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RESUMO

MATTIOLI, M.P. Caracterizacdo da fisiopatogenia da infeccdo por Platynosomum
amazonensis em primatas neotropicais da espécie Callithrix penicillata.
Characterization of Platynosomum amazonensis infection in neotropical primates,
Callithrix penicillata. 2012. 47 paginas. Monografia (Conclusdo do curso de Medicina

Veterinaria) — Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Brasilia,
Brasilia DF.

Para avaliar a fisiopatogenia do trematdédeo Platynosomum amazonensis na
espécie de primata brasileiro, Callithrix penicillata, mantidos em cativeiro no Centro
de Primatologia da Universidade de Brasilia foram utilizados os seguintes
parametros: alteragbes de coagulagdo sanguinea, aumento hepatico perceptivel a
palpacdo no exame clinico, alteracbes séricas das enzimas hepaticas AST e ALT,
leucograma, eritrograma e anormalidades hepaticas ultrassonograficas. Duas
coletas foram realizadas em duas épocas distintas do ano, os mesmo animais foram
submetidos aos procedimentos na primeira e na segunda coleta totalizando 20
individuos e 40 amostras de material para analise. As principais alteragdes
encontradas foram anemia macrocitica hipocrémica; eosinofilia; leucograma
indicando infecgédo localizada; coagulagdo ruim; aumento hepatico a palpacéo; e
quadro sugestivo de hepatite no exame ultrassonografico; estas alteragdes podem
ser consideradas como sugestivas de infeccdo pelo P. amazonensis em C.

penicillata.

Palavras chave: Sagui de tufos pretos, hemograma em Primatas, ultrassom
hepatico, hepatopatia por Trematoda



ABSTRACT

MATTIOLI, M.P. Characterization of Platynosomum amazonensis infection in
neotropical primates, Callithrix penicillata. Caracterizacdo da fisiopatogenia da
infeccdo por Platynosomum amazonensis em primatas neotropicais da espécie
Callithrix penicillata. 2012. 47 paginas. Monografia (Conclusao do curso de Medicina
Veterinaria) — Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de

Brasilia, Brasilia DF.

This study evaluated the pathogenesis of Platynosomum amazonensis in
Brazilian specie of primate, Callithrix penicillata, kept in captivity in the Primate
Center of Universidade de Brasilia. In order to do so the following parameter were
used, abnormal blood clotting, hepatomegaly perceptible on palpation, abnormalities
in serum liver enzymes AST and ALT, complete blood count and ultrasound
abnormalities of the liver . Two samples were collected in two distinct periods of the
year; the same animals were subjected to the procedures in the two sampling
periods , totaling 20 individuals and 40 samples of material for analysis. The
alterations found were macrocytic hypochromic anemia, eosinophilia; white blood
cells indicating localized infection; clotting bad, hepatomegaly perceptible on
palpation, and ultrasonographic lesions suggestive of hepatitis. These abnormalities

are suggestive of infection by P. amazonensis in C. pencillata.

Keywords: Black-tufted marmoset, complete blood count in primates, hepatic

ultrasound, trematode hepatopathy
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1 INTRODUCAO

Primatas sdo criados em cativeiro em basicamente trés situag¢des: animais de
estimacao, de exposi¢ao ou em criadouros como animais experimentais (RIBEIRO et
al., 2007). A ampla utilizagado de simios como modelos experimentais se deve a sua
proximidade genética com os humanos, que resulta em similaridades de varias
ordens. Estas semelhancgas se refletem na grande lista de zoonoses que estes dois
taxa compartilham, na estrutura esquelética e na maneira com que esta cresce e se
desenvolve, nas caracteristicas sanguineas, nos modelos dentarios, no controle
neural dos mecanismos de locomogao, e no processo de envelhecimento, entre
outros (VILENSKY, 1988; WILLIAMS & BOWDEN, 1984).

Para que primatas submetidos a experimentos possam ser utilizados com a
maxima eficacia e minimas alteracbes nos resultados finais dos estudos é
necessaria a manutencao da fisiologia normal de cada espécie, além de possuirem
caracteristicas genéticas e sanitarias avaliadas regularmente, visando assegurar
padrées pré-estabelecidos (MAJEROWICZ, 2005). Logo, animais com estado de
saude prejudicado por infecgdes, deficiéncias nutricionais, perda de peso, entre
outros problemas comumente vistos, além de nao fornecerem resultados confiaveis
para uma pesquisa, tem maiores possibilidades de 6bito. Cada animal que morre
gera uma perda cientifica e econémica, assim como a necessidade de obtencao de
um novo animal possuidor das caracteristicas genéticas e sanitarias necessarias
para substitui-lo. Sempre que um novo animal € inserido no biotério ou cativeiro o
risco de transmissao de doengas aumenta, mesmo com a realizagao da quarentena,

elevando entao, o risco de novas mortes.

O Centro de Primatologia da Universidade de Brasilia (CPUnB), mantém em
cativeiro trés espécies de primatas neotropicais: Callithrix penicillata, Saimiri ustus,
Cebus libidinosus. Nas imediagbes do Centro encontram-se também populagdes
silvestres de Callithrix penicillata e de Alouata caraya. Os animais da espécie
Callithrix penicillata vem sofrendo com infecgéo por trematédeos desde o segundo
semestre de 2006, quando foi registrada uma sequéncia de 6bitos nos animais desta
espécie e, apds a necropsia, em dois destes animais foi encontrado o trematédeo no
exame histopatoldgico do figado. Em janeiro de 2007 foi iniciado o acompanhamento

dos animais com exames de fezes mensais e necropsia dos animais que morreram.
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Nos exames de fezes foram detectados ovos de trematddeos, e na inspecido da
vesicula biliar dos animais que morreram, foi observado o parasito adulto. Segundo
dados fornecidos pela Coordenadora de calitriquideos do Centro de Primatologia,
Marilia Barros, relata que desde 2007 até julho de 2012 foram registradas 120
mortes de Callithrix penicillata, sendo que 27 destes animais apresentaram lesdes

hepaticas sugestivas de infecgao por trematdédeo a necropsia.

Ao fim do estudo, Melo (2008) identificou o género do trematdédeo como
Platynosomum sp.; posteriormente em 2012 a espécie foi identificada como
Platynosomum amazonensis pelo Dr. Gino Chaves da Rocha do Laboratério de
Parasitologia Veterinaria e Doencas Parasitarias (LPVDP), da Faculdade de
Agronomia e Veterinaria da Universidade de Brasilia (FAV/UnB) em parceria com o
Laboratério de Helmintos Parasitos de Vertebrados (LHPV), do I0C-Fiocruz/RJ
representados pela Dra. Delir Corréa Gomes Maués da Serra Freire e pelo Dr.
Marcelo Knoff. Esta espécie € do grupo dos trematédeos digenéticos, que possuem
como hospedeiro intermediario (HI) principalmente moluscos terrestres. Ha pouca
informacédo sobre a relagcdo parasito-hospedeiro quando se fala de trematddeos
infectando primatas, mas sabe-se que apds infectarem o hospedeiro definitivo (HD)
a maior parte dos parasitos sdo encontrados na vesicula biliar e ductos biliares,
alimentando-se de muco e bile. Infestagdes leves sdo pouco patogénicas, mas
infestagbes macigas resultam em espessamento pronunciado dos ductos biliares e
compressao traumatica dos tecidos adjacentes, podendo ser associado a

degeneragao gordurosa e vacuolizagao das células hepaticas (KUNTZ, 1972).

Definir a patogenia de determinada infecgdo ainda ndo completamente
esclarecida, como em nosso caso, € um desafio clinico onde é necessario
conhecimento das técnicas de coleta de material bioldgico, estudo da fisiopatogenia
comparada entre parasitos e hospedeiros e dominio das técnicas de analise
laboratorial do material bioldgico na espécie em questdo. Considerando estas
questdes, este estudo avaliou as alteragbes clinicas causadas pelo Platynosomum
amazonensis na espécie de primata brasileiro, Callithrix penicillata, através de
parametros clinicos, hematolégicos e bioquimicos, além de exames

ultrassonograficos do figado dos animais.

2 REVISAO DE LITERATURA
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2.1 PRIMATAS COMO MODELOS EXPERIMENTAIS

Primatas foram pouco utilizados como modelo experimental até o final do
século XIX. Apenas no século XX que os trabalhos de Landsteiner e Popper
indicaram a utilidade destes animais no apoio as pesquisas. Entretanto, estes
estudos nao foram suficientes para impulsionar o desenvolvimento da primatologia
naquela época (PISSINATI & ANDRADE, 2010). A valorizagdo deste mercado so
teve inicio com as descobertas e o aprimoramento das vacinas contra poliomielite
nas décadas de 1950 e 1960, quando houve consideravel crescimento cientifico e
uma consequente motivagdo na criagdo de primatas em cativeiro e seu uso nas
pesquisas (SALK et al., 1953).

No principio da primatologia, a falta de conhecimento sobre manejo e riscos
de contaminagdo com zoonoses causou perda do pessoal envolvido na criagao de
primatas. Essas perdas foram atribuidas, principalmente, a agentes virais letais,
como ocorrido com o herpesvirus B, virus Marburg (KISSLING et al., 1968; HULL,
1973; PALMER, 1987) e o virus da hepatite (HILLIS, 1961). A partir destes episddios
teve inicio a criacdo das normas rigidas de biosseguranga e biosseguridade, tanto
nos centros de primatologia quanto em qualquer outro estabelecimento que tivesse
contato com os primatas ou com o material biologico deles retirado (PISSINATI &
ANDRADE, 2010). Atualmente sabe-se que dentre os animais que transmitem
zoonoses, 0s primatas apresentam a maior lista de doencas infecciosas de risco
para os seres humanos (TUEBRA & DUNTHORN, 2012).

Este fato pode ser atribuido tanto a ampla distribuicdo geogréafica destes
animais, quanto a sua proximidade genética com os homens. Somado aos dois
fatores citados anteriormente, a propria proximidade fisica entre primatas e
humanos, provocada pela criacdo destes em cativeiro como modelos experimentais,
ja favorece um aumento na transmissibilidade de doencas entre os dois taxa. Nestes
casos ha maior possibilidade de contato entre fluidos corporais, fezes, saliva,
sangue e, como estes sao os principais meios de contaminagéao, o risco de infecgéo
€ alto em ambientes divididos por primatas e humanos (OIE, 2008; RIBEIRO et al.,
2007).
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A proximidade filogenética entre primatas ndao humanos (PNH) e o homem
pode ser evidenciada na sua suscetibilidade a patologias comuns e nas
caracteristicas anatdbmicas, comportamentais e bioquimicas. A anatomia do sistema
motor e esquelético, o sistema nervoso, o processo de envelhecimento e as
caracteristicas sanguineas sdo exemplos de fungdes fisioldgicas similares entre
estes dois taxa. (VILENSKY, 1988; WILLIAMS & BOWDEN, 1984). Outra evidéncia
do parentesco evolutivo entre PNH e homens é a similaridade da bioquimica cefalica
(LEWIS et al., 1986) e das estruturas neurais (CARMICHAEL & PRICE, 1994). Estas
caracteristicas tornam os simios um dos modelos experimentais mais adequados

para pesquisas biomédicas.

O género Macaca, formado por primatas do velho mundo, representa a maior
parte dos primatas utilizados em pesquisas biomédicas. As principais espécies
utilizadas, M. mulatta, M. fascicularis e M. nemestrina (GARDNER, 2008), tem
origem asiatica (NAPIER & NAPIER 1985), sdo onivoros e se adaptam bem em
cativeiro. Outros primatas ndo humanos da Africa, (Cercocebus atys, babuinos e
chimpanzés) também sdo utilizados em pesquisas (GARDNER, 2008). Dentre os
primatas do velho mundo a espécie M. mulatta € mais encontrados na literatura
quando tratamos de pesquisas biomédicas envolvendo PNH. Os macacos rhesus
participaram de pesquisas sobre Doenga de Parkinson (BORAUD et al., 1996),
testes de vacinas para AIDS (WHITNEY & RUPRECHT, 2004), entre outros.

Ha um crescente interesse na utilizacdo de primatas neotropicais como
modelos experimentais devido a sua capacidade de adaptacédo e a facilidade de
reproducao em cativeiro. Seu pequeno tamanho diminui as doses necessarias para
obtencao dos efeitos bioldgicos esperados em experimentos farmacoldgicos. Além
disso, o fato de que podem viver em familias dentro dos recintos, o facil manejo e
uma lista menor de zoonoses tornou esta familia de primatas uma das menos caras
de se manter em cativeiro (ABBOT, 2003; HUFF, 2003). Tais caracteristicas
influenciaram tanto no crescimento da utilizagdo destes géneros de primatas que
Abbot (2003) relata um aumento de publicagbes utilizando saguis como modelos
experimentais, entre os anos de 1990 e 2000 o numero de publicacdes foi 40 vezes
maior que as publicacdes feitas entre os anos de 1960 e 1970. Dentro deste grupo
0s animais mais utilizados para desenvolvimento de pesquisas sado Callithrix

jacchus, Saimiri sp., Aotus sp. e Callicebus cupreus (TARDIF et al., 2006).
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Calitriquideos vem sendo utilizados em estudos promissores como modelos
experimentais em varias areas de pesquisa biomédica, inclusive estudos
helmintolégicos. Warren & Simoes-jr (1966) desenvolveram uma pesquisa utilizando
calitriquideos para avaliar a resisténcia destes animais a infecgdo por Schistosoma
mansoni, Denham et al. (1989) os utilizaram para infec¢gdes experimentais por
Brugia pahangi e B. malayi, Melo (2011) utilizou C. penicillata como modelo
experimental para infeccdo por estrongiloidiase e Maetz-rensing et al. (2012)
estudaram a patologia da infecgdo experimental por poxvirus em C. jachus. A
utilizacdo de espécies de calitriquideos como modelos experimentais em pesquisas
biomédicas enfatiza a importancia de expandir nosso conhecimento sobre os
parasitas naturais desses animais, sabendo que existe a possibilidade de
interferéncia em experimentos nos quais saguis sado utilizados, uma vez que esses
platirrinos sdo comumente parasitados por diversas espécies de helmintos (ORIHEL,
1970; POTKAY, 1992; MELO, 2004).

O Centro de Primatologia da Universidade de Brasilia (CPUNnB), foco do
nosso estudo, sito a Fazenda Agua Limpa da Universidade de Brasilia(FAL), no
municipio de Vargem Bonita, acerca de 25 km do centro de Brasilia foi fundado em
1978 e seu plantel inicial era formado por C. penicillata e C. jacchus. Atualmente o
CPUNnB é um centro de pesquisa credenciado pelo Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) para fins cientificos com a
finalidade de manter e criar primatas neotropicais para o desenvolvimento de
pesquisas comportamentais e biomédicas. La sdo mantidos em cativeiro quatro
espécies de primatas neotropicais: C. penicillata, Saguinus midas, Saimiri ustus,
Cebus libidinosus e nas imediagbes do Centro encontram-se também populagdes
silvestres de C. penicillata e de Alouata caraya. O CPUnB tem carater
multidisciplinar com um equipe formada por profissionais das areas psicologia,
medicina, medicina veterinaria, biologia e farmacia. As pesquisas la desenvolvidas
envolvem enriquecimento ambiental, neuropsicofarmacologia do medo e ansiedade,
mecanismo de acdo de drogas psicoativas, farmacodependéncia, neurociéncias e
comportamento para o desenvolvimento de processos de aprendizagem e memoria

entre outras.



16

2.2 INFECCAO POR P. amazonensis NOS PRIMATAS DA ESPECIE C. penicillata
MANTIDOS NO CPUNB

Os animais da espécie C. penicillata, mantidos no CPUnB, vem sofrendo com
infeccao por trematddeos desde o segundo semestre de 2006, quando foi registrada
uma sequéncia de oObitos de animais desta espécie e, apds a necropsia, em dois
destes animais foi encontrado o trematédeo no exame histopatologico do figado. Em
janeiro de 2007 foi iniciado o acompanhamento dos calitriquideos do CPUnB com
exames de fezes realizados mensalmente e necropsia dos animais que morreram.
Nos exames de fezes foram detectados ovos de trematédeos, e na inspecao da
vesicula biliar a necropsia, foi observado o parasito adulto. Ao fim desse estudo o
parasito foi identificado como Platynosomum sp. (MELO, 2008). Os médicos
veterinarios responsaveis pelo CPUnB relatam que atualmente os animais da
espécie C. penicillata continuam sendo parasitados pelo trematédeo agora
identificado como Platynosomum amazonensis pelo Dr. Gino Chaves da Rocha do
LPVDP, da FAV/UnB LHPV, do I0C-Fiocruz/RJ representados pela Dra. Delir Corréa
Gomes Maués da Serra Freire e pelo Dr. Marcelo Knoff. Em dados fornecidos pela
Coordenadora de Saguis do Centro de Primatologia, Marilia Barros, observa-se que
o indice de 6bitos de animais parasitados ¢é alto e a frequéncia € maior no verao, tal
peculiaridade pode ser explicada pelo ciclo do trematdédeo que necessita de agua
para completar o seu ciclo biolégico de forma mais eficiente e rapida. Desde 2007 a
julho de 2012 foram registradas 120 mortes, 45 na estacado seca e 75 na estagao
chuvosa. Destes animais, 27 apresentaram lesdes hepaticas sugestivas de infecgao

por trematdédeo a necropsia.
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2.3 TREMATODEOS E SUA PATOGENIA
2.3.1 Aspectos gerais

A ordem Digenea compreende aproximadamente 18.000 espécies nominais,
esse elevado numero gera discussdes em torno da possibilidade deste ser o maior
grupo de parasitos metazoarios internos (CRIBB et al.,, 2001). Os trematdédeos
digenéticos parasitam a maior parte dos vertebrados como hospedeiro definitivo
(HD) e tem como primeiro hospedeiro intermediario (HI) gastrépodes e outros grupos
de moluscos e utilizam diferentes filos como segundo HI (OLSON et al.,2003). Todos
os trematddeos que parasitam caes, gatos, ruminantes equinos e suinos sao dessa
Ordem, por isso a sua maior importancia na Medicina Veterinaria (BOWMAN et al.,
2006).

A Classe Trematoda pertence ao Filo Platyhelminthes, composto também
pelas Classes Tubellaria e Cestoda. Os representantes deste Filo sdo achatados
dorsoventralmente, possuem o corpo tipicamente flexivel e sao hermafroditas
(BOWMAN et al., 2006). As espécies da Classe Trematoda possuem a forma tipica
de folha e sdo organismos exclusivamente parasitarios, podendo ser endo ou
ectoparasitas. Os espécimes adultos possuem sistema tegumentar ndo ciliado e o
corpo ndo segmentado € recoberto por cuticula. Podem possuir uma ou mais
ventosas conhecidas como ventosa oral, ventosa ventral (ou acetabulo) e ventosa
genital. Possuem sistema digestorio, geralmente, incompleto. S&o usualmente
hermafroditas e podem ter ciclo evolutivo direto ou indireto (NEVES et al., 1995).
Esta classe € dividida em trés Ordens Monogenea, Aspidogastrea e Digenea. As
duas primeiras tem ciclo evolutivo direto e sdo parasitas de animais aquaticos e

anfibios.

Os trematédeos digenéticos também apresentam diversas espécies que
ocorrem tanto em humanos como em animais, em diferentes paises do mundo,
devido a esse carater zoondtico estes vermes também sao de extrema importancia
na Medicina Humana. Os principais representantes da Ordem Digenea sao Fasciola
hepatica, Eurytrema sp. e Schistosoma sp. (FAUST, 1958). Quando atingem a
maturidade sexual estes parasitos tem como principal caracteristica externa a
presenga do acetdbulo (ou ventosa ventral) que deu a essa Classe 0 nome de

Trematoda (Trematos = “dotado de buracos”). O corpo é recoberto por uma cuticula
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de natureza acelular possivelmente de origem mesenquimal e pode se apresentar
de forma lisa, com espinhos, escamas ou cerdas. A camada muscular é fina e se
encontra abaixo da cuticula. Abaixo da camada muscular, preenchendo todo o
espaco interno, encontra-se o meséquima (ou parénquima). E no parénquima que

encontram-se os sistemas digestorio, reprodutor, excretor e nervoso (NEVES, 1995).

Os trematddeos da familia Dicrocoeliidae sdo os mais comuns reportados em
PNH. Estes parasitos tem fisiopatogenia semelhante a dos outros trematédeos de
vesicula biliar, como a Fasciola sp. e sua principal caracteristica parasitolégica é
habitar os tecidos hepaticos do hospedeiro definitivo quando jovens e os ductos
biliares quando adultos causando proliferacdo do epitélio biliar. Nas infec¢des
severas ha espessamento pronunciado dos ductos biliares e compressao traumatica
dos tecidos adjacentes, podendo estar associado a degeneragdo gordurosa e

vacuolizagao das células hepaticas (KUNTZ, 1972).

O ciclo biolégico da familia Dicrocoeliidae € semelhante ao da Fasciola
hepética (Figura 1) (THATCHER, 1993) podendo apresentar variagbes entre
espécies. A F. hepatica possui como HI moluscos terrestres. Os parasitos adultos
habitam os ductos biliares do HD onde depositam seus ovos. Esses ovos sao
transportados para a luz do intestino juntamente com o suco biliar. Apés alcangarem
o intestino eles sédo excretados nas fezes. No meio externo, quando o ovo entra em
contato com a agua, se formam, em seu interior, os miracidios. O miracidio estara
completamente desenvolvido e pronto para eclodir dentro de duas a quatro semanas
na época de verao. Apos a eclosdao o miracidio nada até encontrar uma espécie de
caracol adequada que sera seu HI. No HI o miracidio migra para trato digestério
onde forma o esporocisto. Dentro de cada esporocisto formam-se as rédias que
crescem até atingirem tamanho suficiente para romper a parede do esporocisto e se
deslocarem livremente pelos tecidos do caracol. As rédias originardo as cercarias
que se desenvolverdao em metacercarias por dois caminhos distintos. O primeiro
caminho acontece quando o caramujo néo € ingerido pelo HD: quando as cercarias
estdo completamente desenvolvidas dentro de um més, se o clima for quente, elas
saem do caramujo e alcangam a agua onde buscam manter-se sobre alguma
superficie o0 mais rapido possivel; € nessa superficie que elas irao se transformar em
metacercarias, forma infectante do trematédeo. O outro caminho para o

desenvolvimento das metacercarias acontece quando o caramujo € ingerido pelo
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HD, nesse caso as metacercarias irdo se formar no intestino delgado do HD e migrar
parénquima hepatico na fase jovem até alcangarem a vesicula biliar através dos
ductos biliares na fase adulta. (BOWMAN et al., 2006).

Cercaria livre
@ se encista em
plantas

Ezporocisto  Rédia A
Metacercana ingerida por

cercaria aquaticas e )
@ @ () humanos ou animais junto
! i N com plantas
‘E’I

L

S

F

Caramujo

Miracidio penetra i
no caramujo

ol ¥

Ovos embrionados Parasito adulto nos
liperados junto com ductos biliares
as fezes

Figura 1: Ciclo biologico da Fasciola hepatica.

Fonte: www.dpd.cdc.gov/DPDx/HTML/Fascioliasis.htm

2.3.2 Aspectos gerais e classificacao taxonémica do Platynosomum amazonensis

A espécie P. amazonensis (figura 2) foi descrita por Kingston e Cosgrove
(1967) através de pesquisas parasitolégicas em primatas do novo mundo,
provenientes da bacia amazbnica, utilizados em estudos laboratoriais. Foram
encontrados trematdédeos da Familia Dicrocoeliidae nos ductos biliares, intestino e
vesicula biliar de Callimico goeldii e Saguinus nigricollis. Os espécimes foram
atribuidos ao género Platynosomum e descritos, posteriormente, como P.

amazonensis e P. marmoset.

Apoés ser identificado o P. amazonensis foi relatado parasitando primatas da
espécie S. mystax (TANTALEAN et al., 1990), C. geoffroyi (MELO, 2004) e em C.


http://www.dpd.cdc.gov/DPDx/HTML/Fascioliasis.htm
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jacchus (PORTER, 1972; POTKAY, 1992) mantidos em cativeiro. Segundo Kingston

& Cosgrove (1967) o P. amazonensis possui corpo alongado e elipsoidal (Figura 3) e

seus ovos tem coloragdo marrom escuro, sao operculados, a casca € grossa e

contém o miracidio completamente desenvolvido.

Reino
Animalia
Filo
Platyhelminthe
Classe
Termatoda
Subclasse
Digenea
Ordem
Plagiorchiida
Familia
Dicrocoeliidae
Genero
Planmosomum (LOSS, 1907)
Especie

Platynosomum amazonensis

(KINGSTON & COSGROVE, 1967)

Figura 2: Esquema representando a classificagao taxonémica do Platynosomum

amazonensis.
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Figura 3: llustragao mostrando as caracteristicas morfoldgicas do Platynosomum
amazonensis. (Vo); eséfago (Es); faringe (Fa); ceco (Ce); poro genital (Pg); bolsa de cirro
(Bc); testiculos (T); ovario (Ov); glandulas de Mehlis (Gm); vitellaria (Vi); vitelodutos (Vd);

utero (Ut); poro excretor (Pe); bexiga excretora (Be).

wwyg

Figura 4: llustragdo mostrando as caracteristicas morfolégicas do Platynosomum
amazonensis. (Vo); eséfago (Es); faringe (Fa); ceco (Ce); poro genital (Pg); bolsa de cirro
(Bc); testiculos (T); ovario (Ov); glandulas de Mehlis (Gm); vitellaria (Vi); vitelodutos (Vd);

utero (Ut); poro excretor (Pe); bexiga excretora (Be).

Fonte: Kingston & Cosgrove (1967)

2.3.3 Patogenia da Fasciola sp. como modelo para P. amazonensis

A F. hepatica e a F. gigantica sao parasitos com distribuicdo mundial relatada
em seres humanos e diversas espécies de animais, principalmente ovinos, bovinos e
bufalos em diversos paises. Estas espécies sao os principais parasitos causadores
de doencgas hepaticas em animais que habitam regides temperadas e tropicais,
respectivamente (ROBINSON & DALTON, 2009). Em humanos a fasciolose é
reconhecida como uma importante doenca zoondtica emergente (KEISER &
UTZINGER, 2005).



22

A fisiopatogenia da Fasciola sp. pode ser comparada a dos outros
trematdédeos que parasitam figado e ductos biliares de seus diferentes hospedeiros
definitivos, pois sua principal caracteristica € a destruicdo do parénquima hepatico.
Como as fungdes deste 6rgdo sao semelhantes em humanos e animais espera-se
que ao ser lesionado as manifestagdes clinicas sejam semelhantes. A patogenia
deste parasito € descrita em diversos estudos em seus diferentes HD nos quais as
caracteristicas da infeccdo sado similares. Em humanos El-kholy et al. (2008)
desenvolveram um estudo onde foram avaliadas 30 pessoas infectadas por Fasciola
sp., sendo que 15 delas se encontravam em estagios crénicos da fasciolose e as
outras 15 se encontravam na fase aguda da infecgdo. Todos os individuos foram
submetidos aos seguintes exames laboratoriais, leucograma, eritrograma, exame
coproparasitolégico e estudo bioquimico com analise da fungao hepatica por meio
do nivel sérico das enzimas AST, ALT e GGT. Nos resultados os pacientes, tanto
na fase aguda quanto crénica, apresentaram anemia, leucograma caracteristico de
infeccdo com leucocitose e eosinofilia, niveis séricos de ALT, AST e GGT
aumentados nos pacientes na fase aguda e normais nos pacientes com quadro

cronico e identificagdo dos ovos do parasito ao exame coproparasitologico.

Kaya (2011) desenvolveu um estudo com humanos infectados por F. hepatica
e relatou como principais alteragdes hematolégicas anemia, leucocitose, aumento de
ALT e AST e eosinofilia nos individuos em que a infecgdo estava na fase aguda. Em
semelhante trabalho Fica et al. (2012) também observaram leucocitose e severa

eosinofilia em humanos com fasciolose aguda.

Marcos (2008) descreve as mesmas alteracdes laboratoriais descritas por El-
kholy (2008) em 10 pacientes com infeccdo por Fasciola sp. submetidos aos
mesmos exames. Descreve também as lesdes hepaticas causadas pelo parasito em
imagens tomograficas onde a presenca de cistos hepaticos (Figura 4A) em
pacientes com quadro agudo corresponde ao local onde a forma jovem do parasito
se alojou antes de migrar para a vesicula biliar. Na forma crénica o estudo mostrou a
associacao da fasciolose com a formacéo de focos de calcificacdo (Figura 4B) no

parénquima hepatico e quadro sugestivo de fibrose hepatica.
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Figura 5: Imagens hepaticas capturadas por tomografia computadorizada mostrando

alteragdes causadas pela Fasciola hepatica em humanos. (A) Setas indicando areas

hipodensas correspondentes a cistos hepaticos. (B) Focos de fibrose em tomografia
realizada apés 11 meses de tratamento.

Fonte: Marcos, 2008
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 LOCAL DA PESQUISA

O projeto foi desenvolvido no Centro de Primatologia da Universidade de
Brasilia onde os primatas ficam distribuidos em trés galpdes. O galpdo dos
calitriquideos fica situado em meio a vegetagéo local de cerrado e préximo a mata
de galeria. Na entrada encontra-se uma antessala com uma mesa de
procedimentos, armarios e pias, separada do restante do galpdo por um portao
gradeado, onde sao realizados procedimentos médicos de rotina. O galpdo é
dividido em dois corredores de recintos cada um com 12 viveiros separados por um
corredor de seguranga. Em cada viveiro vivem dois a trés individuos, normalmente
casais ou familias. As paredes que separam os viveiros sao de concreto (Figura 5A),
as portas dos recintos sao gradeadas e ficam voltadas para o corredor de seguranga
(Figura 5A), as outras areas dos viveiros sdo gradeadas. Cada viveiro possui um
bebedouro, poleiros e um ninho. Por serem gradeados, os viveiros permitem que 0s

saguis tenham contato com animais de vida livre (Figura 5B).

Figura 6: Fotos dos Recintos e viveiros onde s&do mantidos os saguis de tufo preto no
Centro de Primatologia da UnB.

Fonte: Melo (2008)

3.2 ANIMAIS ENVOLVIDOS NA PESQUISA

Durante o projeto foram submetido aos procedimentos um total de 24 animais.

Destes 24 animais 20, 10 machos e 10 fémeas, foram capturados e examinados
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tanto na primeira quanto na segunda coleta fornecendo 40 amostras de material
para analise. Os outros quatro animais participaram ou da primeira ou da segunda

coleta e por isso seus resultados nao entraram na analise de dados
3.3 PERIODO DE DESENVOLVIMENTO DO PROJETO

As coletas foram realizadas em duas épocas do ano. A primeira foi no més de

agosto de 2011 e a segunda coleta foi no més de fevereiro de 2012.
3.4 TRATAMENTOS REALIZADOS NOS ANIMAIS DURANTE O PROJETO

Os tratamentos realizados no periodo do projeto foram feitos pelo pessoal do
CPUNB de forma independente ao projeto. Na primeira fase do projeto foram feitos
dois tipos de tratamentos. O primeiro foi feito por trés dias consecutivos nos dias 11,
12 e 13 de julho com o vermifugo Nitoxozanida de nome comercial. O segundo
tratamento foi feito nos dias 01, 02 e 03 de agosto, e neste tratamento os animais
dos viveiros um ao 12 foram vermifugados com Praziquantel e os animais dos

viveiros 13 ao 24 foram vermifugados com Nitoxozanida.

Na segunda fase do projeto, realizada em fevereiro de 2012, o tratamento foi
dividido em trés etapas utilizando o vermifugo Ricobendazole. O primeiro tratamento
foi feito no dia 18 de janeiro, o segundo tratamento no dia 26 de janeiro e o terceiro
tratamento foi feito no dia 27 de marco, a ultima aplicagao so6 foi feita nos animais
que continuaram positivos para a parasitose nos exames realizados apds o segundo

tratamento.
3.5 COLETA DE AMOSTRAS BIOLOGICAS
3.5.1 Contencéo fisica e quimica

Todos os animais foram contidos, inicialmente, de forma manual com uso de
puca de contencao e auxilio de luvas de raspa de couro, em seguida foi realizada a
contencdo quimica com Cetamina 20mg/kg adicionada de 1mg/kg de xilazina
(FASANO, 2010; MONTEIRO et al., 2010), os animais sdo pesados mensalmente e
a dosagem foi calculada com o peso da ultima pesagem de rotina e apds a
anestesia, cada animal era pesado novamente para a coleta de sangue. Os animais
foram monitorados clinicamente durante o periodo trans-anestésico (afericbes de

frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria e temperatura a cada 5 minutos).
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3.5.2 Exame clinico

No exame clinico foi avaliado estado nutricional do animal; mucosa ocular,
oral, e peniana/vaginal; linfonodos; cavidade oral e saude dentaria; temperatura; e
peso. Além disso foi analisado o tempo de sangramento e feita a palpagao hepatica

para identificagdo dos animais com figado aumentado.
3.5.3 Coleta de sangue

O sangue foi coletado por pungao da veia femoral no complexo arteriovenoso
da regiao inguinal, com seringa de trés mL e agulha 25x6. A coleta nao ultrapassou
o limite maximo 1% do peso vivo do animal. Assumindo-se um peso médio adulto
nesta espécie como 300g, o limite maximo de coleta estabelecido foi de trés mL de

sangue.
3.5.4 Coleta de fezes

A coleta das fezes foi feita pelo pessoal do CPUnB em forma de “pool” por
viveiro, portanto quando o resultado era positivo todos os animais do viveiro eram
considerados positivos para a parasitose. No dia da coleta o chdo de cada recinto
era forrado com plastico limpo antes da alimentacdo, apds aproximadamente duas
horas as fezes eram recolhidas e armazenadas em novos sacos plasticos limpos,
identificados e mantidos em isopor com gelo ou na geladeira até chegarem ao

laboratorio onde eram analisados.
3.5.5 Exame ultrassonografico

O ultrassom hepatico foi realizado com aparelho de ultrassom Mylab Vet
acoplado a um transdutor de 12 Mhz e para o exame 0s 0 animais foram

posicionados em decubito dorsal.
3.6 ANALISE DO MATERIAL BIOLOGICO COLETADO
3.6.1 Analise sanguinea

Apés a colheita do sangue 1,5 ml era depositado em microtubo tipo eppendorf
heparinizado, para realizagdo da contagem de células brancas e vermelhas. O
restante do sangue era colocado no tubo de sangue para bioquimico, os tubos eram

acondicionados em isopor com gelo até chegarem ao laboratério de Patologia
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Clinica da UnB. O sangue para bioquimico era dessorado na centrifuga a 7.000 rpm
durante 15 minutos, o soro foi utilizado para a analise bioquimica do perfil hepatico,
foram aferidos os niveis séricos de ALT, AST, proteina total e albumina, os exames
foram realizados com kit comerciais Labtest® e o uso de um Espectrofotometro BIO

2000 semi-automatico.

Com o sangue com anticagulante foi realizado o leucograma e eritrograma
com contagem manual de células vermelhas e brancas obtidas em cémaras de
Neubauer, bem como o hematdcrito, obtido por centrifugacdo do sangue em
capilares. Destes valores foram calculados os seguintes indices: hemoglobina
corpuscular média (HCM); volume corpuscular médio (VCM); e concentragao de
hemoglobina corpuscular média (CHCM). O leucograma foi feito com esfregaco de
sangue e coloragdo pelo método pandtipo, apds esse procedimento era feita a

diferenciacao leucocitaria em 100 células.
3.6.2 Analise do tempo de sangramento e aumento hepatico através de palpacao

O tempo de sangramento foi analisado apdés a colheita do sangue. Foi
estabelecido um tempo maximo de trés minutos para que parasse o sangramento no
local da puncédo sanguinea, neste caso a coagulagdo primaria era considerada
normal e classificada como boa, qualquer tempo maior que este classificava a

coagulagdo como ruim.

Para a analise do figado a palpacéao foram fornecidos numeros de acordo com
a percepcao de aumento hepatico ou ndo. Figado nao palpavel recebia o valor zero
(normal); figado detectavel, mas n&o ultrapassando o limite das costelas era
classificado como um (levemente aumentado) e quando o figado era palpavel e

ultrapassava o limite das costelas era classificado como dois (aumentado).
3.6.3 Analise dos exames coproparasitoldgicos

Os exames coproparasitoldgicos foram feitos pelo método de Hoffmann, que
consiste em dissolver uma pequena quantidade (2 a 5 gramas) de fezes em agua,
essa suspensao é coada em uma taca de sedimentacao, onde fica por 2 a 24 horas.
E com este sedimento se faz uma lamina que é adicionada de lugol para leitura
(Chaves et al., 1979).
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3.6.4 Analise ultrassonografica

A anadlise das imagens ultrassonograficas da vesicula biliar e do figado foram
realizadas por Marlon Ferrari, Doutorando da Universidade Federal de Goias. Na
avaliacao hepatica os parametros analisados foram biometria, forma, contornos e
dimensbes do figado, ecoetextura e ecogenicidade do parénquima hepatico, vias
biliares intra-hepaticas, vasos hepaticos e portais. A vesicula biliar foi avaliada em

seus contornos, dimensodes, espessura da parede e conteudo interno.
3.6.5 Ranking de saude dos animais

Os animais foram classificados de acordo com seu estado de saude. Para
tanto foram avaliados os resultados do eritrograma, leucograma, das enzimas ALT e
AST e da proteina total plasmatica como indicadores de condicdo de saude em
comparagao com valores de referéncia encontrados na literatura. O valor individual
de cada parametro, para cada animal, foi classificado como aumentado ou diminuido
em relagdo aqueles valores de referéncia. O limite considerado para definir os
valores aumentados ou diminuidos foi a média mais ou menos um desvio padrao,
com base nas referéncias para cada parametro. Para cada parametro com o valor
alterado era atribuido um ponto negativo para o individuo, que recebia uma
pontuacéo final resultante da soma dos pontos de todos os parametros. A partir da
pontuacgdo final dos animais foi calculada a média e o desvio padrédo do somatério
dos pontos e 0s animais que apresentaram o numero de pontos negativos maiores
que o somatorio da média com um desvio padrdao foram classificados como em
estado grave de saude. O calculo de média, desvio padrao e a analise de saude dos
animais foram feitos separadamente para cada uma das duas coletas. A coagulagéo
ruim e o aumento hepatico a palpagdo também somavam um ponto negativo ao

ranking de saude.

Monteiro et al. ( 2010) foi a referéncia utilizada para analise dos parametros
de VG. Para analisar o numero de hemacias, concentragcdo de hemoglobina por
hemacia, VCM, CHCM, HCM, todos as células do leucograma, proteina total

plasmatica, albumina, AST e ALT a referéncia utilizada foi Yarbrouh et al. (1984).
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4 RESULTADOS
4.1  ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Vinte animais, 10 machos e 10 fémeas com peso médio de 321,9 gramas
variando de 245g a 410g foram capturados e examinados tanto na primeira quanto

na segunda coleta.
4.2 TOTAL DE AMOSTRAS ANALISADAS

Foram coletadas e analisadas laboratorialmente um total de 40 amostras
sanguineas, 40 imagens hepaticas ultrassonograficas, além de 29 coletas de fezes
por animal para exame coproparasitolégico. Todos os animais passaram por exame
clinico na primeira e na segunda coleta assim como pela avaliagdao de palpacao

hepatica e analise do tempo de sangramento.
4.3 LEUCOGRAMA E ERITROGRAMA

Na analise do eritrograma foi observado anemia em 61,1% e 55% dos
animais na primeira e na segunda coleta, respectivamente. Dos casos de anemia
44 4% (na primeira coleta) e 50% (na segunda coleta) apresentaram anemia
macrocitica hipocromica. As alteragbes observadas no leucograma estao

especificadas na tabela 1.
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Tabela 1: Alteracdes de leucdcitos, neutrofilos, linfocitos, mondcitos, eosindfilos,
basdfilos e bastonetes encontradas nos saguis de tufo preto.

Primeira coleta (%) Segunda coleta (%)
Leucopenia 44 .4 20
Leucocitose 11,1 30
Neutropenia 38,9 10
Neutrofilia 11,1 65
Linfopenia 50 50
Linfocitose 111 5
Monocitose 16,7 20
Eosinofilia 50 20
Basofilia 11,1 10
Desvio a esquerda 0 45

regenerativo

4.4 COAGULACAO SANGUINEA

Na primeira coleta 42,8% dos animais apresentaram aumento do tempo de

sangramento. Na segunda coleta este percentual diminuiu para 25%.
4.5 PERFIL BIOQUIMICO HEPATICO

As alteracbes encontradas nos niveis séricos de proteina total plasmatica,

albumina, AST e ALT estao descritas na tabela 2.

Tabela 2: Alteragbes séricas de ALT, AST, albumina e proteina total encontradas na
analise do perfil hepatico bioquimico dos animais.

Primeira coleta (%) Segunda coleta (%)
Hiproteinemia 16,7 41,2
Hipoalbuminemia 0 15
Aumento sérico de AST 20 5
Diminuicéo séricade AST 6,7 55
Aumento sérico de ALT 37,5 10

Diminuicéo séricade ALT 37,5 90
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4.6 EXAMES COPROPARASITOLOGICOS

Das 29 mostras de fezes analisadas para cada viveiro de animais que
participaram do projeto apenas um viveiro, com dois animais, obtiveram todos os
resultados negativos, os outros 18 animais tiveram pelo menos um resultado positivo

com a presencga de ovos do P. amazonensis.

4.7 IMAGENS ULTRASSONOGRAFICAS ASSOCIADAS AO AUMENTO
HEPATICO A PALPACAO

Ao exame de ultrassom a principal alteragdo encontrada foi um quadro
sugestivo de hepatite. As porcentagens de animais que apresentaram este quadro e
as principais alteragdes que indicaram hepatite estdo descritas nas tabelas 3 e 4. As
imagens ultrassonograficas consideradas normais (Figura 6) apresentaram volume
hepatico normal, parede da vesicula biliar hipercéica, parénquima hepatico com
ecotextura hipercoica homogenia ou hipoecdica homogenia. As imagens
ultrassonograficas sugestivas de hepatite tiverem como principais alteragdes
parénquima hepatico com aspecto granuloso (figura 7), cistos hepaticos (figura 8),
espessamento da parede da vesicula biliar (figura 8) e focos de fibrose distribuidos
pelo parénquima hepatico (figura 8). A palpacdo hepatica 27,8% dos animais

apresentaram aumento hepatico na primeira coleta e 55,5% na segunda.

Tabela 3: Porcentagem de animais que apresentaram quadro sugestivo de hepatite
no exame ultrassonografico.

Primeira Segunda
coleta (%) coleta (%)
Animais que apresentaram quadro sugestivo de hepatite no 45 30
exame ultrassonografico
Animais que nao apresentaram alterac6es no exame 55 70

ultrassonogréfico
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Tabela 4: Alteragbes hepaticas ultrassonograficas sugestivas de hepatite e a
porcentagem de saguis de tufo preto que as apresentaram.

Primeira Segunda

coleta (%) coleta (%)
Volume hepético aumentado sugerindo hepatomegalia 20 55
Estruturas hipoecoicas, hiperecoicas e anaecoicas formando 5 30
estruturas com aspecto de mosaico no parénquima hepéatico
Parénquima hepético com aspecto granuloso 40 85
Espessamento da parede da vesicula biliar 5 30
Estruturas anecoicas encapsuladas na regido perivesicular 0 15

sugerindo cistos parasitarios

Figura 7: Imagem ultrassonografica mostrando o Parénquima hepatico normal de C.
penicillata submetido a pesquisa.

Fonte: Marlon Ferrari
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Figura 8: Imagem ultrassonografica mostrando o Parénquima hepatico com aspecto
granuloso de C. penicillata submetido a da pesquisa.

Fonte: Marlon Ferrari

Figura 9: Imagem ultrassonografica de lesdes hepaticas causadas pelo P.
amazonensis em C. penicillata submetido a pesquisa. (CH) cistos hepaticos; (Fi)
focos de fibrose no parénquima hepatico; (PE) Vesicula biliar com parede
espessada; (GB) Vesicula biliar

Fonte: Marlon Ferrari
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4.8 RANKING DE SAUDE

ApoOs a analise do eritrograma, leucograma, das enzimas seéricas hepaticas,
da coagulagdo e do aumento hepatico a palpacéo e classificagdo dos animais de
acordo com o ranking de saude, quatro animais apresentaram pior condigdo de
saude na primeira coleta e cinco na segunda coleta. As principais alteracbes
encontradas nestes animais estdo descritas nas tabelas 5 e 6, respectivamente. A
frequéncia absoluta de animais e sua pontuagao dentro dos limites estabelecidos
para sua classificacdo dentro do ranking de saude nas duas coletas sdo detalhadas

nos graficos 1 e 2.

Grafico 1. Frequéncia Absoluta de animais dentro dos limites de pontuagdo do
ranking de saude na primeira coleta.
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Gréafico 2: Frequéncia Absoluta de animais dentro dos limites de pontuagcdo do
ranking de saude na primeira coleta.
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Tabela 5: Lesdes sugestivas de hepatite ao exame ultrassonografico e o numero de

individuos que as apresentaram na primeira coleta.

Parametros alterados Primeira
coleta
Anemia 4
Aumento do tempo de sangramento 2
Leucograma caracteristico de infeccéao 4
Leucopenia por linfopenia 3
Eosinofilia 4
Aumento sérico de ALT 2
Aumento sérico de AST 2

Tabela 6: Lesdes sugestivas de hepatite ao exame ultrassonografico e o numero de

individuos que as apresentaram na segunda coleta.

Parametros alterados Segunda
coleta
Anemia 4
Aumento do tempo de sangramento 3
Leucograma caracteristico de infecgéo 5
Leucocitose por neutrofilia 4
Eosinofilia 3]
Diminuicéo séricade ALT 4
Diminuicéo sérica de AST 4
Hipoproteinemia 4
Hipolbuminemia 4
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5 DISCUSSAO

A caracterizagao da fisiopatogenia da infecgdo por P. amazonensis é escassa
na literatura. Por ser um trematdédeo e ter mecanismos de infeccdo semelhantes ao
da Fasciola sp. assumi-se que a fisiopatogenia destes dois parasitos é semelhante
em seus diversos hospedeiros definitivos. Isto € embasado no fato de que sua
principal caracteristica € a destruicdo do parénquima hepatico; como este 6rgao
exerce as mesmas fungées em humanos e animais uma vez lesionado e com sua
capacidade prejudicada espera-se que as manifestagbes clinicas sejam
semelhantes.

A principal alteragdo encontrada no eritrograma dos animais infectados pelo
P. amazonensis, na primeira e na segunda coleta, nos animais classificados como
mais debilitados pelo ranking de saude e nos animais menos debilitados, foi a
anemia macrocitica hipocrémica. Este tipo de anemia é caracterizada pela aumento
VCM e diminuicao do CHCM e pode ser diretamente relacionada com lesao hepatica
(vide abaixo). Estes achados estdo de acordo com os encontrados em humanos por
Marcos (2008), El-kholy (2008), Farag et al. (1998) que relatou anemia em 50% dos
seus pacientes com fasciolose e Massoud et al. (2001) que descreveu anemia
hipocrémica em pacientes com fasciolose.

A anemia pode estar associada a trés fatores: (1) O parasito produz uma
substancia téxica (WEI, 1984) que afeta a hipdfise levando a uma redugdo na
sintese de horménios tireotroficos e adrenocorticotroficos com diminuicdo da
eritropoese (GRAFTS, 1957). (2) A sintese e excrecdo de prolina, nos moldes da
realizada pela Fasciola sp., causaria lise dos eritrocitos (SPENGLER, 1981). (3)
Hemorragias focais causadas no momento em que a metacercaria penetra na
parede do duodeno e pela migracédo das formas jovens do parasito pelo parénquima
hepatico (KILADZE, 2000). A hemorragia e a hemdlise por si s6 podem causar
anemia macrocitica hipocrémica devido a regeneragao celular com liberagdo de
células imaturas na circulagdo sanguinea. Células liberadas antes da maturagao
completa apresentam aumento de volume corpuscular e diminuigdo na concentragao
de hemoglobina (TVEDTEN, 2010).

A macrocitose ocorre quando se tem ou a presenga de células jovens na
circulacdo, ou a diminuicdo das divisdes celulares pelas quais a célula se tornar um

eritrocito maduro (TVEDTEN, 2010). No processo fisioldgico de formagao das
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hemacias diversos nutrientes sdo fundamentais para que o continuo processo de
eritropoese ocorra corretamente. Dentre estes nutrientes alguns estédo relacionados
ao figado, tais como a vitamina B12 (cianocobolamina) e o acido folico. Ambos
atuam no processo de maturagao dos eritrocitos sendo necessarios para a sintese
de DNA e RNA, respectivamente. A cianocobalamina & absorvida pelas células
intestinais através da acdo de calcio e do fator intrinseco liberado pelas células
parietais do estbmago. Apds absorvida esta vitamina alcanga a circulagao sanguinea
onde se liga a transcobalamina Il, uma proteina transportadora sintetizada pelo
figado responsavel por levar a cianocabalamina aos tecidos. O figado também
participa no metabolismo da vitamina B12 através da sintese da proteina
transcobalamina | que se liga a metilcobalamina (forma coenzimatica da vitamina
B12 nos tecidos) deixando a cianocobalamina na sua forma de armazenamento
(EWAN, 1996). Portanto, o quadro de lesbes hepaticas graves sugestivas de
hepatite ou fibrose do parénquima hepatico que os animais apresentam explica a
anemia macrocitica, uma fez que a ineficiéncia dos hepatodcitos interfere na
produgao da transcobalamina Il, sem a qual ndo ha transporte da Vitamina B12 para
os tecidos e consequentemente a maturacdo dos eritrécitos durante a eritropoese
que é prejudicada. Células imaturas, maiores ou com maior volume, séo liberadas

na circulagao sanguinea caracterizando a anemia macrocitica.

A hipocromia € provocada pela diminui¢do da concentragdo de hemoglobina
da hemacia (TVEDTEN, 2010). A hemoglobina € um complexo formado pela
proteina globina histona composta por quatro cadeias polipeptidicas (alfa, beta,
gama e delta), cada uma destas cadeias se liga a um grupo heme formado por um
composto metalico contendo um atomo de ferro (SWENSON, 1996). A sintese do
grupo heme depende do ferro e da proteina transferrina que o transporta no plasma
sanguineo. Esta proteina é produzida pelo figado que, juntamente com o bago e a
medula éssea, também é responsavel pelo armazenamento do ferro na forma de
ferritina (HAYS & SWENSON, 1996). A diminuicdo da sintese do grupo heme
provoca diminuigdo da concentragcao de hemoglobina no eritrécito (GUALANDRO,
2000). Logo, na leséo hepatica grave a ferritina ndo € sintetizada adequadamente,
tem-se diminuicdo da concentragcdo de hemoglobina do eritrocito e diminuicdo da
liberagéo de ferritina pelo figado levando a anemia hipocrémica. Outro fator que
pode estar associado a este tipo de anemia nos primatas do CPUnB ¢ o fato de que
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situacbes de estresse estimulam o hipotalamo, a adenohipdéfise e o cértex da
adrenal com consequente liberacdo de hormdnios adrenocorticais, estes, por sua
vez, diminuem a concentragdo plasmatica de ferro (HAYS & SWENSON, 1996).
Quando associamos a diminui¢cdo da sintese de transferrina e da reserva de ferro
hepatica ao fato de que primatas utilizados como modelos experimentais estado
expostos diariamente a fatores de estresse, e possivelmente possuem
concentragbes séricas de ferro menores que as concentragdes fisioldgicas, temos

um fator agravante na diminuigdo da sintese do grupo heme.

A hipoproteinemia presente em 41,2% dos animais na segunda coleta e o
aumento do tempo de sangramento se explicam pelo fato do figado ser a principal
fonte de proteinas plasmaticas ndo imunoldgicas e o local primario da sintese da
maior parte dos fatores de coagulacdo (Fatores I, I, IX, X, XlI, Xll, Xlll), do
plasminogénio e dos inibidores alfa1-antitripsina e alfa2-macroglobulina (GENTRY &
DOWNIE, 1996), portanto quando ha insuficiéncia hepatica com consequente déficit
na sintese de proteinas e dos fatores da cascata de coagulagdo ha um aumento
patologico no tempo da coagulagdo sanguinea.

As alteragdes mais expressivas encontradas no leucograma dos primatas da
pesquisa foram leucocitose por neutrofilia com desvio a esquerda regenerativo e
eosinofilia. O desvio a esquerda regenerativo é caracterizado pela manutencao da
distribuicdo piramidal dos neutréfilos, ou seja, o numero de bastonetes e outras
células jovens é inferior ao numero de neutréfilos maduros. A neutrofilia ocorre,
principalmente, em duas situagdes, (1) lesbes inflamatdrias e infecciosas, (2)
aumento da concentragdo plasmatica de catecolaminas e glicocorticoides (BIONDO,
2005). Em 25% dos animais avaliados na 22 coleta, a leucocitose e a neutrofilia eram
superiores a média em mais de duas vezes o desvio padrao de referéncia para a
espécie, o que sugere uma leucocitose por infeccdo. Sempre que se analisa um
leucograma indicando leucocitose (sobretudo se a espécie analisada for silvestre) é
importante lembrar que a liberagdo de catecolaminas no momento da coleta, ou
corticéides durante um processo de estresse cronico, até mesmo um processo de
doenga como o parasitismo apresentado por estes animais, podem provocar uma
leucocitose por neutrofilia (BIONDO, 2005). Para evitar interpretagcdes errbneas é
importante considerar trés fatores: a leucocitose provocada por glicocorticoides e

catecolaminas n&o superam um valor de duas vezes o desvio padrao da média de
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referéncia para a espécie; ndo ha eosinofilia no leucograma de estresse; e 0s
bastonetes estdo ausentes (BIONDO, 2005).

No presente estudo, a expressiva eosinofilia encontrada nos animais é
caracteristica da infecgao parasitaria, também descrita por Kaya et al. (2011) e Fica
et al. (2012) em animais parasitados por trematdédeos. Verona (2008) avaliou C.
jacchus de cativeiro e vida-livre do Rio de Janeiro com diversos parasitas e
hemoprasitas, e demonstrou que o parametro comum que menos varia nas diversas

infeccdes s&o os eosinofilos.

Em relagdo a quantificacdo sérica das enzimas ALT e AST, observou-se um
aumento do ALT na primeira coleta, achado este compativel com os estudos
desenvolvidos em humanos por Marcos (2008), El-Kholy (2008) que relataram
aumento sérico de ALT em pacientes com fasciolose aguda. ALT & uma enzima
presente no interior do hepatdcito, portando quando ha lise destas células a ALT
extravasa provocando aumento em sua concentragao sérica (Thrall, 2007). Os
dados da 2?2 coleta mostraram uma diminuigdo da ALT e AST, Lopes et al. (2007)
considera o fato de que estas alteragdes podem nao ter significado clinico. Porém o
observado neste trabalho foi uma diminuicdo de ALT e AST em 50% dos animais,
sugerindo perda parénquima hepatico devido a formacao de focos de fibrose nos
locais por onde a larva do parasito migra e nos locais dos cistos hepaticos. Estas

alteracdes podem evoluir para um quadro irreversivel de cirrose.

A hepatomegalia aparente a palpacao hepatica e no exame ultrassonografico
dos animais é decorrente da reacao inflamatéria local provocada pela migragao da
larva do parasito pelo parénquima hepatico até os ductos biliares, onde também
provoca inflamacdo. Esta reagao inflamatéria foi caracterizada por Sousa et al.
(2008) que descreveu a presenca de infiltrado portal e periportal linfocitico
inflamatorio em exame histopatolégico do parénquima hepatico de C. jacchus

parasitados por Platynosomum sp.

A ultrassonografia de um figado higido deve apresentar uma ecotextura
homogénea (MATSUOKA., 2011), logo a ecotextura hiperecoica heterogénea
observada nos animais deste estudo sugere lesdo hepatica. Na fase aguda de
doencas hepaticas inflamatérias € comum que os padrdes hepaticos

ultrassonograficos mantenham-se normais, sendo que as alteragdes nas
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caracteristicas teciduais do parénquima sao mais comuns na fase crbnica de tais
doengcas (MATSUOKA et al.,, 2011). Também foram observadas areas anecoicas
proximas da vesicula biliar. Estas alteragbes sao condizentes com as alteragbes
relatadas em estudo desenvolvido por Sousa et al. (2008) que descreveu fibrose
portal em cerca de 30% dos primatas da espécie C. jacchus parasitados por
Platynosomum sp., dilatacdo das vias biliares intra hepaticas e leve espessamento
fibroso da vesicula biliar. Neste mesmo estudo também foi observado infiltrado portal
e periportal linfocitico inflamatério em todos os animais, colangite ascendente com a
presenga de neutrofilos polimorfonucleares na regidao portal e no lumen de

interlébulos biliares, hepatopatia fibrosa cronica (padrao biliar) e cirrose.

Marcos et al. (2008) descreveu a presenga de cistos hepaticos (Figura 4A)
observados em imagens tomograficas no parénquima hepatico de humanos
parasitados por Fasciola sp. na fase aguda da infecgdo. Estes cistos correspondem
ao local onde a forma jovem do parasito se aloja antes de migrar paras os ductos
biliares. Também foram observados focos de calcificagao (Figura 4B) no parénquima
hepatico apds tratamento. Em uma andlise comparativa entre as alteragdes
descritas em humanos percebe-se que as mesmas alteragbes se repetem nos
primatas parasitados pelo P. amazonensis. Podemos ainda comparar os cistos e os
focos de fibrose presentes nas imagens ultrassonograficas (Figura 7 e 8) dos
primatas como sendo as mesmas alteragdes encontradas nas imagens tomograficas

da pesquisa realizada por Marcos (2008) em humanos (Figura 4).

Na analise do ranking de saude das quatro individuos foram classificados
como apresentando quadro grave de lesao hepatica na primeira coleta e cinco na
segunda coleta. Destes animais apenas um animal ficou entre os piores do ranking
nas duas coletas, duas fémeas em estado mais grave de saude na segunda coleta
estavam prenhes no periodo da primeira coleta. Temos entdo que trés animais
melhoraram da primeira para a segunda coleta, um animal que ja estava em estado
grave piorou, duas fémeas que estavam prenhes passaram a apresentar um quadro
sugestivo de lesdo hepatica grave na segunda coleta, e dois animais nao
classificados como debilitados na primeira coleta tiverem piora no quadro da leséo

hepatica na segunda.
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A platinossomiase causa sequelas organicas permanentes no parénquima
hepatico. Por ser um orgdo multifuncional, necessario em diversos processos
metabdlicos o funcionamento alterado do figado interfere ndo s6é na saude dos
animais como nas pesquisas neles desenvolvidas. Uma pesquisa que envolve um
farmaco metabolizado pelo figado, por exemplo, ndo tera os resultados que teria em
um animal saudavel, ressaltando a importancia de manter primatas utilizados em

pesquisa biomédica em estado higido.

A parasitose que estd acometendo os animais da espécie C. penicillata nao
vem sendo combatida com sucesso tendo em vista que ja dura sete anos. No ano
2012 houve oscilagao de porcentagens de animais com resultados negativos e
positivos ao exame coproparasitoldégicos, mostrando um processo de reinfecgéo.
Para que este ciclo de tratamento, melhora e reinfecgdo seja interrompido o ideal
seria a identificagdo do HI e sua eliminacdo do ambiente. Outra solugdo no caso da
nao identificacdo deste hospedeiro seria o isolamento dos animais impedindo o
contato destes com animais de vida livre, criando um ambiente onde o HI n&o

pudesse se estabelecer.



42

6 CONCLUSAO

A revisao dos resultados deste trabalho confirma a existéncia de uma doenca
clinica causada pela parasitose por P. amazonensis nos saguis de tufo preto do

CPUNB. A doenca é caracterizada por:

anemia macrocitica hipocrémica;

- leucocitose por neutrofilia com desvio a esquerda regenerativo;

- eosinofilia;

- aumento sérico de ALT sugerindo infecgao ativa;

- diminuigdo sérica de ALT, AST e hipoproteinemia, quando ha perda de
parénquima hepatico;

- hepatomegalia a palpagao;

- aumento do tempo de coagulagédo sanguinea; e

- quadro sugestivo de hepatite ao exame utrassonografico.

Estes exames sao, portanto, considerados de eleigdo para avaliar a patogenicidade

da infecgao pelo parasito em questao.
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