e t = 2,938) com grau de liberdade de 16, sendo esta ndo ao
acaso. O intervalo de confianca a 95% foi entre 0,3197 a 74,8655 (Figura 7). O peso
dos animais diminuiu no periodo de abril a julho, provavelmente pela reducédo de
pastos verdes ocasionado justamente pelo periodo de inverno e escassez de
chuvas. Nos meses de maio, junho e julho a pluviosidade registrada foi de 5, 10 e 6
mm respectivamente. O peso dos bovinos, no primeiro periodo, foi entre 410 e
450kg. Observou-se também que a variacdo de peso, no periodo inicial, foi maior
nos bovinos sem infeccdo. Em meédia, os bovinos livres de fasciolose obtiveram
aumento de peso e os bovinos com a doencga tenderam a perder peso (Figura 8).

Por meio da andlise de Monte Carlo comparou-se as duas amostras,
permitindo inferir sobre as possiveis diferencas existentes entre as amostras (Figura
9). Foi retirado aleatoriamente um dado de cada grupo e calculado a diferenca, este
procedimento foi repetido diversas vezes para encontrar a mesma média para 0s
dois grupos. Neste caso, se assumiu que caso os dois grupos possuissem média
e/ou distribuicédo diferente teria sido causada pela doenga. Foram realizadas 1000
repeticbes em sorteios (Bootstrap). A estatistica do teste foi -6.1003, o que
corresponde a um p-valor de 0.0001. Portanto a probabilidade de que as médias dos

pesos dos bovinos durante o periodo sejam iguais € muito baixa, possuindo fortes
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evidéncias estatisticas para acreditar que existe diferenca entre os grupos de
tratamento dos bovinos.

Analisando o p-valor do teste de Monte Carlo em cada pesagem (Tabela 5),
observou-se que na primeira avaliagdo ja existe uma diferenca entre o peso dos dois
grupos. Embora esta diferengca ocorreu anterior ao experimento, isto foi devido a
selecdo dos animais adultos. Sabendo que o teste de Monte Carlo mostrara um p-
valor diferente cada vez que for aplicado, por ser um teste com base em um sorteio,
e sabendo que este valor serd muito aproximado do obtido (MANLY, 2006) é notavel
gue nas primeiras avaliagcbes a diferenca entre infectados pela fasciola e né&o
infectados € menos expressiva que nas Ultimas avaliacfes, jA que o p-valor vai
diminuindo, conferindo maior certeza de ha diferenca nos pesos dos grupos. Assim
temos uma evidéncia de que, além do peso dos bovinos ser diferente para os dois
grupos, existe uma tendéncia de que esta diferenca aumente no decorrer do tempo.

TORGERSON et al. (1999) afirmaram que em bovinos de corte a maior
reducdo no ganho de peso ocorre nas primeiras 16 semanas de infec¢cdo, embora
ainda haja uma diminuig¢ao significativa no ganho de peso durante a fase cronica da
doenca. HOPE et al. (1977) determinaram que mesmo depois que 0s animais ficam
livres de infeccdo, seu desempenho inicial continua inferior até o abate, quando
comparado com animais nao infectados.

Sendo assim, considerando a média de peso do grupo positivo de 401,4Kg
(+/- 21,7) e de 451,2Kg (+/- 15,7) para o0 grupo negativo, tem-se um indicativo de
perda em torno de 11% (p=0,0096). Na comparacao dos grupos (Figura 8), nota-se
gue a perda de peso € mais acentuada que o ganho de peso para o grupo positivo.
Isso € préximo aos estudos aos quais revelam que em bovinos as infeccbes
moderadas por fasciolas podem resultar em reducdes significativas no desempenho,
reduzindo o ganho de peso de 8-9% (ROSS, 1970; HOPE et al., 1977), embora este
grau de infeccdo resulte em poucos sinais clinicos da doengca como no presente
experimento.

O impacto das diferencas de peso, calculando as distancias entre 0s pesos
iniciais e finais em cada grupo, se obtém 17,55 Kg (peso final — peso inicial do grupo
negativo) + 45,89 (peso final — peso inicial do grupo positivo) = 63,44 Kg, e portanto
0 prejuizo estimado causado seria de R$158,60 por animal deste estudo (grupo
infectado). Em comparacdo com Gavinho et al. (2008), onde compararam seis

bovinos infectados por fasciola e seis negativos, o0 prejuizo estimado seria de R$
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74,00 por animal. SCHWEIZER et al. (2005) relataram uma perda média anual de
aproximadamente EU$ 1.515,00 para um rebanho médio de 31 bovinos. Os autores
enfatizam que o controle da fasciolose é viavel e deve ser realizado.

Os efeitos significativos sobre o desempenho de bovinos de corte tém sido
relatados em animais com infec¢ao natural. Nos Estados Unidos, Johnson (1991)
relatou um aumento de 8% no ganho de peso em bovinos tratados com fasciolicidas.
Na Bélgica, Genicot et al. (1991) relataram um aumento de 18% no ganho de peso
em bovinos tratados em comparacdo com controles ndo tratados, sendo o mais
importante, que o aumento do lucro resultante da melhoria da produtividade foi de
4,2 vezes o custo do tratamento.

Segundo Torgerson et al. (1999) os efeitos multifatoriais da F. hepatica na
producdo animal, bem como considerar gastos com antiparasitarios e perdas de
fertilidade sugerem que essa abordagem necessita ser mais complexa e explorada
para o calculo dos prejuizos. As perdas devido ao ganho de peso reduzido em
bovinos de corte constituem apenas uma parte da perda total porque a prevaléncia
de F. hepatica em bovinos produtores de corte € menor do que bovinos produtores
de leite. BENNETT et al. (1999) sugerem ainda que perdas decorrentes dos custos
devido a condenacéo dos figados também devem ser consideradas. Outra parte da
perda total é oriundo da despesa do tratamento (KITHUKA et al., 2002), mas até
agora nao foi determinada sobre os verdadeiros custos da fasciolose. Foi assumido
gue sindromes associadas a fasciolose, tais como peritonite, cetose, e sindromes
agudas de infeccdo exigiria cuidados veterindrios, e estes custos de tratamento

provavelmente elevariam mais o prejuizo do que aquele estimado neste modelo.

4.4 CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que a infeccéo por F. hepatica, principalmente na sua forma crénica,
causa danos consideraveis para a atividade pecuéria. Foi possivel calcular a
diferenca entre o peso entre grupos de animais e a consequente estimativa de
prejuizo econdmico. Os achados de danos hepéticos causados pelo parasito

corroboram com Vvarios autores, e confirmam que existe alta correlagdo caso um
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animal apresente peso inferior a média do rebanho e a presenca de infeccao,

mesmo em um grupo de bovinos adultos.
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TABELA 3 — DESCRICAO DOS ACHADOS AO EXAME HISTOPATOLOGICO DOS FIGADOS
INFECTADOS EM GRAU LEVE (+), MODERADO (++), ALTO(+++) POR FASCIOLA HEPATICA E
NAO INFECTADOS (-).

Descricdo / Grau de Infeccao Leve Moderada Alta
: . . o + ++ ++
Infiltrado de células linfoplasmocitarias
. ~ - - + +
Proliferacéo de ductos biliares
. + + ++
Espessamento de parede das arteriolas
Presenca de células polimorficas + ++ +++
nucleadas
, C ++ ++ +++
Infiltrado eosinofilico
. : . + ++ +++
Fibrose Periportal multifocal acentuado
- + +++

Fibrose em ponte

Fonte: Autor (2009)
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TABELA 4 — MEDIA DE PESO DE BOVINOS NATURALMENTE INFECTADOS POR FASCIOLA
HEPATICA E NEGATIVOS DURANTE O PERIODO DE JANEIRO E SETEMBRO DE 2009

Identificacao Peso (Kg) Desvio Padréo (+/-)
Negativos
301108 4925 14,40
301111 433,16 11,66
301112 467,66 19,08
301114 498,83 28,14
301118 461,16 13,83
301119 449,5 5,61
301124 398,66 14,23
301125 470,66 13,66
301129 388,66 20,70
Média 451,2
Positivos

441 344,66 37,39

72 411,83 13,99
301120 406,5 15,39
301121 414,16 16,44
301122 421,33 10,65
301126 350,66 41,52
301127 416,83 8,84
301131 448,16 21,11
301132 398,83 30,30
Média 401,4

Fonte: Autor (2010)
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TABELA 5 — VALOR DE P PARA A ANALISE DE MONTE CARLO EM CADA UMA DAS SEIS
PESAGENS ENTRE O GRUPO NATURALMENTE INFECTADO E O GRUPO NEGATIVO PARA
FASCIOLOSE ENTRE JANEIRO E SETEMBRO DE 2009

Pesagem p-valor
1 (Janeiro) 0,021
2 (Fevereiro) 0,043
3 (Abril) 0,045
4 (Maio) 0,02
5 (Julho) 0,012
6 (Setembro) 0

Fonte: Autor (2010).
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HEPATICA: a) MODERADO ESPESSAMENTO DO ESPACO PORTA; b)
FIBROSE EM PONTE (FP); c) INFILTRADO DE CELULAS POLIMORFO
NUCLEARES/EOSINOFILICO; d) FIBROSE PERIPORTAL MULTIFOCAL
ACENTUADO; e) COLORAGAO DE TRICROMICO DE MASSON EVIDENCIANDO
TECIDO CONJUNTIVO (TC), AUMENTO DE 10X; f) AUMENTO DE 40X.

Fonte: O autor (2010)
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Pesquisas envolvendo a F. hepatica sdo desenvolvidas em varios paises, 0s
gquais detém preocupacOes referentes a problemas nos rebanhos bovino e ovino.
Estes estudos prevalecem sobre mecanismos biologicos de resisténcia a
antiparasitarios, biologia molecular, vacinas e a epidemiologia da fasciolose, que
sabidamente sao solucBes esperadas por varios produtores rurais, na tentativa de
diminuicdo dos prejuizos causados pela fasciola. No entanto, é importante ressaltar
gue a crescente incidéncia de casos humanos também preocupa, alertando para a
ocorréncia de uma zoonose de carater importante em areas endémicas.

Para os casos citados acima, programas de controle devem iniciar pelo
conhecimento do perfil epidemiologico dos animais e humanos. A ferramenta de
geoprocessamento traz beneficios e vantagens na ilustracdo e analise da
epidemiologia, sendo (til e eficaz para programas sanitarios nos estados da
federacéo brasileira, uma vez que ndo possuimos barreiras sanitarias. Assim, devido
ao desconhecimento dos riscos de transito de animais e a ocorréncia de abates
clandestinos no Pais, programas de controle utilizando o geoprocessamento podem
evitar o surgimento de endemias por agentes parasitarios, como a Fasciola, em
populacdes humana e animal.

Por meio do presente estudo demonstrou-se, de forma inédita no Brasil, como
este foco pode favorecer o conhecimento da epidemiologia, com a confeccdo de
mapas sobre a incidéncia e evolucdo da fasciolose. Além disso, a correlacdo desses
dados com diferentes caracteristicas ambientais das areas endémicas ajuda a
entender a situacdo e auxilia o planejamento de controle da doenca. Nao obstante, é
fato de que as doencas parasitdrias consomem milhdes de Reais ao ano em
produtos antiparasitarios e programas de controle, e algumas andlises, como a de
Monte Carlo, evidenciam ainda mais os prejuizos causados pela fasciola, ainda que
estudos sobre estas perdas merecam mais atencado em pesquisas no mundo inteiro.

Portanto, mais estudos necessitam ser direcionados para aprofundar o
conhecimento da epidemiologia da fasciolose, com a determinacéo dos fatores de
risco e do estabelecimento do caramujo do género Lymnaea em todo o Brasil.
Também, o conhecimento genético do parasito e pesquisas moleculares sé&o

fundamentais para complementar o controle e prevengcdo da mesma, e entender
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melhor os mecanismos de acdo de resisténcia a antiparasitarios, cada vez mais
preocupante em todo o mundo e a varios parasitos.

Visando uma continuidade de estudos, fatores de conhecimento do genoma
e caracterizacdo do perfil sanitario em todo o Brasil, deverd ser conduzido a fim de
complementar e trazer mais beneficios a pesquisadores, estudantes, profissionais e
principalmente a produtores rurais, com novas perspectivas no campo da Medicina

Veterinaria.
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Universidade Federal do Parana
“_ __~__— Setorde Ciéncias Agrarias
UF PR Ccomissio de Etica no Uso de Animais — CEUA SCA

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo no. 015/2008, referente ao projeto “Vigilancia ativa
da Fasciola hepatica em bovinos na regido da campanha meridional do Rio
Grande do Sul e diagnostico molecular da resisténcia ao Triclabendazole” sob
a responsabilidade de Leonardo Hermes Dutra, na forma em que foi
apresentado, foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais do Setor
de Ciéncias Agrarias, em reunio realizada dia 15 de setembro de 2008. Este
certificado expira em 15 de setembro de 2009.

CERTIFICATE

We certify that the protocol number 015/2008, regarding the project “Active
surveillance o fasciola hepatica in cattle in region of campanha meridional do
Rio Grande do Sul and molecular diagnostics resistance to the
Triclabendazole”, in charge of Leonardo Hermes Dutra, in the terms it was
presented, was approved by the Animal Use Ethics Committee of the
Agricultural Sciences Campus of the Universidade Federal do Parana (Federal
University of the State of Parana, Southern Brazil) during session on September
15, 2008. This certificate expires on September, 2009.

Curitiba, 15 de setembro de 2008
4|

/] /)
W/

A ¢
Fabiano ngi Ferreira
\Fice— Sidente

Comissao de Etica no Uso de Animais
Setor de Ciéncias Agrarias
Universidade Federal do Parana.

ANEXO 2 — FOTOS CARACTERISTICAS DA REGIAO DA CAMPANHA
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MERIDIONAL DO RIO GRANDE DO SUL ONDE SE ENCONTRA A
PROPRIEDADE UTILIZADA PARA A EXPERIMENTACAO COM OS
ANIMAIS

FONTE: O autor (2009)

FONTE: O autor
(2009)




FONTE: O autor (2009)

FONTE: O Autor (2009)
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ANEXO 3 - FOTOS DOS ANIMAIS UTILIZADOS NO EXPERIMENTO (POSITIVOS
E NEGATIVOS PARA FASCIOLOSE), DA RACA POLLED
HEREFORD, FEMEAS, IDADES ENTRE 8 A 10 ANOS.

FONTE: O autor (2009)

FONTE: O Autor (2009)
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ANEXO 4 - FOTOS DOS OVOS DE FASCIOLA spp ENCONTRADOS NOS EXAMES DE
BOVINOS PELA TECNICA DE QUATRO TAMISES.

FONTE: O autor (2009)

FONTE: O autor (2009)
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ANEXO 5 - FOTOS DAS FASCIOLAS COLETADAS NA INSPECAO DE FIGADOS
BOVINOS NO FRIGORIFICO MERCOSUL EM BAGE-RS E NO
FRIGORIFICO SILVA EM SANTA MARIA-RS.

FONTE: O autor (2009)



94

ANEXO 6 — ARTIGOS TECNICOS PUBLICADOS
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