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Fasciolosis is a zoonotic disease caused by a parasite Fasciola hepatica that can
infect different species of animals, especially ruminants. The aim of this study to
evaluate the profile of the immune response in bovine livers naturally and chroni-
cally infected by F. hepatica, using immunohistochemical technic by lymphocytes
T and B, as well IgG plasma cells. Samples were obtained from bovine livers mac-
roscopically positive for flukes. We collected fragments of 4 cm? of each lobe, right
and left, of the 100 livers condemned for flukes. The samples were placed in 10%
formalin, identified and targeted for general histopathological evaluation of morpho-
logical and intensity of inflammatory infiltration. We selected at random, 18 samples
(six samples for each intensity of inflammation), which were submitted to immuno-
histochemical evaluation to T lymphocytes (CD3*), B lymphocytes (CD79a") and
IgG plasma cell (IgG"). The labeled cells by immunohistochemistry were counted
in ten port space at random from each lobe. We calculated the mean number of
cells per lobe. No significant difference was observed between the expression of T
lymphocytes, B lymphocytes and IgG plasma cells in the right lobe (p=0.5817) and
left lobe (p=0.9367). Mean T lymphocytes (CD3*) of the left lobe has been greater
than the right lobe (p=0.019), as well as B lymphocytes (CD79a") (p=0.00018) and
IgG plasma cells (p=0. 0002). The CD3* T lymphocytes in the left hepatic lobe sig-
nificantly different (p=0.024) relative to the intensity of infiltration, showing the
difference between mild to severe (p<0.05). CD79a" B lymphocytes in the right
hepatic lobe showed significant differences (p=0.008) in the different intensities of
infiltration being observed between mild and severe (p<0.01) T and B lymphocytes
and IgG plasma cells are present in immune response in livers of cattle with chronic
fasciolosis, being more evident in the left hepatic lobe. The immunohistochemical
assessment was effective in cell immunophenotype characterization of this inflam-
matory response caused by natural infection becoming important in the study of
bovine fasciolosis.
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RESUMO. A fasciolose ¢ uma zoonose causada
por Fasciola hepatica, um trematodeo digenéti-
co, que pode infectar diferentes espécies animais,
especialmente ruminantes. Objetivou-se com este
estudo avaliar o perfil da resposta imune frente a
infeccdo por F. hepatica em figados de bovinos
cronicamente e naturalmente acometidos, por meio
da imunofenotipagem dos linfécitos T e B e dos
plasmécitos produtores de IgG. As amostras foram
obtidas de figados de bovinos macroscopicamente
positivos para fasciolose. Foram coletados frag-
mentos de aproximadamente 4 cm? de cada lobo,
direito e esquerdo, de 100 figados condenados por
fasciolose. As amostras foram acondicionadas em
formalina 10%, devidamente identificadas e dire-
cionadas para avaliacdo histopatologica geral das
alteragdes morfologicas e intensidades do infiltrado
inflamatoério, sendo selecionadas, aleatoriamente,
18 amostras (seis amostras para cada intensidade de
inflamagdo), as quais foram submetidas a avaliacao
imunoistoquimica para linfocito T (CD3"), linfocito
B (CD79a") e plasmocito produtor de IgG (IgG”).
As células marcadas pela imunoistoquimica foram
contadas em dez espagos porta, aleatoriamente, de
cada lobo hepatico. Foram calculadas as médias do
numero de células por lobo hepatico. Nao foi obser-
vada diferenca significativa entre a expressao de lin-
focitos T, linfocitos B e plasmocitos produtores de
IgG no lobo direito (p=0,5817) e também lobo es-
querdo (p=0,9367). A média de linfécitos T (CD3")
do lobo esquerdo foi maior que do lobo direito
(p=0,019), assim como para linfocitos B (CD79a")
(p=0,00018) e para os plasmocitos produtores de
IgG (p=0,0002). Os linfocitos T CD3* no lobo he-
patico esquerdo diferiram significativamente entre
si (p=0,024) em relacdo a intensidade de infiltracao,
mostrando diferenca entre as intensidades leve e se-
vera (p<0,05). Os linfocitos B CD79a" no lobo he-
patico direito apresentaram diferenca significativa
(p=0,008) nas diversas intensidades de infiltracao,
sendo verificada entre leve e severa (p<0,01). Lin-
focitos T e B, e células plasmaticas produtoras de
IgG estdo presentes na resposta imune de figados
bovinos com fasciolose cronica, sendo mais evi-
dentes no lobo hepatico esquerdo. A avaliagdo imu-
noistoquimica mostrou-se eficaz na caracterizagao
do imunofenoétipo celular presente na resposta infla-
matoria causada pela infec¢@o natural tornando-se
importante no estudo da fasciolose bovina.

PALAVRAS-CHAVE. Imunoistoquimica, inflamacgao, fascio-
lose.

INTRODUCAO

A fasciolose ¢ uma zoonose causada por Fascio-
la hepatica, um trematodeo digenético, que pode
infectar diferentes espécies animais, especialmente
ruminantes (WHO 1995). Em vérias espécies ani-
mais, as lesdes hepaticas produzidas por esse parasi-
to sdo geralmente similares e fortemente associadas
ao numero de metacercarias ingeridas, sendo que
na fase migratéria observa-se uma extensa reagao
inflamatoria local (Tliba et al. 2002). Fatores como
carga parasitaria, fase de desenvolvimento do para-
sito, tipo e idade do hospedeiro, localizacao e con-
di¢do das pastagens e época do ano influenciam na
variabilidade da patogenia e sintomatologia provo-
cada pela infec¢ao por este parasito (Boray 1969).

As respostas imune, celular ¢ humoral, ganham
extrema importancia na rejeicao da infec¢do por F.
hepatica e também no desenvolvimento efetivo da
resisténcia a reinfecgoes (Piedrafita et al. 2004). De
acordo com Meeusen et al. (1995), nas infecgdes
por F. hepatica a resposta imune mediada por cé-
lulas tem sido descrita em termos de resposta pro-
liferativa de linfécitos em sangue periférico contra
antigenos do parasito (in vitro), além da resposta ce-
lular ocorrendo no parénquima hepéatico. Os bovi-
nos apresentam alguma resisténcia a infeccao pelo
parasito, no entanto, ainda sdo incapazes de produ-
zir uma resposta imune suficientemente forte para
resistir contra todos os parasitos permanecendo, as-
sim, suscetiveis a reinfec¢ao (Clery et al. 1996).

Deste modo, diversos estudos foram conduzidos
no intuito de avaliar a resposta imune a F. hepatica
em ovinos (Meeusen et al. 1995, Chauvin & Bou-
lard 1996). A resposta imune no parénquima hepa-
tico de caprinos com fasciolose também tem sido
estudada com o uso da técnica de imunoistoquimica
(Martinez-Moreno et al. 1999, Pérez et al. 2002). A
marcagdo das células envolvidas na resposta imu-
ne celular e humoral na infec¢do por Fasciola gi-
gantica em figados de bovinos e bubalinos também
foi demonstrada pela imunoistoquimica (Molina &
Skerratt 2005). Assim, raros sdo os estudos imu-
noistoquimicos em figados de bovinos infectados
com Fasciola hepatica. A caracterizacao do infiltra-
do inflamatoério em figados de bovinos naturalmen-
te infectados e de forma cronica torna-se uma ferra-
menta importante nos estudos referentes a resposta
imune desta espécie animal, bem como no entendi-
mento da patogénese da fasciolose em ruminantes.

Diante do exposto, objetivou-se com este estudo
avaliar o perfil da resposta imune frente a infec¢ao
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por F. hepatica em figados de bovinos cronicamen-
te e naturalmente acometidos, por meio da imuno-
fenotipagem dos linfocitos T e B e dos plasmocitos
produtores de IgG.

MATERIAL E METODOS

As amostras utilizadas foram obtidas de figados
de bovinos de varias idades, de ambos os sexos e de
regime alimentar variado, com peso vivo aproxima-
do de 450 Kg. Todos os animais eram provenientes
do Sul do Estado do Espirito Santo e abatidos no
matadouro frigorifico de Atilio Vivacqua, ES, ma-
croscopicamente positivos para fasciolose pela ob-
servacao do parasito no figado, no periodo de mar-
¢o a julho de 2008.

Foram coletados fragmentos de aproximadamen-
te 4 cm? da superficie visceral de cada lobo direito
(formato retangular) e esquerdo (formato triangu-
lar) de 100 figados condenados por fasciolose. As
amostras foram acondicionadas em formalina 10%,
devidamente identificadas e direcionadas para ava-
liagdo histopatolégica.

As laminas contendo os cortes corados pelo mé-
todo Hematoxilina-Eosina (HE) foram submetidas
a uma avaliacdo microscopica geral das alteracdes
morfologicas e observadas as intensidades do infil-
trado inflamatdrio quanto a presenca ou auséncia e
intensidade (leve = +, moderada = ++ ou severa =
+++).

Apos classificagdo da intensidade do infiltrado
inflamatorio, foram selecionadas aleatoriamente 18
amostras, sendo seis amostras para cada intensidade
de inflamacao, as quais foram submetidas a avalia-
¢do imunoistoquimica. Cortes seriados dos tecidos
foram submetidos a técnica de complexo avidina-
-biotina-peroxidase (ABC) para linfocito T (CD3%),
linfécito B (CD79a") e plasmocito produtor de IgG
(IgG"). Detalhes dos anticorpos primarios utiliza-
dos estdo na Tabela 1.

As laminas foram submetidas ao processo de
desparafinizacdo com duas passagens em xilol ab-
soluto de dez minutos cada, a temperatura ambien-
te, reidratacao em alcool etilico absoluto com trés
passagens de trés minutos cada e trés banhos em
agua destilada de cinco minutos cada. Posterior-
mente, houve o bloqueio da peroxidase endogena
utilizando-se solucdo de peroxido de hidrogénio a
30% em metanol na propor¢ao 1:9 por dez minutos.
Para a remogao do perdxido do tecido lavaram-se as
laminas em trés banhos de dgua destilada com cinco
minutos cada.

Tabela 1. Detalhes dos anticorpos primarios utilizados para a
analise imunoistoquimica.

Anticorpo Primario  Clone  Producdo Diluicdo  Origem
(Referéncia
Comercial)
Anti-CD3 PS1 Camundongo 1:100 Novocastra
(NCL-CD3-PS1) Laboratories
Anti-CD 79a 11D10 Camundongo 1:50  Novocastra

(NCL-CD79a-192)
Anti-Immunoglobulina G = -
(NCL-IgGP)

Laboratories
1:1500 Novocastra
Laboratories

Coelho

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

Passou-se ao bloqueio de proteinas inespecificas
do tecido com a imersao das laminas em solu¢ao de
leite em po desnatado (MOLICO®, Nestlé) a 3% em
tampao TRIS por uma hora. Em seguida, as 1aminas
foram lavadas em solug¢ao TRIS durante cinco mi-
nutos. A incubag¢do ocorreu em bandeja com tampa
por 18 horas a 4°C.

Seguiu-se a lavagem dos cortes com tampao
TRIS e incubacdo com o anticorpo secundario e
sistema de visualizacdo. Utilizou-se kit Super ABC
EasyPath (Erviegas) com anticorpo secundario bio-
tinilado anti-imunoglobulina de camundongo e co-
elho, na dilui¢ao 1:100 e aplicagdo do Complexo
Avidina-Biotina-Peroxidase, ambos incubados por
30 minutos cada em temperatura ambiente, segundo
normas do fabricante.

A visualizagdo da marcagdo imune foi feita pelo
tratamento das laminas com solucgao de 3,3’ diami-
nobenzidina (Liquid DAB — K3466, DakoCytoma-
tion) durante sete minutos em temperatura ambiente.
Os cortes foram contra-corados com Hematoxilina
de Harris, por 35 segundos e, posteriormente, as 1a-
minas foram desidratadas, diafanizadas e montadas
com resina sintética.

As células imunomarcadas foram quantificadas
em dez espagos porta escolhidos aleatoriamente,
de cada lobo hepatico, sob microscopia de luz com
objetiva de 40x. Apos a contagem foi calculado a
média total de células por lobo hepatico em cada
intensidade de inflamacao.

A analise estatistica incluiu Analise de Variancia
(ANOVA) para fator unico (0=5%) para avaliacao
da diferenga entre as células positivamente marca-
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das para cada anticorpo e em cada lobo hepatico. O
teste ¢ de Student (0=5%) foi usado para comparar
a positividade das células entre os lobos direito e
esquerdo e entre as intensidades de infiltracdo lin-
foplasmocitaria.

RESULTADOS

Em relagao ao local onde as células imunor-
reativas estavam localizadas, este estudo revelou
maior presenc¢a dos tipos celulares inflamatorios
Nos espagos porta e proximo aos vasos sanguineos.
O resultado da contagem média das células imu-
nomarcadas nos espagos porta aos anticorpos uti-
lizados nas amostras pertencentes as intensidades
de infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario leve,
moderado e severo esta disposto na Tabela 2. A
Figura 1 ilustra a imunomarcacao pelo anticorpo
CD3".

Independentemente da intensidade de infiltrado
linfoplasmocitério (leve, moderado ou severo), no
lobo direito ndo foi observada diferenca signifi-
cativa entre a expressao de linfocitos T, linfocitos
B e plasmécitos produtores de IgG (p=0,5817). O
mesmo foi observado no lobo esquerdo (p=0,9367).
Deste modo, ndo houve predomindncia de uma
subpopulagdo de linfocitos sobre a outra em cada
lobo hepatico. Por outro lado, quando comparado
o numero de células imunomarcadas e entre os lo-
bos hepaticos direito, notou-se diferenca significa-

Tabela 2. Valores médios do nimero de células CD3*, CD79a*
e IlgG* em espaco porta de figados bovinos cronicamente in-
fectados por Fasciola hepatica caracterizados em cada inten-
sidade de infiltrado inflamatério linfoplasmocitario.

CD3* CD79a* 1gG*
Direito Esquerdo Direito Esquerdo Direito Esquerdo

Amostra

Infiltrado leve

A 5.7 15.6 6.8 1.5 5.4 10.8
B 13 12.5 5.2 1 6.2 9.7
C 3.7 1 8.1 15.3 10.2 14
D 13.3 1.7 9.2 271 9.8 15.8
E 7.6 12.1 8 12.5 8 19.3
F 6.2 15.6 8.4 15.6 8.4 13

Infiltrado moderado

G 4.9 12.2 9.1 246 13.4 34

H 6.7 6.6 7 8.5 7.9 28.5
| 20.6 31.2 15.8 21.9 5.1 16.7
J 14.8 21.4 9 18 9 28.7
K 17.3 21.8 14.2 17.5 6.8 1.5
L 5.2 12.8 71 12 6.1 9.5

Infiltrado acentuado

M 17.6 47.5 14.6 35.1 221 31.8
N 14.3 28.2 1.4 19.3 55 18.2
O 16.2 24.4 10.4 15.3 20.4 34.6
P 5 19.7 13 20.7 14.9 16.6
Q 121 23.3 13.7 19 6.3 29.3
R 34.3 19.5 17.8 28 9 15.7

Figura 1. Fotomicrografia de figado bovino cronicamente e
naturalmente infectado por Fasciola hepatica demonstrando
infilirado inflamatério periportal severo, lobo esquerdo. Es-
paco porta com linfécitos imunomarcados com o anticorpo
CD3* (seta). IHQ, ABC. Obj. 20X.

tiva. Os resultados revelaram que a média de lin-
focitos T (CD3*) do lobo esquerdo foi maior que
do lobo direito (p=0,019). O mesmo foi observado
na comparagdo da média de linfécitos B (CD79a")
(p=0,00018) e para os plasmocitos produtores de
IgG (p=0,0002). Estes resultados podem ser obser-
vados na Tabela 3.

Tabela 3. Médias das células imunorreativas aos anticorpos
anti-CD3, anti-CD79 e anti-IgG em espacgo porta de figados
bovinos cronicamente infectados por Fasciola hepatica por in-
feccdo natural.

Lobo Hepatico Tipo Celular
CD3* CD79a* 1gG*
Direito 12,1389a 10,4889a 9,6944a
Esquerdo 19,2833b 18,4944b 19,8722b

Os linfocitos T CD3* nas diferentes intensidades
de infiltragcdo inflamatéria no lobo hepatico esquer-
do diferiram significativamente entre si (p=0,024),
mostrando diferenca entre as intensidades leve e se-
vera (p<0,05). Entretanto, no lobo hepatico direito
nao foi observada diferenca entre essas células em
cada intensidade de infiltragao (p=0,1674).

Isto também foi verificado nos linfécitos B
CD79a" nas diferentes intensidades de infiltragao
no lobo hepatico esquerdo em que nao foi observa-
da diferenca significativa (p=0,1458). No entanto,
os linfocitos B CD79a" nas diferentes intensidades
de infiltracdo no lobo hepatico direito apresentaram
diferenca significativa (p=0,008), sendo a intensi-
dade leve diferente da severa (p<0,01). Em relacao
aos plasmocitos produtores de IgG*, ndo foram ob-
servadas diferengas entre as intensidades de infiltra-
¢do linfoplasmocitaria. Esses dados estdo disponi-
veis na Tabela 4.
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Tabela 4. Médias das células imunorreativas aos anticorpos anti-CD3, anti-CD79 e anti-lgG em es-
paco porta de figados bovinos cronicamente infectados por Fasciola hepatica por infeccao natural

em diferentes intensidades de infiltragao inflamatéria.

Lobo Tipo Celular e Intensidade Inflamatéria
Hepatico CD3 CD79 IgG
Leve Moderado Severo Leve Moderado Severo Leve  Moderado Severo
Direito 8.25a 11.583a 16.583a 7.617f 10.367fg 13.483g* 8.0i 8.05i 13.033i
Esquerdo 13.083a 17.667ab  27.1b*  15.5f 17.083f 22.9f 13.767i  21.483i 24.367i

* Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem significativamente entre si.

DISCUSSAO

Bostelmann et al. (2000) verificaram na fasciolo-
se em bovinos, que os tipos celulares predominan-
tes nos espagos porta sao linfocitos e plasmocitos.
Na analise histopatologica das amostras avaliadas
neste estudo foi possivel a observacao de infiltrado
inflamatorio formado por populacdo mista, ou seja,
polimorfonucleados e mononucleados, porém, sem
a distingao entre os tipos celulares pertencentes a
estes ultimos.

Para a distingao dos tipos celulares presentes no
infiltrado inflamatério mononuclear utilizou-se a
técnica de imunoistoquimica que auxilia na detec-
¢do da histogénese celular. Desta forma, neste es-
tudo testou-se os anticorpos anti-CD3, anti-CD79a
e anti-IgG afim de verificar a presenga desses tipos
celulares no infiltrado inflamatério em figados de
bovinos cronicamente infectados e de forma na-
tural. A molécula CD3 estd presente em linfocitos
T maduros, compondo o complexo TCR-CD3. Da
mesma forma, a molécula CD79 compde o comple-
xo receptor em linfécitos B. A escolha desses anti-
corpos baseou-se em outros experimentos nos quais
se procurou avaliar o tipo de resposta e a dinamica
da resposta em ovinos e caprinos (Pérez et al. 1999,
Pérez et al. 2002).

A presenca de linfécitos T (CD3%) e linfocitos
B (CD79a") no infiltrado inflamatério de figado de
bovinos cronicamente infectados por F. hepatica re-
flete o envolvimento destas células na resposta imu-
ne durante a infec¢do. Segundo Molina e Skerratt
(2005) na fasciolose bovina ha o envolvimento da
resposta celular e humoral na tentativa de debelar
a infeccao.

Martinez-Moreno et al. (1999) avaliaram a res-
posta imune de caprinos primariamente ¢ secunda-
riamente infectados com F. hepatica, encontrando
a presenca de linfocitos T (CD3%) e células 1-I1gG
e o numero médio de células T encontrado variou
de 13,5 a 32,3, enquanto células produtoras de IgG
variaram de 9,1 a 22,6 células. Molina e Skerratt
(2005) relataram que em bovinos o numero de lin-

focitos T (CD3") foi significativamente maior na
terceira semana pos-infeccao, entre 170 e 180 célu-
las em média, porém, o nimero de células declinou
até a sexta semana pos-infec¢do quando cessou o
experimento. J& o numero de linfocitos B (CD79b")
foi maior que o controle a partir da sétima semana
pos-infec¢dao, aumentando progressivamente até o
final do experimento. Estes dados denotam o envol-
vimento da resposta imune celular e humoral na fas-
ciolose cronica, sendo que a resposta por linfocitos
T apresenta-se mais intensa nas primeiras semanas
pos-infeccdo, e a medida que declina em quantida-
de, ha o aumento consideravel dos linfocitos B.

Neste estudo, tanto no infiltrado inflamatério do
lobo direito, quanto no lobo esquerdo, ha um au-
mento progressivo do niimero de linfocitos T, B e
plasmocitos produtores de IgG a medida em que se
observa a severidade da lesdo inflamatoria. Assim,
os dados encontrados por Molina e Skerratt (2005)
sdo diferentes daqueles encontrados neste estudo.
Porém, ressalta-se que, por se tratar de figados cro-
nica e naturalmente infectados, ha um determinado
desbalan¢o do nimero de células inflamatorias, nao
apresentando desta forma, diferenca significativa
entre elas.

Pensa-se que parasitos podem diminuir a respos-
ta imune do hospedeiro. Segundo Gomez-Munoz
et al. (2004), a habilidade do parasito em diminuir
a resposta do hospedeiro pode induzir doenca cro-
nica pelo prolongamento da sua presenga no local
da infecg¢do. Geralmente, infecgdes helminticas sao
caracterizadas pela supressdo de linfécito T helper
1 (Th1) e indugdo de citocinas caracteristicas de lin-
focitos T helper 2 (Th2) (Clery et al. 1996).

No entanto, linfécitos T tornam-se importantes
na resposta inflamatoria na fasciolose, pois influen-
cia de forma significativa a presenca de outros tipos
celulares. Isso porque o papel do linfocito T na res-
posta imune celular esta na ligacao entre a detec¢cao
do antigeno e a producdo de anticorpos pelos lin-
focitos B. De acordo com Tizard (2008) nos pro-
cessos infecciosos cronicos, os diferentes subtipos
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de linfocitos T sdo recrutados para o local de aco-
metimento como forma de debelar a infeccdo. No
caso dos bovinos, a produgédo de IgG, € controlada
por citocinas liberadas por células Th2, ao passo
que IgG, tem produgdo controlada por citocinas li-
beradas por células Th1 (Mulcahy e Dalton 2001).
Neste estudo, estes subtipos de células T ndo foram
avaliados.

A producdao de imunoglobulina G ¢ realizada
por linfocitos B maduros e reativos denominados
plasmécitos. Segundo Molina e Sekerratt (2005), a
producao de anticorpos especificos por animais in-
fectados também podem ser influenciadas pela ati-
vacao de células T durante a infeccao. Isso porque
linfocitos T sdo vistos no figado de animais durante
a infeccao por F. hepatica (Martinez-Moreno et al.
1999, Pérez et al. 1999).

A utilizacdo de anticorpos especificos para de-
terminados tipos celulares envolvidos na resposta
inflamatoria frente a fasciolose ¢ uma grande ferra-
menta no entendimento do papel dos mesmos. Ba-
seado nisso, diversos pesquisadores fizeram estudos
para a verificagdo da presenc¢a de linfocitos T, lin-
focitos B ou mesmo células plasmaticas produtoras
de IgG. Em ovinos, Pérez et al. (2002) descreve-
ram que a resposta imune celular e humoral repre-
sentada pela infiltragdo com linfécitos T (CD3%), B
(CD79a") e células produtoras de IgG foi intensa
em todos os grupos infectados experimentalmente
com Fasciola durante sete dias. Neste estudo estes
tipos celulares também foram expressos, eviden-
ciando a presenca de uma resposta imune e celular
nos bovinos, semelhante a dos ovinos.

Pérez et al. (1998) verificaram que o anticorpo
CD79 mAb reagiu com células plasmaticas e linfo-
citos localizados principalmente nas zonas fibrosas
da lesdo hepatica e vesicula biliar de caprinos. O
anticorpo IgG reagiu com células plasmaticas asso-
ciadas a lesdo hepatica cronica, principalmente nos
espacos porta. Apesar de serem espécies diferentes,
o que se percebeu neste estudo foi a predile¢ao das
células inflamatoérias pelas regides onde as lesdes
fibroticas eram-se evidentes, como € o caso do es-
paco porta. Por este motivo, a contagem das células
imunorreativas foi realizada nos espagos porta es-
colhidos aleatoriamente de cada lobo hepatico.

Em todas as intensidades de infiltrado inflamato-
rio avaliadas notou-se maior acometimento do lobo
hepatico esquerdo, revelando que na fasciolose cro-
nica, nos figados bovinos, as lesdes mais significa-
tivas concentram-se nesse lobo hepatico. Isso pode

justificar a média de linfocitos T (CD3"), linfocitos
B (CD79a") e plasmocitos produtores de 1gG, en-
contrados neste estudo, foi significativamente maior
no lobo esquerdo que no direito.

Partindo-se do principio de que nas infecg¢des re-
centes ocorre maior producdo de anticorpos contra
antigenos de secrecao/excre¢do liberados durante a
migracao feita pelo parasito no parénquima hepati-
co, Molina e Skerratt (2005) relataram que a infil-
tracdo de linfocitos T e B, células plasmaticas, eo-
sinofilos e mastocitos em lesdes hepaticas causadas
por F. gigantica indica o desenvolvimento de uma
resposta imune local. De acordo com estes mesmos
autores, provavelmente, esta resposta seja induzida
pelo aumento de antigenos liberados pelos parasitos
na medida em que crescem, ou seja, o envolvimen-
to da resposta do hospedeiro se dd desde o inicio
da infecgdo persistindo at¢ o0 momento em que os
parasitos alcangam os ductos biliares. Porém, em
relacdo a produgdo de anticorpos, células de memo-
rias contra os antigenos do parasito continuam sua
producao.

O aparecimento de IgG contra proteinas do pro-
duto de secrecdo e excre¢do dos parasitos em alpa-
cas infectadas com F. hepatica culminou com niveis
mais elevados na oitava semana pos-infec¢ao quan-
do houve o aparecimento de ovos nas fezes, porém,
a medida em que a infec¢do se tornava cronica hou-
ve um leve declinio do nivel de IgG (Timoteo et al.
2005). O estudo de Mulcahy e Dalton (2001) com
bovinos revelaram que com o progresso € cronici-
dade da doenca, os niveis séricos de IgG, cessaram
e lentamente declinam. Desta mesma forma, no
presente estudo, observou-se um aumento médio de
plasmacitos produtores de IgG a medida que se in-
tensificava a infiltragao inflamatoria.

Ferre et al. (1997) estudaram a resposta de IgG e
IgA na fasciolose em ovinos e encontraram uma ci-
nética semelhante para essas duas classes de imuno-
globulina, ou seja, ocorreu o aumento progressivo
de imunoglobulinas especificas durante o periodo
pré-patente, tendendo a diminuir quando os parasi-
tos adultos se estabelecem nos ductos biliares, ain-
da, os niveis de IgG aumentaram até a décima quar-
ta semana pos-infeccao estabilizando até a décima
sexta semana.

Neste estudo, a inflamag¢do observada variou
de discreta a severa e sempre esteve associada a
presenca dos parasitos nos ductos biliares. Isto de-
monstra a existéncia da reacdo do hospedeiro frente
a invasao parasitaria com resposta inflamatoria nao
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tdo intensa quanto nas observadas em outras espé-
cies animais, mesmo sendo essa infec¢do cronica,
onde espera-se para bovinos, uma presen¢a menor
de células inflamatorias e evidéncia maior de lesdes
fibroticas.

Vale ressaltar que as amostras utilizadas neste
experimento foram oriundas de matadouro frigori-
fico e que, por isso, ndo se tem o controle em dias
da infecgao, carga parasitaria ou mesmo se o animal
esta sofrendo reinfecgdo. Isso pode explicar a dis-
crepancia dos numeros encontrados, visto que, in-
fecgoes recentes ou reinfecgdes culminam com uma
nova reacdo inflamatdria e, por conseguinte, presen-
ca de tipos celulares tipicos de infecg¢des recentes.

CONCLUSOES

Linfocitos T e B, e células plasmaticas produ-
toras de IgG estdo presentes na resposta imune de
figados bovinos cronicamente e naturalmente infec-
tados por F. hepatica, sendo mais evidentes no lobo
hepatico esquerdo. E possivel verificar que quan-
to maior € a severidade da lesdo cronica, maior ¢
a resposta imune celular composta pelas diferentes
subpopulagdes de linfocitos. A avaliagdo imunois-
toquimica mostrou-se eficaz na caracterizagdo do
imunofendtipo celular presente na resposta infla-
matoria causada pela infec¢do natural tornando-se
importante no estudo da fasciolose bovina.
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