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Resumo

A fasciolose é uma doenca zoonotica causada pelo trematoda Fasciola hepatica, um parasito de figado
que acomete preferencialmente ruminantes. O presente estudo buscou descrever o desenvolvimento
embrionario de ovos deste parasito, descrevendo sua morfologia. A pesquisa foi realizada no
Laboratorio de Parasitologia da Universidade Federal do Espirito Santo. Os ovos foram coletados
diretamente da bile de animais positivos em abatedouro, posteriormente incubados por 14 dias em uma
estufa do tipo B.O.D, observados diariamente. Os resultados mostraram que o desenvolvimento inicial
dos ovos aconteceu ap0s o quarto dia de incubagdo, com a formagéo dos miracidios acontecendo ao
décimo dia. Ademais, as eclosdes miracidiais ndo aconteceram de maneira simultanea, o que refor¢a
a complexidade e importancia do estudo do ciclo do parasito para o controle da doenga. Na literatura
pesquisada nao foi encontrado algum estudo que caracterize e descreva cada fase do desenvolvimento
de ovos de Fasciola hepatica, sendo portanto, este o primeiro registro sobre o tema.
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Introducéo

O trematoda Fasciola hepatica, pertence ao filo Platyhelminthes, possui um ciclo heteroxénico,
sendo um helminto de grande importancia sanitaria e econdmica (Oliveira e Rezende, 2017). A doenga
causada por este parasito, a fasciolose, acomete principalmente mamiferos herbivoros ocasionando
lesBes no figado e ductos biliares, tendo como consequéncia o0 acometimento produtivo desses animais
como a diminui¢cdo do ganho de peso e na producéo de leite (Charlier et al., 2014; Sperandio, 2022).

O ciclo de vida do parasito consiste nha eliminacdo de ovos nas fezes do hospedeiro definitivo, que
quando eclodidos, ddo origem aos miracidios, que em seguida infectam os hospedeiros intermediarios,
os moluscos da espécie Pseudosuccinea columella, onde acontece o desenvolvimento dos estagios de
esporocisto, rédia e cercéria. Apds a saida da cercéria do caramujo, esta se fixa na vegetac¢édo proxima
aos leitos de agua, evoluindo para a forma de metacercaria, sendo esta a forma infectante para os
hospedeiros definidos. Ao infectar o animal, o parasito passa pelas formas de jovem e adulto chegando
até o figado e ductos biliares (Oliveira e Rezende, 2017).

Para Martins e Sperandio (2024), a fasciolose tem como principais hospedeiros no Brasil, os
ruminantes, sendo que casos em bovinos ja foram relatados em todos os estados das regides Centro-
Oeste, Sul e Sudeste. Apesar da maior parte dos registros serem em bovinos, € importante destacar
gue em areas endémicas da doenca nos animais, as condi¢cdes podem ser favoraveis para a doenca
em humanos (Aleixo et al., 2015). O diagnéstico da doenga é realizado através da visualizagcao dos
ovos através de exames coproparasitolégicos de sedimentacdo das fezes e para isso € necesséario um
conhecimento basico sobre a morfologia dos ovos de F. hepatica. Segundo Andrews et al. (2021),
alguns fatores fisico quimicos, como a temperatura, umidade e tensdo de oxigénio podem influenciar
no embrionamento dos ovos e, portanto, em sua morfologia. Esse pressuposto refor¢ca ainda mais a
necessidade do conhecimento detalhado dessa fase de vida do parasito.
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Sendo assim, considerando o impacto econémico e de salde publica desta parasitose, atrelado a
distribuicdo mundial e crescente no nosso pais, se faz necessario a busca por mais pesquisas no
assunto, em especial na caracterizacdo e desenvolvimento de fases do ciclo de vida deste parasito. O
presente estudo buscou explorar o estadio evolutivo de ovo, analisando e caracterizando sua fase
embrionaria.

Metodologia

O experimento foi realizado no Laboratério de Parasitologia do Hospital Veterinario da Universidade
Federal do Espirito Santo (HOVET-UFES). Os ovos de Fasciola hepatica foram coletados diretamente
da vesicula biliar de bovinos positivos para fasciolose abatidos em um dos frigorificos da regido do sul
do Espirito Santo em concordancia com a Comisséo de Etica no Uso de Animais - Campus Alegre
(CEUA-Alegre-UFES) sob o protocolo 019/2023. O material foi sedimentado, sendo lavado por cerca
de cinco vezes e permanecendo em decantacdo por 10 minutos em cada intervalo de descarte do
sobrenadante.

Em seguida, os ovos foram diluidos em agua destilada de forma que se obtivesse uma suspenséao
com a concentracao de cerca de 200 ovos por mL e distribuidos em placas de cultivo celular de seis
pocos como demonstrado na Figura 1, de forma que se tivesse dois mL da suspenséo de ovos e trés
mL de &gua destilada em cada poco, sendo logo em seguida cobertas um pléstico Parafiim®. A placa
foi levada a uma estufa de demanda de oxigénio do tipo B.O.D. a uma temperatura constante de 25°C
durante 14 dias.

Figura 1 - Esquema representativo da distribuicdo de ovos de Fasciola hepatica em placa de seis pogos
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Fonte: Os autores.

A cada dia foram retirados cerca de dez ovos de cada pogo sendo colocados entre lamina e laminula
para que fosse realizada a observacgéo e avaliacdo morfol6gica em microscopico 6ptico Olympus CX41
e realizadas as fotomicrografias, em microscépio 6ptico Nikon® em um aumento de 200x, da evolucéo
do embrionamento dos ovos. Todos os resultados foram compilados em tabelas para posterior
avaliacdo, quanto as caracteristicas como comprimento e largura dos ovos, coloracdo, integridade da
parede, presenca de células germinativas e embrides em seu interior e quanto a formacéo miracidial.

Resultados

Os ovos apresentaram uma medida média de 91,58 um de comprimento e 62,48 ym de largura,
sendo esta média mantida durante todo o desenvolvimento. Observou-se que até o terceiro dia do
experimento ndo foi observado nenhuma alteragéo significativa nos ovos (Figura 2A). Os mesmos se
apresentavam com coloragdo amarelada e formato eliptico, opérculo fechado, envoltos por uma
capsula proteica como uma casca fina, com as células vitelinicas em seu interior e na regido central a
formagédo embrionaria em uma coloragcdo um pouco mais clara.

XXVIII Encontro Latino Americano de Iniciagéo Cientifica, XXIV Encontro Latino Americano de Pds-Graduagao e
XIV Encontro de Iniciagdo a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2024 P

Encontm o il
aDockrcla

Educag&o: ferramenta essencial para um mundo justo, sustentavel e incluso



Xﬂ,_!w!NICJr-

oo Cantfon Jinior

AvinNie

o hicaEo Cnicn

IVEHEXUH

TREave | I Arang
0 Enensdo Lirkarsira

Jano dia quatro do experimento (Figura 2B), foi possivel observar que houve um aumento de células
vitelinicas, assim como do embrido na regido central que se apresentou como uma massa de células
de maneira mais definida. No dia cinco foi possivel observar uma massa densa e mais definida que
posteriormente deu origem ao miracidio. O mesmo foi observado, com clareza, nos dias seis e sete
(Figura 2C).

No décimo dia foi observada a presenga da mancha ocular no miracidio (Figura 2 D). O
desenvolvimento se manteve por igual até o décimo quarto dia, quando foi possivel observar ovos com
o opérculo aberto e miracidios livres, sendo que estes mediam em torno de 120 ym (Figuras 2 E e F).
E importante destacar que as eclosdes miracidiais ndo ocorreram todas ao mesmo tempo, levando
cerca de quatro horas para gque todos os ovos da placa estivessem vazios. Além disso, os miracidios
livres possuiam corpo afilado, a cuticula era ciliada com uma protusdo de uma papila anterior e uma
mancha escura na regiao anterior do corpo.

Figura 2 - Ovos de Fasciola hepatica em diferentes estagios de desenvolvimento.(A) Ovo no dia um. (B) Ovo no
dia quatro. (C) Ovo no dia seis. (D) Ovo no dia 12. (E) Ovo vazio e operculado no dia 14. (F) Miracidio livre no dia

14.
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Fonte: Os autores

XXVIII Encontro Latino Americano de Iniciagéo Cientifica, XXIV Encontro Latino Americano de Pds-Graduagao e
XIV Encontro de Iniciagdo a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2024

YIiViND

Encontm o il
aDockrcla

Educag&o: ferramenta essencial para um mundo justo, sustentavel e incluso

p



Enconro Letin Americone Enconta Letio Americena
o T e ooy Latng Amaricens, S
6 P Cracg e

Discusséo

Na literatura pesquisada, nao foi encontrado estudo que descreva cada fase do desenvolvimento do
embrionamento de ovos de Fasciola hepatica, sendo portanto, este o primeiro registro sobre o tema.
No estudo atual, as medidas médias dos ovos foram de 91,58 um de comprimento e 62,48 um de
largura. Valero et al. (2001) avaliaram a morfometria de adultos e ovos de Fasciola hepatica e em sua
pesquisa observaram que a média de comprimento dos ovos de bovinos foi de 105,29 ym e a largura
foi de 61,67 um. Além disso, os autores também observaram que os ovos possuem uma variagao de
tamanho conforme a espécie, como por exemplo, as medidas médias de ovos obtidos em ovelhas
foram de 114,77 ym de comprimento por 65,5 um de largura. J& nos ovos obtidos em suinos, o
comprimento ficou em torno de 73,84 um e a largura em 58,06 um. Esse estudo sugere que os ovos
de F. hepatica podem ter tamanhos diferentes de acordo com o hospedeiro definitivo.

Da mesma maneira, ao avaliar ovos de F. hepatica em renas, Loginova et al. (2024), constataram
que a média de tamanho dos ovos foi cerca de 71,2 x 128,9 um. Além disso, no mesmo estudo, nas
imagens micrograficas foi possivel observar um apéndice na porgdo do ovo oposta ao opérculo. Essa
estrutura ndo foi observada nos ovos na presente pesquisa.

Valero et al. (2009) realizaram um estudo em que obeservaram as caracteristicas morfométricas de
ovos de F. hepatica que foram encontrados em exames coproparasitolégicos de diferentes
hospedeiros. Nas amostras de fezes de humanos, a extremidade abopercular da casca do ovo era
frequentemente irregular, sendo que esta alteracao foi mais comum na Bolivia e na Geérgia e menos
comum no Egito, e ainda, ndo sendo encontrada em ovos vistos em amostras de fezes bovinas. Os
autores afirmam que a alteracdo é dependente da populacdo, e portanto, as caracteristicas aqui
descritas podem ser divergentes de outras descritas em regides diferentes.

Assim como no estudo realizado por Hussein et al. (2010) com parasitos de bovinos, 0os ovos aqui
também se apresentaram grandes, amarelados, com formato ovalado e com opérculo fino. No mesmo
estudo, os autores constataram que o miracidio apds a emergéncia mediu entre 220 e 500 ym, ja no
atual estudo, os miracidios apresentaram medidas proximas a 120 ym.

Fairweather et al. (2012), em seu estudo classificaram os ovos em grupos distintos de acordo com
0s estagios de desenvolvimento. Para 0s autores, 0s ovos ndo desenvolvidos consistem em uma massa
de células que compreende odcitos e células vitelinicas que ainda ndo se desenvolveram. Ovos
semelhantes a esses foram observados nos quatro primeiros dias do experimento. Ainda, os autores
afirmam que o estagio de divisdo celular é atingido proximo aos sete dias de incubacdo, sendo
observado as células embrionarias se dividindo e crescendo, enquanto as células vitelinicas diminuem.
Entretanto no estudo, esse estagio de desenvolvimento foi observado a partir do quinto dia. O estagio
de mancha ocular é alcancado ap6s os 11 dias de desenvolvimento, segundo 0s autores,
demonstrando que o miracidio se encontra quase totalmente formado, sendo que no presente estudo
iSso aconteceu aos dez dias, talvez em funcdo da forma de incubacéo, pois fatores como temperatura,
umidade e até luminosidade podem influenciar, conforme relatado por Andrews et al. (2021). A mancha
ocular é visivel como um ponto preto na parte posterior do miracidio. Além disso, para os
pesquisadores, sacos germinativos também podem ser observados posteriormente, juntamente com
uma almofada viscosa que também se forma logo apés o opérculo. Este é classificado como o estagio
final de desenvolvimento.

Quanto a eclosé@o miracidial, é importante destacar que a eclosdo miracidial ndo ocorreu de maneira
conjunta. Alemu (2019) afirma que isso € um mecanismo de sobrevivéncia do parasito. Além disso, o
mesmo autor afirma que os miracidios possuem uma cuticula ciliada com a protrusdo de uma papila
anterior e manchas escuras visiveis na parte anterior do corpo, exatamente como foi observado no
atual trabalho.

Como relatado por diversos autores, um fator importante para o desenvolvimento dos ovos € a
temperatura. No presente estudo, os ovos foram mantidos a uma temperatura constante de 25°C ao
longo dos 14 dias. Para llgova et al. (2022), esta é considerada uma temperatura ideal para o
desenvolvimento dos ovos. Em seus estudos, 0s autores observaram que os ovos que foram mantidos
a 37°C tiveram o seu desenvolvimento retardado, além de terem a taxa de mortalidade dos miracidios
aumentada.
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Conclusao

O presente estudo conseguiu demonstrar a morfologia de ovos de Fasciola hepatica durante o seu
desenvolvimento embrionario, concluindo que a partir de 14 dias é possivel encontrar miracidios
proporcionando uma contribuigdo significativa no conhecimento sobre o ciclo do parasito. Além disso,
a comparacdo da morfometria de ovos entre diferentes hospedeiros pode ter implicagbes para a
compreensdo da biologia do parasito e do impacto da fasciolose em diferentes espécies.
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