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RESUMO

O presente Trabalho de Concluséo de Curso mostra as atividades técnicas desenvolvidas pelo
discente Gabriel de Araljo Lobdo no periodo de 01 de julho a 01 de novembro de 2019 no
Laboratério de Doengas Parasitarias dos Animais da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, dentro da disciplina de Estagio Supervisionado Obrigatério (ESO) da
Universidade Federal de Sergipe, campus do Sertdo. As atividades foram desenvolvidas na
area de Doencas Parasitarias sob a superviséo do Prof. Dr.Leucio Camara Alves e orientagdo
do Prof. Dr. Victor Fernando Santana Lima. O objetivo deste trabalho é relatar as atividades
realizadas no periodo do ESO, descrevendo toda a rotina clinica e laboratorial executada pelo
discente, além de apresentar um estudo realizado durante o estagio, no qual foi avaliado o0s

niveis séricos de vitamina D de cdes naturalmente infectados por Leishmania infantum.






1. INTRODUCAO

O médico veterinario apresenta um papel importante diante da sociedade, ndo apenas
para o controle da qualidade de vida animal, como também como um profissional que atua na
area da saude publica.

A medicina veterinéria preventiva é uma especialidade que tem como objetivo a
promogdo e protecdo da sadde, além da vigilancia da satde das populagfes, sejam animais ou
humanas. Assim, a nivel veterinario, os especialistas que se dedicam a medicina preventiva
encarregam-se de proteger e manter a salde dos animais antes que a doenga apareca.

Nos Ultimos anos, as pesquisas em doencas parasitarias como, por exemplo,
leishmaniose, dirofilariose, babesiose, erliquiose e anaplasmosetornaram-se indispensaveis.
Por isso o parasitologista veterinario tornou- se peca chave na equipe clinico-laboratorial.

Sendo assim, o estdgio curricular supervisionado foi realizado no Laboratério de
Doengas Parasitarias (LDP) do Departamento de Medicina Veterindria da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), localizada na Rua Manoel de Medeiros, S/N, Dois
Irmdos — CEP: 52171-900- Recife/PE, no periodo de 01 de Julho a 01 de Novembro,
totalizando 680 horas, sob supervisdo do Professor Dr. Leucio Camara Alves.

A escolha do LDP como local de estdgio ocorreu devido a UFRPE ser umas das
universidades mais antigas do Brasil, ao seu renome nacional e internacional e ao grande
namero de pesquisas na area de doencas parasitarias de animais domésticos e silvestres.

O presente relatério tem como objetivo apresentar as atividades acompanhadas e
desenvolvidas durante o periodo de realizagdo do estdgio obrigatorio supervisionado na area
de Parasitologia Veterinaria, além de um estudo realizado para avaliagdo da mensuragdo de
Vitamina D em cées naturalmente infectados por Leishmania infantum.
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2. RELATORIO DO ESTAGIO SUPERVISIONADO OBRIGATORIO
2.1  Laboratorio de Doengas Parasitarias dos Animais Domésticos

O estagio curricular foi realizado no Laborat6rio de Doengas Parasitarias dos Animais
(LDP) do Departamento de Medicina Veterinaria (DMV) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE), durante o periodo de 01 de Julho a 01 de Novembro de 2019, com

carga horaria semanal de 40 horas, totalizando 680 horas.

Figura 1.Hospital Veterinario Escola do Departamento de Medicina Veterinéria da UFRPE
Fonte: Arquivo Pessoal (2019).

O LDP faz parte do Hospital Veterinario Escola (HVE) da Universidade Federal Rural
de Pernambuco (UFRPE) (Figura 1 e 2), e situa-se a Rua Manoel de Medeiros, S/N, bairro
Dois Irmdos, na cidade de Recife. Seu horéario de funcionamento é de segunda a sexta-feira
das 8h00min as 12h00min e das 14h00min as 18h00min.
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Figura 2. Laboratdrio de Doengas Parasitarias do HVE da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE). Fonte: Arquivo Pessoal (2019).

Possuindo mais de 15 pesquisadores entre residentes, mestrandos, doutorandos e
estagiarios.Além disso, o LDP funciona como laboratério didatico para as aulas pratico-
tedricas das disciplinas Parasitologia dos Animais Domeésticos e Doencas Parasitarias dos

Animais Domésticos, ministrada pelo Prof. Dr. LeucioCamara Alves.

2.1.1 Estrutura fisica do Laboratério de Doencas Parasitarias dos Animais Domésticos
da UFRPE

O LDP esté situado no Hospital Veterinario Escola da UFRPE e todos 0s seus setores
encontram-se proximo, permitindo assim a interacdo entre as diferentes areas da medicina
veterinaria.O LDP é constituido por diferentes instalacdes, sendo trés salas dos professores,
sala de Estudo e Reunides, banheiro masculino e banheiro feminino, copa, sala de
Diagnostico Soroldgico, dois Almoxarifados, sala de Diagnéstico Parasitolégico de
Hemoparasitos, sala de Biologia Molecular, sala de Microscopia Otica, sala de Microscopia
de Imunofluorescéncia, sala de Diagnostico Parasitoldgico de Endoparasitas, Ectoparasitos
elnsetario (Figura 3)
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Figura 3: planta baixa da estrutura do LDP/UFRPE. Fonte: Arquivo pessoal (2019).

2.1.2. Descricdo das Atividades Desenvolvidas

Durante o periodo foi possivel desenvolver as seguintes as atividades: atendimento
clinico de caesnaturalmente infectados com parasitos, sendo alguns de importancia em salde
publica, coleta de amostras bioldgicas para diagndstico de enfermidades parasitarias (Tabela
1), o acompanhamento e auxilio nas atividades de pesquisa aplicadas a doencgas parasitarias
também foram realizados, além da participacdo em aulas teoricas e praticas da disciplina
Doengas Parasitarias dos Animais Domésticos.

Tabela 1. NUmero de exames etécnicas empregadas na rotina do LDP/UFRPE no periodo do
ESO.

EXAME TECNICA AMgS'clj'?? AS
Pesquisa de hematozoarios Esfregaco Sanguineo 118
Pesquisa de microfilaria Knott modificado 13
Exames coproparasitoldgicos FLOTAC e Mini-FLOTAC 53
Identificacdo de endoparasitos Avaliacdo Morfolégica do verme adulto 03
Identificacdo de ectoparasitos Raspado de pele/Tricograma 28
Teste soroldgico para LVC Imunocromatografia 298
Pesquisa de Leishmania spp. Pesquisa direta* 141
TOTAL 654

*amostras de medula 6ssea, pele e linfonodos.
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2.1.2.1. Pesquisa de Hemoparasitos

Os hemoparasitos sdo agentes (protozoarios, bactérias e nematddeos), que,
obrigatoriamente, parasitam célulassanguineas de cdes e gatos (DURANTE, 2012),
promovendo complicagdes no hospedeiro, como anemia hemolitica, trombocitopenia,
insuficiéncia renal, podendo evoluir para 6bito.

As hemoparasitoses sao transmitidas biologicamente durante o repasto sanguineode
carrapatos, principalmente pelo Rhipicephalussanguineus, pelos géneros Amblyommae
anocentor, possuindo importancia no ciclo de algumas destas enfermidades (Torres et al.,
2004).

Os hemoparasitos encontrados na rotina clinica foram: Babesiasp., Erlichiasp.,
Anaplasmasp., Hepatozoonsp. eHaemobartonellasp.(BREDA et al., 2018; BURR,1982;
ALMOSNY & MASSARD, 2002; SALGADO, 2006).

A técnica para o diagndstico de hematozoarios mais utilizada no LDP é o estiraco
sanguineo. Sendo assim, durante o periodo de estdgio foram avaliados 104 estiraco
sanguineos provenientes da rotinaambulatorial do HVE da UFRPE. Do total de 104 animais
avaliados, umfoi amostra de bovino e equino foi avaliada, respectivamente, assim como duas
amostras de felinos. As outras 100 amostras de sangue eram pertencentes a cdes, sendo que 58
ndo possuiam raga definida (SRD) e 42 eram de raca definida: Poodle, Labrador, Pit Bull,
Rottweiler, BuldogueFrancés, Pinscher, Daschund e Pastor suico. Os caninos apresentavam
faixa etaria entre 1 ano a 14 anos de idade, e 48 eram machos e 52 fémeas.

As amostras de bovino, equino e felino avaliadas hemoparasitologicamente, foram
negativas. Nas amostras caninas, 75% (79/104) estavam negativas para Hematozoarios,
entretanto 25% (26/104) estavam positivas, sendo identificado: Anaplasma platys .(80%),
Hepatozoon sp. (16%) e Erlichia sp.(4%) (Grafico 01).
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Grafico0l. Hematozoarios diagnosticados no LDP da UFRPE, no periodo 01 de Julho a 01
de Novembro de 2019.

2.1.2.2. Pesquisa de microfilaria

A Dirofilaria immitis € um nematodeo filarideo de cdes e gatos. O verme adulto
localiza-se no lado direito do coragéo e vasos sanguineosadjacentes doscarnivoros, causando
lesdes cardiacas, pulmonares e renais (RAELINGS & CALVERT, 1992).

O diagnéstico da dirofilariose é baseado no encontro de microfilaria no sangue. As
técnicas de detecgdo de microfilaria utilizadas no LDP incluem gota espessa (KNIGHT, 1977)
ou Knott (Newton & Wright, 1956), sendo esta Gltima a mais utilizada no laboratorio.

No periodo de estagio foram encaminhadas, para LDP da UFRPE, amostras
sanguineas de 13 cées, seis machos e sete fémeas com faixa etéria entre 1 a 9 anos de idade.
Destes, seis eram SRD, e sete pertenciam as ragas Labrador, Pastor Aleméo, Boxer e Pitbull.

Dentre as 13 amostras analisadas, 75% (9/13) foram negativas, enquanto 25% (4/13)

foram positivas no teste de Knott para presenga de microfilaria no sangue (Figura 04).
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Figura 4. Visualizacdo de microfilaria em aumento de 40x. Fonte: Arquivo pessoal
(2019).

2.1.2.3. ldentificacio de endoparasitos

A técnica de identificagdo de endoparasita consiste na clarificagdo da amostra com
lacto fenol de Amann. Depois do processo de clarificagdo que tem como objetivo a redugdo
na camada de quitina dos parasitos, os exemplares eram depositados em placas de Petri e
encaminhado para visualizagdo no microscdpio dptico.Assim, no periodo do ESO foi avaliado
apenas uma amostra de endoparasito, oriundo de um gato do HVE. De acordo com as

Figura 5. Identificacdo de endoparasito, Toxocara cati.Fonte: Arquivo pessoal (2019).
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2.1.2.4. ldentificacio de ectoparasitos

Para a técnica de identificacdo de ectoparasita deve ser realizado o raspado profundo da
pele do animal, que deveestar contido para que seja realizado a escarificagdo da pele
utilizando uma lamina de bisturi até que a mesma sangre levemente. O material é colocado
em uma lamina de microscopia e corada em método de Romanowsky e encaminhada para
leitura em microscdpio optico.

No periodo do ESO foram analisadas 28 amostras com suspeita de ectoparasitos, dentre
eles quatro amostras de felinos, 21 amostras de caninos e duas amostras de periquitos
australianos. Das 28 amostras analisadas, 25% (7/28) foram positivas. Os ectoparasitas
encontrados foram: Demodex canis,Otodectes cynotis, ambos em cées e Knemidocoptes sp.

em periquito-australiano. (Figura 6) (Grafico 02).

> A =77 g c
Figura6. (a) Otodectes cynotis;(b) Demodex canis;(c) Knemidokptes sp.Fonte: Arquivo
pessoal (2019).

S

= Demodex canis = Otodectes cynotis = Knemidokoptes sp.

Grafico 02. Distribuigdo dos ectoparasitos encontrados na rotina laboratorial do LDP.

2.1.2.5. Exame coproparasitologico
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No periodo do ESO, foram analisados 56 amostras de fezes de diferentes espécies de
animais domésticos, exoticos e silvestres, sendo: 36 cdes (Canis familiaris), 04 gatos
(Feliscatus), 10 mercol (Rattusnorvegicus), 01 bovino (Bostaurus), 01 equino
(equuscaballus), 02 periquitos-australianos (Melopsittacusundulatu), 01 ovino (Ovis aires) e
01 caprino (Capra hircus) (Gréafico 03).

1,78% _1,78%

B Cies
= Mercol
= Gatos
= Periquito-australiano
E Bovino
= Equino
Ovino

Caprino

Grafico 03. Proporgdo das espécies animais avaliados coproparasitologicamente durante o
periodo de estagio no LDP da UFRPE/Recife-PE.

2.12.6. FLOTAC®

Atécnica de FLOTAC® é a principal técnica utilizada no LDP. A técnica consiste em
misturar 2g de fezes em 18 mL de 4gua, homogeneizar a amostra até diluir e depois tamisar
em peneira forrada com gaze. Deposita-se a solugdo em um tubo Falcon e centrifuga a 1500
rpm por 3 min. O sobrenadante é descartado e o que decantou € divido em valores iguais em
dois tubos Falcon, onde acrescenta-se 6 mL de solucdo hipersaturada de cloreto de sédio
(NaCl) em um e no outro mais 6 mL de solucdo hipersaturada de sulfato de zinco (ZnSOa).
Homogeneiza-se com o auxilio da pipeta de Pasteur e preenche a cdmara de FLOTAC® de
maneira inclinada, evitando a formacdo de bolhas. Posteriormente, realiza-se uma nova
centrifugacdo por 5 min. Apés esta etapa rotacional a chave e realiza-se a leitura no
microscopio(CRINGOLI et al., 2010).

Das 36 amostras de cdes, 44,4% (16/36) foram positivos, sendoos parasitos
gastrointestinais encontrados:Ancylostoma spp.22,2% (8/36) e Toxocara canis5,5%(2/36),

Cystoisospora spp. 16,6% (6/36) (Figura 07); em gatos foramdetectados Toxocara cati
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66,6%(4/6), Giardia spp. 33,3% (2/6); e empequenos ruminantes ovos da superfamilia
Trichostrongyloidea 100% (2/2) e oocistos de Eimeria spp. 100% (2/2). J& nas amostras de
psitacideos, foram detectados cistos de Giardia spp. 20% (1/5); e ovos de Parascaris
equorum100% (1/1)em fezes de um equino.

Figura 7. (A)oocisto de Cystoisospora spp.; (B) ovo de Ancylostoma spp. Fonte: Arquivo
Pessoal (2019).

2.12.7. MINI-FLOTAC

A técnica de Mini-FLOTAC® consiste na diluicdo de 2g de fezes em 18 mL de
solucéo saturada e homogeneizada, e tamisada com o auxilio de uma peneira. A camara de
Mini-FLOTAC ¢ vertida e entdo preenchida. Deixe repousar por 10 min, desloque e retire a
chave da cAmara. Em seguida, realize a leitura em microscépio oOptico.

eé’ {\* é .

I
N@D

——
Wait for 5 - 10
Take 1 Add 1 ml of Homogenize Add the ﬂotanon Homogenize Filter & fill min, translate
gram of Fomalin 5% solution to reach the two and‘ examine
faeces 20ml-1:10 flotation under the
sample dilution chambers microscope

Figura 8. Técnica de Mini — FLOTAC. Fonte: Cringoli et al. (2015).
Dentre os parasitos detectados por meio desta técnica, destacam-se em cdo ovos de
Ancylostoma spp. 66,6% (4/6), oocistos de Cystoisospora spp. 50% (3/6); e em caprinos e
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ovinos oocistos de Eimeria spp. 100% (2/2)e ovos da superfamiliaTrichostrongyloidea 100%
(212).
21.28. TESTE IMUNOCROMATOGRAFICO PARA PESQUISA DE
ANTICORPOSANTI-Leishmania

O exame soroldgico utilizado no LDPpara pesquisa de anticorpos ANTI-Leishmaniaé
0 kit TR DPP® Bio-Manguinhos. O DPP ¢ realizado através da amostra de sangue, soro ou
plasma no pogo indicado na placa do teste juntamente com duas gotas da solugdo tampéao
(MINISTERIO DA SAUDE, 2011), promovendo a ligagdo do antigeno com os anticorpos.
Apos 5 minutos, sdo adicionadasquatro gotas da solucéo tamp&o no segundo poco, ligando os
conjugados aos anticorpos, caso estejam presentes, corando a linha teste e posteriormente a

linha controle, validando assim o teste.

Dentre os 298 testes imunocromatografico realizados durante a rotina do estagio,
25,8% (77/298) foram positivos, enquanto 74,8% (221/298) foram negativos.

2.1.29. PESQUISA DE AMASTIGOTAS DE Leishmania spp.

A pesquisa de formas amastigotas deLeishmania spp. é realizada a partir amostras de
medula 6ssea, esternal ou iliaca, obtida através de puncgdo aspirativa, citologia de linfonodo,
submandibular, ou raspado de pele, lesionada ou integra. E confeccionada uma lamina através
de “squash”. Esta lamina ¢ secada naturalmente e em seguida fixada e corada pelo método de
Romanowsky e levada a leitura em microscépio Optico em busca de amastigotas de
Leishmania spp. (Figura 09).

Durante o periodo de 1 de Julho a 1 de Novembro, foram realizados 76 pungdes de
medula 6ssea esternal, 08 pungbes de medula 6ssea iliaca, 65 aspirado de linfonodo e 43
raspados de pele, totalizando 192 amostras. (Tabela 2)

Tabela 2. Tipos de amostras e nimero de pesquisas realizadas.

AMOSTRA N° DE COLETAS
Puncédo de medula dssea esternal 76 (39,58%)
Puncéo de linfonodo 65 (33,85%)
Raspado de pele 43 (22,40%)
Punc¢&o de medula iliaca 8 (4,17%)
Total 192 (100%)
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Figura 9. Visualizagdo de amastigotas de Leishmania spp. dentro de
macréfago. Fonte: Arquivo pessoal(2019).

2.1.3. CASUISTICA DA ROTINA AMBULATORIAL EM DOENGAS
PARASITARIAS

No periodo de estéagio, foram atendidos no LDP, 72 cdes com suspeita de leishmaniose

e 7 cdes com suspeita de dirofilariose (Gréfico 04).
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Gréfico 04. Distribuicdo do nimero de animais atendidos no Ambulatério de
Doencas Parasitarias, de acordo com a suspeita clinica.

Os cées com suspeita de Leishmaniose Visceral Canina (LVC) sdo submetidos a coleta
de sangue e puncdo de medula dssea. Contudo, quando o animal apresenta linfoadenomegalia
e lesOes cutaneas séo realizadas a punc¢éo de linfonodo, citologia esfoliativa da pele, e outro
testes quando necessério. Além da solicitacdo de hemograma e bioquimica sérica.

Dos 72 cdes com suspeita de leishmaniose, 24% (17/72) eram assintométicos. No
entanto, 76% (55/72) dos animais apresentavam altera¢des clinicas, sendo as principais
alteragbes identificadas: alteragBes dermatoldgicas (84%), linfoadenomegalia (87%),
onicogrifose (73%) e alteragdes oculares (64%).

Os resultados hematolégicos dos cdes positivos para Leishmania spp. demonstraram
alteracBes sanguineas em 76% (55/72) dos animais. Anemia normocitica normocromica,
anemia normocitica hipocrémica, trombocitopenia, hiperproteinemia foram identificados em
54% (30/55), 46% (25/55), 84% (46/55), 92% (50/55) dos pacientes, respectivamente.

AlteragBes nos padrdes bioquimicas foram identificadas em 33% (16/55), sendoniveis
elevados de ureia em 24% (4/16), niveis elevados de creatinina em 37% (6/16), e azotemia em
21% (3/16) dos animais.

Dos sete cdes com suspeita clinica de dirofilariose, 60% (4/7) foram positivos no
método de Knott. Destes, 100% (4/4) eram machos, e todos 0s animais apresentavam

histdrico de tosse, dificuldade respiratéria, fadiga e moravam perto do litoral.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Leishmaniose Visceral Canina
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A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma zoonose de carater crdnico, com
acometimento sistémico, causada pelo protozoario Leishmania infantum e comumente
transmitida pelo fleb6tomoLutzomyia longipalpis durante o repasto sanguineo, sendo o cédo
considerado o principal reservatorio do ciclo urbano da doenga. (GONTIJO, 2004)

A Leishmania infantum é um protozoario flagelado do género Leishmania(Ross,
1903), da familia Trypanosomatidae (DOFLEIN, 1901; WOODCOCK, 1906.) e da ordem
Kinetoplastida (HONIGBERG, 1963; VICKERMAN, 1976). A ordem Kinetoplastidasdo
caracterizadas por possuiremuma Gnica mitocondria, denominada cinetoplasto.

A Leishmania é um parasita digenéticocompletando o seu ciclo bioldgico em dois
hospedeiros, um mamifero vertebrado no qual desenvolve-se a forma intracelular e com
flagelo interno, chamada amastigota e um dipteroflebotomineo que aloja a forma flagelada
extracelular infectante, denominadapromastigota(SCHLEIN, 1993). As promastigotas
apresentam corpo alongado, medindo entre 14 e 10um e flagelo livre, enquanto as
amastigotas apresentam corpo ovoide, medindo entre 2,1 e 3,2um e flagelo interno (PESSOA
& MARTINS, 1982).

Atualmente, existem mais de 20 espécies do género Leishmania distribuidas
mundialmente, sendo reconhecidos dois grandes grupos de Leishmanias: o grupo que causa a
leishmaniose tegumentar (leishmaniose cutdnea e mucocutinea) e, 0 grupo que causa a
leishmaniose visceral. O grupo da leishmaniose tegumentar é composto por sete espécies,
entre as principais estdo a Leishmania amazonensis, Leishmania guyanensi e Leishmania
braziliensis. Enquanto que o grupo da leishmaniose visceral &€ composto pelas leishmanias
pertencentes ao complexo Leishmania donovani, que compreende a Leishmania donovani, a
Leishmania chagasi e a Leishmania infantum, sendo esta Ultima causadora da leishmaniose
visceral canina no Brasil (MICHALICK & GENARO, 2005).

A leishmaniose visceral é uma doenca vetorial e com ampla distribui¢do geografica.
Atualmente, a LV é endémica em mais de 88 paises, sendo Bangladesh, Brasil, China,
Eti6pia, India, Quénia, Nepal, Somélia, Sudio do Sul e Sud&o responsavel por 95% dos casos
(OMS, 2017). Estima-se que 50.000 a 90.000 novos casos de LV ocorram em todo o mundo a
cada ano, principalmente na Africa, Américas e algumas regides do Sudeste Asiético,
acometendo sobretudo pessoas com baixo nivel socioeconémico (OMS, 2017).

No Brasil, a LV esta presente em cerca de 21 estados brasileiros, em especial na regido
Nordeste. Durante o periodo de 2010 a 2014 foram registrados 17 mil casos novos casos de
LV, sendo que 70 % Dos casos ocorrem em Aracaju (Sergipe), Araguaina (Tocantins), Bauru
(S&o Paulo), Belo Horizonte (Minas Gerais), Campo Grande (Mato Grosso do Sul), Fortaleza
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(Ceara), Montes Claros (Minas Gerais), Sdo Luis (Maranhdo) e Teresina (Piaui). (OMS,
2017)

A leishmaniose visceral canina costuma preceder a leishmaniose visceral humana.
Além disso, devido ao grande numero de cées infectados, ao intenso parasitismo cutaneo e o
maior contato com humanos, o cdo é considerado principal fonte de infec¢do para os vetores
no ciclo urbano (REGUERA et al., 2016). No entanto, assim como o homem, € apenas um
hospedeiro acidental do parasito (SILVEIRA et al, 1997).

A LVC representa um grave problema de salde puablica. A leishmaniose visceral
canina apresenta cerca de 90% dos casos em cinco paises: india, Bangladesh, Nepal, Sudéo e
Brasil. Na América, 95% dos casos ocorrem no Brasil, atingindo as cinco regides brasileiras e
21 estados, sendo a regido nordeste responsavel por aproximadamente 50% dos casosdo pais
(OPS/OMS, 2016).

3.2 Ciclo bioldgico da Leishmania

AlLeishmania é uma parasito heterogenético, ou seja, 0 agente passa portransformacoes
no organismo do vetor (DANTAS TORRES, 2006), oflebotomineo, que apresenta a forma
promastigota no seu intestino e glandulassalivares, e um hospedeiro definitivo, que apresenta
a forma amastigota(KASPER et al., 2017).

O ciclo inicia-se com a inoculagdo de formas amastigotas metaciclica duranteo repasto
sanguineo da fémea do fleb6tomo infectado em um individuo sadio.Ao atingirem a circulagéo
sanguinea, as formas promastigota sdo fagocitadaspor células do Sistema Reticulo endotelial
(SRE), e diferenciam-se em formasamastigotas, multiplicando-se por divisdo binaria. Os
macrofagos, repletos deamastigotas, rompem-se ocasionando a liberacdo de novas
amastigotas queserdo fagocitadas por novos macréfagos (PALTRINIERI et al., 2010).

Ainfeccdo do flebotomineo ocorre quando a fémea faz o repasto sanguineo
nohospedeiro infectado ingerindo as amastigotas de Leishmania spp. existentesno interior dos
macréfagos. No interior do fleb6tomo, as amastigotas sereproduzem por divisdo binaria,
transformam-se em promastigota (BRASIL,2014), reiniciando assim o ciclo.
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Ciclo de vida da Leishmania
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Figura 10. Ciclo biolégico da Leishmania sp. Fonte: Vetsmart

No ciclo urbano, o céo é considerado o principal reservatério da enfermidade, e podem
desenvolver os sinais da doenga. Todavia, no Brasil, duas espécies canideos tem sido relatada
como reservatoriosdo ciclo silvestre: a raposa-do-campo (Lycalopex vetulus), cachorro-do-
mato (Cerdocyon thous) e nos gambas da espécie Didelphis albiventris. Além destes,
equideos e roedores também tém sido descritos como reservatoérios. Eventualmente, pesquisas
mostram evidéncias de que o gato pode se comportarcomo reservatorio da leishmaniose
visceral, uma vez que tem a capacidade de transmitir o protozoéario ao vetor (AFONSO et al.,
2017;BRASIL, 2006).

3.3 Patogenia e sinais clinicos da LVC

Apos a inoculagdo das formas promastigotas metaciclicas no hospedeirovertebrado,
ocorre inicialmente uma resposta inflamatéria local na pele dohospedeiro, onde ocorre a
fagocitose da Leishmania pelas células do SistemaReticulo endotelial, principalmente
macréfagos, dando origem a uma cadeia de eventos (REIS et al., 2006).

Durante a fase ativa da leishmaniose, o parasito se multiplica no interior dascélulas do
sistema Reticulo endotelial, estas atuam como célulasapresentadoras de antigeno, estimulando
a ativacdo dos linfocitos T CD4+ e CD8+(MACHADO, 2014).

A resposta do tipo Thl ou resposta celular & considerado uma resposta pro-
inflamatdria, onde ocorre a producéo de Interleucinas-2 e -12 (IL-2 e IL-12),Interferon gama
(IFN-vy) e Fator de Necrose Tumoral (TNF), que tem sidoassociada ao controle da infecéo por
ativacdo dos macrdfagos e destruicdoparasitaria através da imunidade celular mediada e
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citotoxicidade (AMEEN,2010). Enquanto que a resposta Th2 ou resposta humoral esta
associado a producdo de citocinas IL-4, IL-10 e TGF- B, que favorecem a multiplicagdodos
parasitos, inibindo a produgdo de dxido nitrico por macréfagos ativadospor IFN-y (GOMES-
SILVA et al. 2007), citocinas estas capazes de inibir adiferenciacdo dos linfocitos T para um
perfil Thl e sua consequente producdode IFN- y e TNF (BARATTA-MASINI et al., 2007).

Os cdes podem ser classificados com base na sintomatologia clinica em
duasapresentacdes distintas: sintomaticos e assintomaticos (MARTINS et al.,2015). Os
animais sintomaticos podem apresentas alteracdes clinicas distintas,geralmente progredindo
para a morte. Ja 0s animais assintomaticos ndoapresentam sintomatologia clinica, porem séo
capazes de transmitir o parasito,tornando dificil o estabelecimento de medidas de controle da
doenca (REIS etal., 2010; SEVA et al., 2016).

Dentre os sinais clinicos mais comum da LV podemos citar as
dermatopatias(dermatites  ulcerativa, nodular, papular e esfoliativa), alopecia,
onicogrifose,anorexia, linfoadenomegalia, alteracdes articulares e alteragbes oftalmicas,
taiscomo conjuntivite e uveite (MARTINS et al., 2015; NOLI;SARIDOMICHELAKIS, 2014;
SOLANO-GALLEGO et al., 2017;PALTRINIERI et al., 2016).

3.4 Diagnéstico da LVC

O diagndstico da LVC ainda apresenta dificuldades devido afalta de especificidade
dos sinais clinicos e presenca de animais assintomaticos. Sendo assim, torna-senecessario a
utilizagdo de diagnostico laboratorial, a exemplo examessoroldgicos (imunofluorescéncia
indireta - quantitativa, ELISA -quantitativo e testes rdpidos — qualitativos. Parasitol6gicos
(citologia, cultura,imuno-histoquimica) e moleculares (PCR convencional e RT-PCR).
(MIRO etal., 2017; MAIA e CAMPINO, 2012).
Segundo o Brasileish (2019), o diagnoéstico da leishmaniose visceral canina pode ser
realizado através do diagnostico soroldgicos, parasitolégico e molecular. (Tabela 3)
Tabela 3. Método diagndstico da leishmaniose visceral canina segundo Brasileish (2019)

METODO TECNICAS

Diagnoésico

e Citologia, histologia, cultura

32



A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) foi utilizado a partir da década de 60
(GENARO, 2000), apresentando sensibilidade que varia de 90 a 100% e especificidade
aproximadamente de 80% para amostras de soro. A principal limitagdo da técnica é a
ocorréncia de reagOes cruzadas, reduzindo a especificidade do teste. (GONTIJO; MELO,
2004).Em cées, o resultado considerado reagente é aquele em que o titulo é igual ou superior
ao ponto de corte que ¢ a diluigio de 1:60 (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

A técnica de ELISA (Enzyme-LinkedimmunosorbentAssay) consiste na reacdo de
anticorpos presentes nos soros com antigenos solUveis e purificados de Leishmania obtidos a
partir de cultura in vitro. O animal é considerado soropositivo quando apresenta valores da
densidade dtica igual ou superior a 3 desvio-padrdes do ponto de corte (Cut-Off).

Tévora etal. (2007), realizou um estudo de validagdo comparativo entre as técnicas de
ELISA e RIFI, tendo como valores de concordancia de 97,6%, classificada como forte.

O diagndstico parasitolégico é considerado o teste-ouro e se baseia na identificagdo do
parasito obtido através de material bioldgico de puncdo de medula 6ssea, linfonodo ou
escarificacdo de pele. A especificidade do método é de aproximadamente 100%, e a
sensibilidade depende do grau de parasitemia e tipo de material hiolégico, estando em torno
de 80%.

3.5  Tratamentoda LVC

No Brasil, o tratamento da LVC foi autorizado pelo MAPA (Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento), no ano de2016, a partir de uma norma técnica, junto com a
comercializagdo do Milteforan® (VIRBAC) para o tratamento da LVC (BRASIL,2016). Esta
droga interfere no metabolismo de &cidos graxos e esterdis da membrana plasmatica da
amastigotas, interrompendo as vias de sinalizacdo e induzindo a morte do parasito pelo
mecanismo de apoptose (RAKOTOMANGA et al., 2007; REGUERA et al., 2016; ULIANA
et al., 2016). Apesar do tratamento da LVC diminuir a carga parasitaria e provocar remissao
dos sinais clinicos, ainda ndo foi capaz de alcancar cura parasitolégica, sendo assim néo
recomendado pelo Ministério da Salde brasileiro, mantendo assim o ciclo de transmisséo
(BRASIL, 2016).

A vista disso, o tratamento da LVC tem como objetivo a remissdo dos sinaisclinicos e
reducdo da capacidade de transmissdo doa animais (CIARLINI et al.,2010; TRIGO et al.,
2010; TRAVI, et al., 2018), e tem sido baseado nautilizacdo de alopurinol, miltefosina,
marbofloxacino e imunomoduladores(SOLANO-GALEGO et al., 2009; NASCIMENTO,
2019).
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O alopurinol é um inibidor de sintese de purinas, inibindo a captagdo de purinas de
células de mamiferos, através do bloqueio da enzima HGPTdo parasita, exercendo efeito
inibitorio no crescimento do parasita (BERMAN, 1997; KAMAU et al., 2001; LLORENTE et
al., 2000). A dose recomendada é de 10 a 20 mg/kg, BID, VO (RIBEIRO; MICHALICK,
2001).

O alopurinol é muitas vezes utilizado associada a domperidona, sendo esse um
imunomodulador. A domperidona € um antagonista dos receptores dopamina D2 com acéao
pro-cinética gastrica e antiemética. O efeito antidopaminérgico estimula a liberagdo de
serotonina que, por consequéncia, induz a produgdo de prolactina, tendo estd uma funcdo
extra lactacdo, como também apresenta participacdo importante na resposta imunitaria celular
do tipo Thl, promovendo a liberagdo de IL-2, IL-12, IFN-y e TNF-0, assim como a ativagdo
de macréfagos (OLIVA et al,, 2010; NOLI & SARIDOMICHELAKIS, 2014). A dose
recomendada ¢ de 0,5mg/kg, SID, durante 4 semanas (GOMEZ-OCHOA et al., 2009;
REGUERA et al., 2016).

A marbofloxacino é um fluoquinolona sintética que apresenta atividade leishmanicida
direta e indiretamente pela producdo de TNF-a ¢ NO(NOLI & SARIDOMICHELAKIS,
2014). Segundo NASCIMENTO (2019), a associacdo de marbofloxacino e alopurinol
promoveu uma maior remissdo dos sinais clinicos, melhora dos perfis hematoldgicos e
bioguimicos e aumento do valor da albumina.

A miltefosina ¢ um fosfolipidiocom estrutura semelhante aos compostos
metabolizados pela Leishmania. A miltefosina atua através da inibicdo da sintese da
membrana celular do parasito e por interrup¢do das vias de sinalizagdo. A dose recomendada
é 2mg/kg, SID, VO durante 28 dias. Segundo FISCHER et al., 2001, o farmaco pode afetar o
sistema gastrintestinal, causando vomitos e diarreia, além de aumentar os niveis séricos de
ureia e creatinina. Estudos experimentais in vitro e in vivo mostraram a eficécia deste farmaco para o
tratamento de infecgGes por L. donovani (CROFT et al.,1996; LE FICHOUX et al.,1998).

3.6 Controle e prevengdo da LVC

De acordo com Programa Brasileiro de Controle da Leishmaniose Visceral, aestratégia
de controle desta enfermidade se baseia em trés medidas:identificagdo e tratamento de casos
humanos; controle de reservatdriosdomésticos; e controle vetorial (MINISTERIO DA
SAUDE, 2003).

Segundo RIBEIRO(2007), a restricdo do contato do vetor infectado com o céo é o
principio basico para a prevencdo da LVC.O uso de coleira impregnadas com deltrametrina

4% tem sido considerado uma alternativa no controle da LVC (SILVA et al, 2017), assim
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como o uso de inseticidas de aplicagdo tépica a base de permetrina(MOLINA et al., 2001;
REITHINGER et al., 2001; MOLINA et al., 2012). Os cuidados de limpeza do ambiente,
como retirada de matéria organica, aplicagdo de inseticidas ambientais a base de deltrametrina
e cipermetrina, podem auxiliar no controle do vetor, uso de plantas repelentes de insetos,
como a citronela. Outra medida adicional é a vacinagdo, indicada como forma d eprevengéo
para animais ndo reagentes. Contudo, 0 uso da vacina nao substitui 0o uso de inseticidas
topicos. (LEITE et al., 2018)

3.7.Vitamina D e sua rela¢do com a LV em cées

A vitamina D, calcitriol, € um hormonio esteroide e apresenta importante papel no
metabolismo 6sseo, principalmente na absorcdo de calcio (DREZNER, 2013). E constituida
por duas formas: a vitamina D2, também conhecida como ergocalciferol, obtida através de
fontes vegetais e a vitamina D3 ou colecalciferol, obtida a partir de exposicdo da pele a
radiacdo ultravioleta B presente na luz solar e pela ingestdo de alimentos de origem animal,
tais como peixe e suplementos orais (KENNEL, 2010).

Segundo HAZEWINKEL & TRYFONIDOU (2002), niveis de vitamina D menores
que 20-25 ng/ml sugerem deficiéncia de vitamina D em relacdo ao desenvolvimento 0sseo
adequado.

A vitamina D na progressdo da leishmaniose pode estar ligada ao seu papel
imunomoduladora. A vitamina D promove a inibicdo de IFN-y por mondcitos e macrofagos,
assim como a inibicéo de IL-12, IFN-y e 11-2 pelos linfécitos T (RUIZ-IRASTORZA, 2008).
A supressdo dessas citocinas promove uma reducdo da atividade leishmanicida dos
macréfagos, impulsionando uma resposta celular predominantemente humoral, induzindo o
aparecimento da sintomatologia da doenca.(CARNEIRO-DE-FREITAS et al., 2013; COSTA-
PEREIRA et al 2015;DUARTE et al., 2016).

3.7.1 Sintese cutanea e metabolismo da vitamina D

Nos mamiferos, a principal fonte de vitamina D é representada pela forma enddgena
produzida pelo tecido cutaneo quando o individuo é exposto a radiagdo ultravioleta. Uma
outra fonte alternativa é a dieta. No entanto, cées e gatos apresentam a sintese endégena
ineficiente, devido ao aumento da atividade da enzima 7-diidrocolesterol-redutase, que
converte 7-DHC em colesterol, dependendo, portanto, da ingestdo adequada de vitamina D
(MAIA & MAEDA & MARGCON, 2007).
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A vitamina D enddgena é produzida nas camadas profundas da pele (estratos espinhosos e
basais), através da conversdo do 7- deidrocolesterol (7-DHC) pela radiacdo ultravioleta
(GRANNER, 1998; KOCHULIPAI, 2008). Enquanto a vitamina D dietética é absorvida no
intestino delgado. A vitamina D ¢é, entdo transportada ao figado pelo sistema linfatico
(ISLABAO, 1987) ou via sanguinea (GRANNER, 1998). No figado, a vitamina D sofre
hidroxilagdo pela enzima hepatica calciferol-25-hidroxilase ou vitamina D3-25-hidroxilase,
sendo transformada em 25-hidroxivitamina D ou 25(0OH) D. A 25 (OH) D, acoplada a
Vitamin D Binding Protein (DBP), a proteina ligadora de vitamina D, é transportada para 0s
rins, onde ¢ hidroxilada pela enzima la-hidroxilase, transformando em la, 25-
diidroxivitamina D ou 1,25 (OH) D (Calcitriol), ou na sua forma inativa 24, 25-
diidroxicoleterol pela enzima 24, 25- hidroxilase (CASTRO, 2011).

3.7.2 Mecanismo de agéo da Vitamina D

A vitamina D apés entrar nas células-alvo liga-se ao receptor VDR (vitamin D
receptor), essa interagdo horménio-receptor provoca uma série de alteragdes e interagdes de
forma a regular a expresséo génica. Além disso, apresenta uma agdo ndo gendmica através das
vias de sinalizagéo celular que promovem o influxo de célcio, favorecendo a diferenciacéo
celular.(URRUTIA- PEREIRA & SOLE, 2015).

A principal funcdo da vitamina D é a regulagdo homeostatica 6ssea, juntamente com o
hormdnio paratireoideano (PTH). Isso se d& através da diferenciacdo dos enterdcitos e
absorgdo intestinal de célcio, que ocorre através da calbindina (proteina carreadora de célcio
intracelular), e do aumento da permeabilidade da membrana ao célcio (CASTRO, 2011).

No metabolismo 6sseo, o calcitriol interage com o VDR nos osteoblastos, promovendo
a expressdo do receptor ativador de ligagdo do fator nuclear Kb (NFkB)-RANKL, que por
interagdo com outras proteinas estimula a diferenciacdo e maturagdo de mondcitos em
osteoclastos, que dissolvem a matriz 6ssea e mobilizaram célcio e outros minerais para a
corrente  sanguinea. (LICHTENSTEIN et al., 2013; WIMALAWANSA, 2012;
URRUTIA- PEREIRA &SOLE, 2015).

A nivel renal, a vitamina D promove um aumento da reabsor¢do do calcio nos tubulos
renais através de uma acgdo direta sobre o canal epitelial de calcio (LICHTENSTEIN et al.,
2013; WIMALAWANSA, 2012; URRUTIA- PEREIRA & SOLE, 2015). Verifica-se
também uma diminuicdo da reabsorcdo tubular de fosfato, sendo consequéncia secundaria

provocada pela inibicdo da secrecdo da PTH ocorrida devido a presenca de hipercalcémica
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resultante da administragdo de vitamina D(LICHTENSTEIN et al., 2013; WIMALAWANSA,
2012; URRUTIA- PEREIRA & SOLE, 2015).

A importancia da vitamina D como hormdnio relacionado ja estd devidamente
elucidado. Contudo, estudos recentes tém demonstrado que a vitamina D desempenha papeis
importantes em outras funcdes bioldgicas, como proliferacéo e diferenciagéo celular, além de
imunomodulacdo (LICHTENSTEIN ET AL., 2013; WIMALAWANSA, 2012).0 VDR esta
presente na maioria das células imunolégicas como mondcitos, macréfagos, linfocitos T e B,
células dendriticas, células natural killer (NK) (NAGPAL; NA; RATHNACHALAM, 2005).
Além da diminuicdo da producéo de Interleucinas-2 (IL-2), interferon-y (INF- y) e do fator de
necrose tumoral (TNF). De acordo com esses achados recentes, a vitamina D pode estar
associada a doencas infecciosas como a leishmaniose (DINIZ et al., 2012;LOH et al.,
2012;GAL-MOSCOVICI & SPRAGUE, 2007)

Dentre as principais funcbes da vitamina D no sistema imunolégico podemos destacar
regulacdo da diferenciagdo e ativacdo de linfocitos CD4 (CANTORNA & MAHON, 2004;
SZODORAY et al., 2008;CUTOLO & OTSA, 2008), aumento do numero e fungdo dos
linfécitos T reguladores (Treg) (SZODORAY et al., 2008), diminuicdo da producdo das
citocinas interferon-y, IL-2 e TNF-q, a partir de células Thl e estimulo da funcéo celular Th2
helper (CANTORNA & MAHON, 2004; ARNSON et al., 2007; SZODORAY et al., 2008;
CUTOLO, 2009).

4. NIVEIS SERICOS DE VITAMINA D EM CAES NATURALMENTE
INFECTADOS POR Leishmania infantum(NICOLLE,1908)

4.1. INTRODUGAO

No Brasil, a Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma doenca cronica, com
acometimento sistémico, causada pelo protozoario Leishmania infantum e transmitida pelo
inseto vetor Lutzomyia longipalpis (NOVO, 2011).

Cées infectados com L. infantum podem apresentar diferentes quadros clinicos
variando de aparentemente normal até animais com sinais caracteristicos, que incluem
alteragBes dermatoldgicas, onicogrifose, linfoadenomegalia, emagrecimento progressivo,
hepatoesplenomegalia, letargia, oftalmopatias, entre outros (FEITOSA, 2000; SALZO, 2008;
BANETH et al., 2008).Por outro lado, apesar da associa¢ao de sinais clinicos relacionados a
alteragBes hematologicas e bioquimicas (TORRECICLA, 2015), e a resposta imune Thl pro-
inflamatdria ter sido demonstradas (FREITAS, 2010), pouco tem sido reportado sobre o papel

da vitamina D nas LVC.
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A vitamina D ou calcitriol ¢ um hormdnio esteroide que tem uma importante funcéo
na regulacdo dos niveis de célcio e fosforo, homeostase (CASTRO, 2011), além da sua funcédo
na imunomodulagdo da resposta pré-inflamatéria (MULLIN & DOBS, 2007; SELTING et al.,
2014; SHARP et al., 2015).

Nos altimos anos, com a demonstracdo da existéncia de receptores da vitamina D em
varias células, novas agdes da vitamina D foram descobertas, ampliando suas funcdes.

Neste sentido, evidencias sugerem a participacdo da vitamina D na resposta dos cées a
infeccdo por L infantum (RODRIGUEZ-CORTES, 2017).Tendo em vista importancia da
imunomodulacdo mediada pela vitamina D e a auséncia de estudos na LVC, o objetivo deste
trabalho foi avaliar os niveis séricos deste macroelemento em cdes naturalmente infectados

por L. infantum.

4.2 MATERIAL E METODOS

Foram selecionados 15 cées domiciliados, sintomaticos, de ambos os sexos, de ragas
variadas e idade entre um e 10 anos, com diagnostico positivo para leishmaniose, através da
biopsia de medula 6ssea e teste imunocromatografico (TR-DPP®), provenientes do Hospital
Veterinario da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), onde foi realizado o
exame clinico dos mesmos. A pesquisa foi aprovada pela Comissdo de ética no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) sob de nimero
23082.014015/208-25.

Ap6s o exame clinico dos animais, amostras de sangue foram coletadas por meio de
venopuncdo cefalica, jugular ou safena lateral, acondicionadas em microtubos plasticos sem
EDTA para obtencdo de soro e posterior avaliagdo da concentracdo sérica da vitamina D.

As amostras de soro foram testadas usando o método de quimiluminescéncia no
analisador imunodiagndstico UniCelDxI 800 (BeckmanCoulter) e o kit de ensaio Acess 25
(OH) Vitamin D total (BeckmanCoulter) para Sistemas de Imunoensaio Access 2 para obter
0s niveis séricos de 25-hidroxi vitamina D. Os valores de referéncia foram os descritos por
HAZEWINKEL & TRYFONIDOU (2002).Com base nos niveis séricos de 250HD, adotou-
se os termos: deficiéncia (valores inferiores a 25 ng/mL); insuficiéncia (niveis entre 25 e 100
ng/mL), valores normais (niveis superiores a 100 ng/mL).Todos os dados foram analisados
utilizando o software InStat (GraphPad Software, Inc., 2000), calculando-se frequéncia
absoluta (n/N) e relativa (%). O Teste de Qui-quadrado (X2) sera utilizado para verificar se ha

significancia das alteraces clinicas observadas nos animais.
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4.3. RESULTADOS

Dos animais avaliados 100% (15/15) apresentavam sinais clinicos sugestivos da
infeccdo por L. infantum, (Tabela 1). Dentre os caes positivos, 0s principais sinais clinicos
encontrados foram onicogrifose (100%), linfoadenomegalia (86,6%), alopecia (86,6%),
dermatite descamativa (86,6%), dermatite ulcerativa (46,6%), alteragdes articulares (20%),
dermatite pustular (13,3%)

Tabela 1. Principais sinais clinicos observados nos caes que participaram desse estudo.

Sinal clinico % (n/N)
Onicogrifose 100% 15/15
Linfoadenomegalia 86,6% 13/15
Alopecia 86,6% 13/15
Dermatite descamativa 80% 12/15
Conjuntivite 33,3% 5/15
Dermatite ulcerativa 46,6% 7/15
Dermatite pustular 13,3% 2/15
Paroniquia 13,3% 2/15
Uveite 13,3% 2/15
Epistaxe 6,6% 1/15

Com relagdo aos niveis séricos de Vitamina D, a média foi de 7,4 £ 1 ng/mL, sendo
que 100% dos pacientes tinham valores iguais ou inferiores a 25 ng/mL, incluindo trés

pacientes (20%) com valores menores a 3 ng/mL (Tabela 2).

Tabela2. Niveis séricos de 25 (OH) D nos cées naturalmente infectados por L. infantum.

ANIMAL NIVEIS SERICOS DE 25(0H) D
01 15,2 ng/mL
02 13,7 ng/mL
03 13,4 ng/mL
04 9,2 ng/mL
05 6,8 ng/mL
06 6,4 ng/mL
07 6,1 ng/mL
08 5,5 ng/mL
09 4,5 ng/mL
10 4,4 ng/mL
11 4,0 ng/mL
12 4,0 ng/mL
13 <3,0 ng/mL
14 <3,0 ng/mL
15 <3,0 ng/mL
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Média 7,4 ng/mL

4.4 DISCUSSAO

Os cdes infectados por Leishmania infantum podem apresentar um ou mais sinais
clinicos caracteristicos da LVC. As principais manifestagfes clinicam como a onicogrifose,
linfoadenomegalia e dermatopatias foram encontrados em outros estudos na mesma regido
(CIARAMELLA et al.,, 1997; FERRER, 1999; LIMA et al., 2004; BRITO et al., 2004;
LANGONI et al., 2005; LINHARES et al., 2005; KRAUSPENHAR et al., 2007).

A onicogrifose foi o principal sinal clinico observado entre os animais estudados,
sendo considerado um sinal patognoménico para LVC por CIARAMELLA et al. (1997).
BERTOLO (2017) mencionou que a onicogrifose pode ndo esta associada apenas a presenca
do parasito, como também pela presenca de infiltrado inflamat6rio, que pode estar
contribuindo com a onicogrifose através da liberacdo de mediadores inflamatérios no local. A
onicogrifose observada nos animais avaliados foram coerentes com os resultados obtidos por
FIGUEIREDO et al. (2014). Outro sinal clinico comumente observados nos animais
estudados foram dermatopatias, a exemplo da alopecia e as dermatites. Este achado se
assimila com os encontrados por MOREIRA et al. (2016), onde 70% dos animais avaliados
apresentavam dermatopatias associadas a LVC.

Neste estudo, mostramos que os niveis de vitamina D em cées naturalmente infectados
por Leishmania infantum foram mais baixos do que os valores de referéncia. Os baixos niveis
de vitamina D podem ser atribuidos a inimeros fatores, como por exemplo, alteracfes
hepaéticas, alteracdes renais e alteragbes gastrointestinais (VIDAL et al., 2009; TORRES et al.,
2013).

No figado, a hepatomegalia € uma manifestacdo clinica comum na LVC e é causada
pela intensa reacdo inflamatoria granulomatosa cronica apés a visceralizagdo da Leishmania
pelas vias linfaticas e sanguineas (TAFURI, 2011). Tais alteragbes podem provocar
insuficiéncia hepatica e consequentemente a reducdo da hidroxilagdo da vitamina D pela
enzima hepaética calciferol-25-hidroxilase.

Nos rins, as alteracfes renais na leishmaniose estdo associadas a presenca de proteina,
degeneracdo tubular multifocal leve, nefrite intersticial mononuclear em graus variados,
glomerulonefrite membranosa e periglomerular (COSTA et al., 2003). Devido a insuficiéncia
renal, hd uma diminuicdo da hidroxilagdo da 25-hidroxivitamina D pelas enzimas renais 1,a-
hidroxilase e 24,25-hidroxilase.

No trato gastrointestinal, a presenga de amastigotas de Leishmania estd associada a

uma reacdo inflamatéria (TOPLU E AYDOGAN, 2011; PINTO et al., 2011; FERRER et al.,
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1991; SILVA et al., 2002; ADAMAMA-MORAITOU et al., 2007. GONZALEZ et al. (1986)
descreveram as alteracOes patoldgicas ocorridas na propria ldmina intestinal e submucosa do
cblon, causadas pelo parasita associados a infiltracdo de macréfagos nas células inflamatérias.
Estas alteracbes podem levar a diminuicdo da absor¢do intestinal, podendo levar
consequentemente a uma baixa na absorcdo de vitamina D.

Além disso, a hipovitaminose D observada na leishmaniose visceral canina pode ser
devido a um excesso de consumo de vitamina D durante o processo inflamatério resultante de
uma rapida conversdo de 25 (OH) D na forma bioativa 1,25-dihidroxivitamina D por citocinas
inflamatdrias (AUTIER et al., 2014).

Estudos anteriores identificaram uma associa¢do entre a hipovitaminose D e a
presenca de doencas infecciosas e processos inflamatérios (AUTIER et al., 2014; SILVA &
SCHNEIDER, 2016). RODRIGUEZ-CORTEZ et al. (2017), relatou que animais sintomaticos
infectados com Leishmania infantum apresentaram niveis séricos de vitamina D menores do
gue 0s animais assintomaticos e do que os animais ndo infectados. Além disso, mostrou que
o0s baixos niveis de vitamina D estavam correlacionados com a alta carga parasitéria, e dessa
forma os animais poderiam desenvolver a forma sintomatica da doenca.

HELMING et al. (2005), demonstrou que a la, 25 (OH)2 D3 pode atuar como um
potente supressor da ativacdo de macréfagos induzido por interferon-y. Ultilizando
macréofagos, demonstrou a existéncia de um forte sinergismo da expressdéo do VDR na
ativacdo de IFN-y juntamente com presenga de 1a, 25 (OH)2 D3

Recentemente, pesquisas avaliando o papel da vitamina D na resisténcia a infecgdo por
Leishmania sp. em modelos murinos tem demonstrado resultados conflitantes.Para examinar a
relagdo entre a vitamina D e a Leishmania sp., estudos recentes investigaram se a deficiéncia
de vitamina D pode influenciar na suscetibilidade da leishmaniose.

WHITCOMB et al.(2011), avaliaram o papel da vitamina D na imunidade a infec¢do
experimental por leishmaniose em camundongos deficientes em receptores de vitamina D
(VDRKO). Foi observado que camundongos VDRKO reduziram o desenvolvimento de lesdes
induzidas por Leishmania em comparagdo com camundongos do grupo controle. Esse estudo
indica que a deficiéncia de vitamina D leva a um aumento da resisténcia a Leishmania, mas
apenas em um hospedeiro predisposto a respostas imunes do tipo Th1l.

BEZERRA et al. (2019), avaliaram a influéncia da vitamina D na dieta na infeccéo por
Leishmania (Leishmania) amazonensis em camundongos. Foi observado que camundongos
VDRKO mostraram um desenvolvimento de lesdo mais controlado em comparagdo aos
camundongos do grupo controle. Os resultados obtidos na pesquisa indicam que a diminuicéo

de vitamina D contribui com a susceptibilidade a leishmaniose cutdnea murina e que a
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populagdo de células Thl pode estar relacionada a resisténcia de camundongos VDRKO a
infeccdo por L. (L.) amazonensis.

EHRCHEN (2007), verificou que a deficiéncia de VDR contribui para o aumento da
resisténcia a infec¢do por Leishmania sp.. O resultado foi associado ao fato de a vitamina D
inibir a acdo leishmanicida dos macr6fagos ativado pelo IFN-y, devido & diminuigdo na
producao de Oxido Nitrico (NO).

RAMOS-MARTINEZ et al. (2015), relatou que camundongos BALB/c tratados com
vitamina D, do inicio da infeccdo até 12 semanas apds a infecgdo, reduziram
significativamente o tamanho das lesdes, sugerindo assim um papel terapéutico no tratamento

de infec¢des por Leishmania sp.

4.5 CONCLUSAO

Os resultados indicam que a vitamina D pode estar relacionada com a leishmaniose
visceral canina, pois todos os animais sintométicos apresentaram baixos niveis séricos de
vitamina D. Assim mais estudos sobre a influéncia da vitamina D na infeccdo por Leishmania
infantum s8o necessarios para compreender a participagdo desta na resposta imune da

leishmaniose em cées.

5. CONSIDERACOES FINAIS

O estagio supervisionado obrigatério foi fundamental para a nova fase que esta por vir
na minha vida, onde tive a oportunidade de conhecer uma instituicdo renomada, onde pude
conhecer novos profissionais e atuar em conjunto com eles.

Com a escolha do Laboratério de Doengas Parasitarias da UFRPE tive a chance de
aprofundar os meus conhecimentos adquiridos durante a graduacéo, podendo correlacionar os
aprendizados tedricos e praticos.

Além de aprender novos métodos de diagndsticos para varias doengas parasitarias, tive
também a possibilidade de desenvolver senso critico para cada situagdo. Por fim o estigio
supervisionado foi uma experiéncia muito relevante tanto na minha formacgdo profissional
quanto pessoal, tornando-me mais preparado para enfrentar o mercado de trabalho, que esta

cada vez mais exigente e competitivo.
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