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RESUMO

Leishmanioses sdo doencgas de carater zoondtico com importancia em satde publica, que
tem como agente etiolégico protozoarios do género Leishmania. Apresenta ciclo
bioldgico heteroxénico, com vetores flebotomineos e dentre os hospedeiros destaca-se o
cdo como principal reservatorio, porém pode acometer mamiferos silvestres e o0 homem.
No Brasil ha descrigdo da ocorréncia da leishmaniose tegumentar e leishmaniose visceral.
A forma tegumentar apresenta alta casuistica em humanos na regido norte. O presente
trabalho avaliou 152 amostras hematologicas obtidas de caes dos municipios de Manaus
e Presidente Figueiredo/AM, regides endémicas para leishmaniose tegumentar. Foram
realizados eritrograma e o leucograma através de técnica manual tradicional e a contagem
diferencial de leucocitos foi realizada sob microscopia Optica, em objetiva de imersao
(100x). As amostras foram submetidas ao teste DPP, sendo 32 sororreagentes para
Leishmania. No entanto, o hemograma, os valores de eritrocitos, volume globular,
leucécitos, plaquetas e proteina plasmatica total ndo apresentaram diferenca estatistica
entre os animais reagentes e nao reagentes (p>0,05). Porém caes portadores de leishmania
podem permanecer assintomaticos nao apresentando alteragdes hematologicas
sugestivas. Contudo o DPP demonstrou-se uma util ferramenta para triagem de
leishmania, embora ndo apresente especificidade. J4& o hemograma neste estudo nao
apresentou alteragoes significativas, sugerindo que as infecgdes detectadas ao DPP podem
estar relacionadas a leishmaniose tegumentar. Sendo assim, sao necessarios novos estudos
para investigar as espécies de Leishmania envolvidas nas infec¢des em caes domésticos
nas regides amazonicas e a relacdo desses com os casos de leishmaniose tegumentar
humana.

Palavras-chave: Satde publica, leishmaniose, Amazonas.



ABSTRACT

Leishmaniasis are diseases of a zoonotic nature with importance in public health, which
has as a protozoan etiological agent of the genus Leishmania spp. It has a heteroxhenic
biological cycle, with a phlebotomine vector and among the hosts stands out the dog as
the main reservoir, but it can affect wild mammals and man. In Brazil there is a description
of the occurrence of tegumentary leishmaniosis and visceral leishmaniosis. The
tegumentary form presents high casuistics in humans in the northern region. The present
work evaluated 152 hematological samples obtained by peripheral venopuncture of dogs
serororreagents to the DPP in the municipalities of Manaus/AM and Presidente
Figueiredo/AM, endemic regions for tegumentary leishmaniosis.  Erythrogram and
leukogram were performed using a traditional manual technique and the differential
leukocyte count was performed under optical microscopy, in immersion lens (100x).
Of the 152 samples 32 were reagents for Leishmania spp. However, blood count,
erythrocytes values, globular volume, leukocytes, platelets and total plasma protein
showed no statistical difference between reactive and non-reactive animals (p>0.05).
However, dogs with leishmania spp. may remain asymptomatic not presenting suggestive
hematological alterations, since the most frequent clinical manifestation is
dermatological. It is concluded that PPD is useful tool for screening leishmania spp.
although it does not present specificity, false positives may occur. The hematological
carcaterization of the samples studied did not present diagnostic indication. Thus, further
studies are needed to investigate leishmania spp  species involved in infections in
domestic dogs in the Amazon regions and their relationship with cases of human
tegumentary leishmaniasis.

Keywords: Public health, leishmaniosis, Amazonas.
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1 INTRODUCAO

Leishmanioses sdo zoonoses de grande importancia em satde publica e envolvem
a participacdo de diferentes espécies de protozoarios do género Leishmania spp., de
flebotomineos que atuam como vetores da doenca, e de hospedeiros reservatérios, os
quais desempenham funcdo no ciclo de transmissdo zoonética e antropozoonotica
(DESJEUX, 2004). A taxonomia é varidvel entre os autores, ha diversas espécies
presentes na América e na Europa que infectam humanos e animais.

Envolve manifestacbes clinicas com apresentacdo cutdnea, mucocutanea
(leishmaniose tegumentar) e visceral (LV). As espécies do protozoario que causam a
forma visceral ndo sdo distinguidas, morfologicamente, pela microscopia convencional,
das espécies envolvidas nas formas cutdnea e mucocutanea. A forma amastigota é
obrigatoriamente intracelular, mantendo-se e multiplicando-se principalmente no interior
dos macréfagos e, em menor extensdo, nas células dendriticas (células de Langerhans)
dos hospedeiros vertebrados (LANGONI, 2016).

Em 2014, mais de 90% dos novos casos notificados a OMS ocorreram em 6
paises: Brasil, Etiopia, India, Somalia, Suddo e Suddo do Sul (WHO, 2015). A
leishmaniose tegumentar é relatada em cées no Brasil e outros paises da Ameérica do Sul
e a maior casuistica da doenca em humanos ocorre na regido norte do pais (GUERRA et
al., 2007). L. braziliensis é a espécie de Leishmania mais disseminada que causa
leishmaniose tegumentar na América do Sul. Os surtos de leishmaniose tegumentar
americana foram associados ao desmatamento de florestas e, embora ndo seja considerado
o principal reservatério da doenca, a importancia do cdo no ciclo da LT ainda nédo esta
elucidada (MADEIRA et al.,, 2003), uma vez que a presenca do ciclo silvestre da
Leishmania parece incapaz de explicar o aumento das notificacbes de novos casos de
leishmaniose tegumentar na regido amazonica, sugerindo a presenca do ciclo urbano
nessa area (MS,2017).

A leishmaniose visceral é a forma mais grave da doenca, podendo levar a o6bito.
Dentre os hospedeiros, o cdo é considerado a principal espécie envolvida no ciclo urbano
da transmissdo da leishmaniose visceral. Dessa forma, o diagndstico precoce de cées
acometidos pela leishmaniose auxilia a adogdo de medidas preventivas em regides
endémicas (MADEIRA et al., 2003).
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A leishmaniose canina geralmente apresenta-se como infeccéo subclinica devido
as manifestagdes estarem relacionadas com a carga parasitaria circulante no hospedeiro.
Essencialmente € uma doenca sistémica crénica, que pode acometer potencialmente
qualquer 6rgdo ou tecido e se manifesta por numerosos sinais clinicos tais como lesdes
cutaneas, linfoadenomegalia local ou generalizada, perda de peso, intolerdncia ao
exercicio, diminuicdo do apetite, letargia, hepatoesplenomegalia, lesGes oculares,
onicogrifose, entre outros (BANETH, SOLANO-GALLEGO, 2012).

O diagnostico € obtido através da constatacdo de apresentacdo clinica compativel
com a doenca associada a exames clinicopatoldgicos e ensaios diagnosticos especificos
como exames citolégicos e/ou histopatoldgicos, sorologia, cultura do microorganismo ou
deteccdo do DNA com métodos moleculares. As alteracdes hematoldgicas associadas a
infeccdo incluem anemia, leucopenia/leucocitose, trombocitopenia e aumento das
proteinas plasmaticas totais (BANHETH; SOLANO-GALLEGO, 2012; LANGONI,
2016).

O exame parasitoldgico apresenta boa especificidade (BRASIL, 2006; SINGH;
SIVAKUMAR, 2003; LIMA et al., 2014), no entanto o encontro de parasitos no material
examinado depende do nimero de campos observados, e sua identificacdo nao é dificil
quando os parasitos sdo numerosos. Contudo, em muitos casos, nos quais ha poucas
formas amastigotas, ou em amostras hemodiluidas, podem ocorrer resultados falsos
negativos (SINGH; SIVAKUMAR, 2003).

Embora a leishmaniose canina seja uma doenca bastante relatada, ha poucos
estudos referentes ao perfil hematologico de cées portadores da doenca, especialmente no
estado do Amazonas. O hemograma € um dos principais exames solicitado pelos clinicos
veterinarios e o conhecimento das alteracdes hematologicas causadas pela Leishmania
sSpp junto ao exame parasitologico podem auxiliar no diagnostico, haja a vista a
importancia da identificacdo dos doentes para a localizacdo dos principais focos de
infeccdo dentro do municipio para que sejam tomadas as medidas cabiveis de prevencao
dessa enfermidade que constitui um problema de satde pablica. Vale ressaltar que foram
realizados poucos inquéritos sorologicos que avaliaram a presenca de anticorpos anti-
Leishmania-spp (GUERRA et al.,2007; REIS et al., 2008) em cdes de zonas especificas
dentro dos municipios de Manaus e Presidente Figueiredo, de modo que os fatores de

risco para ocorréncia e a prevaléncia da infeccdo permanecem pouco esclarecidos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AGENTE ETIOLOGICO

Leishmanioses sdo patologias desenvolvidas a partir de infecgdo por protozoarios
pertencentes a Ordem Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae, Género Leishmania
(REY, 2008). Dentre as espécies merecem destaque a Leishmania (Leishmania) donovani
localizada nos continentes europeu, asiatico e africano, e a espécie L. (Leishmania)
infatum chagasi, encontrada no continente americano, por desencadearem a leishmaniose
visceral (KAYE,2011).

A doenca ocasionada por protozoarios do género Leishmania apresenta-se com
uma variedade de manifestagdes clinicas, tanto no animal quanto no homem, incluindo
afeccdes da forma visceral a lesfes cutaneas. O grau de comprometimento depende da
espécie parasita envolvida e do sistema imune do hospedeiro, imunossuprimidos estdo
mais suscetiveis. (CUPOLILLO et al., 2014).

No Brasil, 0 agente etiologico que representa a forma visceral é a Leishmania
infantum chagasi, espécie com caracteristicas moleculares e bioquimicas a L. infantum,
quando parasita 0 hospedeiro gera manifestacdes clinicas similares, podendo utilizar a
nomenclatura Leishmania Leishmania infantum chagasi (LUKES et al., 2007). As
espécies L. (Viannia) braziliensis, L. (Leishmania) amazonensis e L. (Viannia)
guyanensis sdo descritas como agentes que ocasionam a Leishmaniose tegumentar em
mamiferos domésticos e silvestres, acometendo inclusive o homem (CARVALHO et al,
2018).

Esses protozoarios sdo parasitos intracelulares obrigatorios do sistema
reticuloendotelial (SRE). Durante seu ciclo evolutivo estdo presentes moléculas
localizadas na superficie de sua membrana gque sdo responsaveis por determinar sua
viruléncia, infectividade, sobrevida e patogénese. Cita-se um complexo lipofosfoglicano
presente na membrana durante a forma flagelada e uma enzima (gp63) encontrada em
todas as formas evolutivas (AGUIAR, 2016).

Apresentam carater diegenético, sdo encontradas sob as formas promastigota e
paramastigota (flagelo externo), quando em fase livre em meio extracelular ou trato
digestivo de hospedeiros invertebrados; e na forma amastigota (flagelo interno), ao
parasitar células do sistema reticuloendotelial (SRE) dos hospedeiros vertebrados
(NEVES, 2016).
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A forma promastigota caracteriza-se por ser alongada, seu comprimento varia
entre 5 a 20 x 1 a 4um; ja a forma amastigota ¢ arredondada medindo entre 2 ¢ 4pum de
diametro (Figura 1). O formato celular é determinado pelo modo de organizagdo dos
flagelos, inseridos na membrana plasmatica, por todo corpo do parasita. Apresenta uma
bolsa flagelar, contendo nove pares de microtiibulos dispostos perifericamente em torno

de um par de microtubulos ao centro (VANNIER-SANTOS, 2002).

Figura 1. Formas promastigota e amastigota. Fonte: Fiocruz, 2017.

Para a identificacao da leishmania sdo analisadas caracteristicas genotipicas e
fenotipicas, constituindo-se das caracteristicas bioldgicas, imunologicas, bioquimicas e
moleculares, além do tipo de hospedeiro acometido e a distribuicdo geografica

(VERONESI et al, 2005).

2.2 VETOR

Os flebotomos do género Lutzomya apresentam relevancia na saide publica, pois
sdo descritos como os Unicos vetores naturais da Leishmania (COSTA, 2016). Suas
fémeas fazem hematofagia em anfibios, répteis, aves e mamiferos, incluindo os humanos,
sendo responsavel pela transmissdo do protozoario (NEVES, 2016). A espécie Lutzomyia
longipalpis (Figura 2) é descrita como principal vetor dos agentes da Leishmaniose
Visceral no Brasil, devido a sua capacidade vetorial e por estar presente em toda América.
Outros potenciais vetores sdo as espécies Lutzomyia migonei e Lutzomyia cruzi

incriminada como vetor no Mato Grosso do Sul (Brasil, 2014).
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Figura 2. Fémea de Lutzomyia longipalpis. Fonte: FREITAS, 2010.

Os vetores apresentam habitos crepusculares, podendo realizar repasto durante
toda a noite, sdo encontrados em troncos e copa arvores, tocas, frestas em rochas e lugares
com pouca oscilagdo de temperatura e umidade (NEVES, 2016). Embora apresente esses
habitos, a espécie conseguiu adaptar-se as alteragdes ambientais, habitando também
ambientes urbanos, incluindo o homem no ciclo de transmissdo da leishmaniose

(AMARO, 2017).

2.3 CICLO BIOLOGICO

O ciclo biologico da Leishmania spp € heteroxénico, necessita de um hospedeiro
intermediario (invertebrado) e um hospedeiro definitivo (vertebrado). As fémeas de L.
longipalpis sao responsaveis pela transmissao do protozodrio aos hospedeiros definitivos.
Sdo acometidos mamiferos silvestres ou domésticos, incluindo o homem e podem
permanecer como reservatorio do parasito (BARBOSA et al., 2011).

Ao realizar o repasto sanguineo em hospedeiro infectado, a fémea de L.
longipalpis, ingere a leishmania na forma amastigota, que no interior do seu aparelho
digestivo ird se diferenciar para a forma promastigota, que serdo posteriormente
regurgitadas e inoculadas no hospedeiro. Ao detectar a presenca do protozodrio, os
macrofagos fagocitam as formas promastigotas circulantes, porém sdo incapazes de
destrui-los, ocorrendo a diferenciagdo para a forma amastigota e estas realizam sucessivas

divisdes bindrias ocasionando a lise do macréfago (LANGONI, 2016).

15



A disseminacdo por via hematogena e linfatica da leishmania ocorre para tecidos
ricos em células do sistema mononuclear fagocitario, como os linfonodos, baco, figado e
a medula 6ssea (BATES, 2007). Dessa forma disponivel a continuidade do ciclo

biolégico, como representado na figura 3.

Sandfly Stages Human Stages
o Sendfly takes 4 blood meal Promastigotes are
lm_eds:mséﬁtfslam 'a phagoeytized by
e Divide in the gut and /-ﬂ- } ::sc:;t?:rh;ﬁ:
migrate to proboscis aof monanuclear
C phagocytic cells

\%gj

G
Amastigotes transform into
ﬂ promastigate stage in the gut

\ 9

Promastigotes transform|
into amastigotes.

; » Amastigotes multiply in cells
U W of varicus tissues and infect
R Nl other cells
9 Ingestion of
parasitized cell

Ssm:ll'ljl.Takes ; blood meal
lingests macrophages infected
with amastigotes)

A= Infective Stage
ﬁp Diagnostic Stage

Figura 3. Ciclo da Leishmania spp. Fonte: CDC, 2018.

2.4 EPIDEMIOLOGIA

A ocorréncia da leishmaniose esta relacionada com a auséncia de saneamento
basico, baixa renda e condi¢des de moradia insalubres. A maior incidéncia da doenga ¢
em paises de clima tropical e subtropical (MICHALSKY et al., 2007), acomete
principalmente criangas, idosos e imunossuprimidos (ALVARENGA et al., 2010).

No Brasil sdo encontrados trés padroes epidemiologicos da transmissdo da
leishmaniose: o silvestre, ¢ considerado o padrdo natural de transmissdo da doenga e
permeia o habitat natural de animais silvestres; o padrdo ocupacional e lazer, relacionado

ao ecoturismo e a explora¢do desordenada de florestas e matas; e o rural e periurbano em
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areas de desmatamento associadas ao €éxodo nos grandes centros incidindo em ocupagao
de encostas associados a matas secundarias ou residuais (BRASIL, 2014).

A leishmaniose tegumentar e a leishmaniose visceral fazem parte da lista de
doengas de notificacdo compulsoria no Sistema de Informagao de Agravos de Notificacao
(SINAN), de acordo com as normas da Secretaria de Vigilancia em Saude, do Ministério
da Satude (BRASIL, 2010).

No Brasil sdo registrados casos de Leishmanioses em todo territorio nacional,
sendo a ocorréncia da Leishmaniose visceral com maior notificacao nos estados da regidao
nordeste (BRASIL, 2014). Em relagdo a regido norte, foram registrados de 21.158 casos
por ano de leishmaniose tegumentar no periodo de 2003 a 2018, representando 7,7% dos

casos registrados no Brasil nesse periodo como mostra o quadro 1 (MS, 2019).

Quadro 1. Casos de Leishmaniose tegumentar notificados no periodo de 2003 até 2018.
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Fonte: SINAN/MS, 2018.

2.5 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR (LT)

A Leishmaniose tegumentar apresenta-se clinicamente sob a forma localizada,
cutanea disseminada, difusa e mucosa. A forma localizada, caracteriza-se por apresentar
lesOes ulcerativas com auséncia de sensibilidade, com bordas elevadas e endurecidas,
medindo entre 1 e 10 cm de didmetro, com tecido granulomatoso no centro da lesdo e
regides esbranquigadas e periféricas rosa. Essas lesdes podem permanecer por um periodo
maior do que 15 meses ou mesmo evoluir para cura espontanea (TORRES-GUERRERO

et al., 2017).
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A forma difusa apresenta lesdes com padrdo papulo-nodular, tumoral, verrucosas
e com evolugdo cronica progressiva, apresentando maior suscetibilidade em criancas

(CONITEC, 2016).

2.6 LEISHMANIOSE VISCERAL

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar, ¢ considerada a
forma mais fatal quando nao tratada (WHO, 2014). As espécies de Leishmania spp. que
apresentam tropismo pelo sistema fagocitico mononuclear do bago, figado, linfonodo e
medula dssea, sdo responsaveis pelo desenvolvimento da forma mais grave da doenga
(MARCOS et al, 2009).

Quando acomete o homem, este apresenta sinais clinicos de febre prolongada,
hepatoesplenomegalia e anemia, tornando-se mais severa em pacientes
imunocomprometidos. O cdo desenvolve a doenca de forma aguda ou cronica,
apresentando lesdes graves ulcerativas, associadas a anorexia, perda de peso, lesdes
oculares, atrofia muscular onicogrifose. Em casos graves os rins e bago ficam

comprometidos podendo levar o animal a 6bito (BRASIL, 2017).

2.7 DIAGNOSTICO

O diagnéstico das leishmanioses leva em consideragdo o diagndstico clinico
associado a exames laboratoriais tais como, testes parasitologicos, sorologicos e
moleculares (BRASIL, 2014).

A analise parasitoldgica ¢ realizada através da observacao das formas amastigotas
de Leishmania spp. em esfregacos obtidos da pun¢do aspirativa de linfonodos, do bago,
medula dssea, bidpsia hepatica e esfregagos sanguineos corados em Giemsa, Wright ou
Panotico (IKEDA-GARCIA et al., 2007). As analises histopatologicas alcancam maior
sensibilidade quando realizadas com amostras obtidas dos linfonodos popliteos
(MOREIRA et al.,, 2007). J& a puncdo esplénica ¢ o método que oferece maior
sensibilidade (95%) para demonstragcdo da forma amastigota do protozodrio (BRASIL,

2014).
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Os sinais clinicos da leishmaniose tegumentar sdo sugestivos ao diagnostico da
doenga, enquanto na LV ndo apresenta sinais patognomonicos. Na LV frequentemente
ocorrem linfoadenomegalia, hepatoesplenomegalia, compativeis com outras patologias
como a babesiose e erliquiose. (FREITAS et al., 2012).

As analises imuno-histoquimicas consistem em pesquisar a Leishmania spp. em
seccoes de tecidos utilizando soro hiperimune de cdo naturalmente infectado com L.
infantum (TAFURI et al., 2004). Para diagnostico molecular se utiliza a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), sendo obtida através de amostras de aspirados de medula, aspirados
de linfonodos, sangue e urina e biopsias de pele (SALES, 2019).

A sorologia ¢ preconizada nos programas de controle da LV no Brasil por ser um
teste mais acessivel e rdpido. O DPP® ¢ o teste padrdo para triagem dos animais por ser
mais barato e rapido que o teste ELISA, o qual requer maior tempo para realizacao,
utilizado para a confirmag¢do dos animais positivos ao DPP (BRASIL, 2014). O teste
imunocromatografico rapido de duplo percurso (DPP) baseia-se na reacdo anticorpo e
antigeno do parasito, utilizando uma proteina sintética recombinante como marcador
(SALES, 2019). O DPP ¢ um teste que apresenta alta sensibilidade (98%) e baixa
especificidade, de diagnostico rapido e de facil realizagdo e interpretacdo dos resultados.
Animais assintomaticos quando testados podem ser falso positivos para outras espécies

de Leishmania spp. (SALES, 2019).

2.8 TRATAMENTO

O Ministério da Saude e da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) no
ano de 2016 publicou a nota técnica n° 001/2016 com o registro do principio ativo
miltefosina, permitindo o tratamento com este farmaco (MAPA, 2016; CHAGAS,2017).

O tratamento objetiva a redugdo da carga parasitaria, restabelecer o sistema
imunolégico e melhora clinica do paciente (VIEIRA, 2014). Visando monitorar os
pacientes e adocdo de melhor protocolo terapéutico, o grupo LeishVet padronizou o
estadiamento clinico da doenca em um sistema de estagios, relacionados a manifestacdes
clinicas, alteragdes clinico patologicas e em alteragdes sorologicas, podendo ser
classificada, de acordo com os sinais clinicos e dados laboratoriais, em até cinco estagios,

sendo o estadgio I o mais brando e o estagio V o mais severo (DUARTE, 2019).
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Todavia o tratamento apenas reduz a carga parasitaria do hospedeiro,
permanecendo este como portador da leishmania, e embora possa haver redugdo na
transmissao do agente pelos flebotomineos, esta diretamente relacionada com a eficiéncia
do tratamento, que estd sujeita a resposta imune do hospedeiro, a farmacocinética e a

sensibilidade de cada isolado de leishmania ou mesmo a resisténcia aos farmacos

(FERREIRA, 2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o perfil hematoldgico de caes naturalmente infectados com Leishmania no

Municipios de Manaus e Presidente Figueiredo/AM.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Quantificar os animais positivos nas 4 grandes zonas de Manaus € nas zonas urbana e

rural de Presidente Figueiredo;

Identificar se ha alteragdes hematoldgicas nos cées positivos e caracteriza-las;
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4 METODOLOGIA

4.1.1 AREA DE ESTUDO

Manaus, capital do estado do Amazonas, € um importante centro econdmico e
corporativo da regido Norte do Brasil. Com area de 11.458,50 km2, localizado na sub-
regido dos Rios Negro e Solimdes é limitada ao norte pelos municipios de Presidente
Figueiredo, Careiro da Vérzea, Iranduba e Novo Airdo e, ao sul pelos municipios de Rio
Preto da Eva, e Itacoatiara a leste. Possui uma populacdo de 2,1 milhdes de habitantes
(IBGE, 2017), o que representa 52% da populacdo do estado. A area urbana € composta
por 4 zonas e 63 bairros.

O clima é tropical, quente e imido, com temperatura média anual entre 23,4 e
31,9°C. A variacdo sazonal limita-se a duas estagdes: inverno (chuvas) e verdo
(estiagem). A umidade relativa do ar giraem torno de 80% e a media anual de precipitacdo
é de 2.301,2 mm. Embora o periodo chuvoso ocorra durante todo do ano, o volume de
chuva é mais abundante entre os meses de janeiro a abril, e o periodo de cheia do rio
Negro na altura de Manaus ocorre entre o periodo de maio a agosto, sendo mais frequente
em junho e julho (INMET, 2018).

O municipio de Presidente Figueiredo, Estado do Amazonas (Figura 4) apresenta
clima tropical chuvoso, onde a temperatura média € superior 18°C, mantendo uma estagao
seca de pequena duragdo com oscilagdes de temperatura média de até 5°C (KOPPEN,

1948), predominando a média de 26°C e umidade relativa superior a 80%.

Nova Olinda do Norte

g

Figura 4 - Mapa esquematico da area da Amazonia Central. Amazonas, Brasil.

Fonte: INMET, 2018
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4.1.2 AMOSTRAS

As amostras biologicas foram colhidas de cdes domiciliados no Municipio de
Manaus/AM e do Municipio de Presidente Figueiredo/AM nas zonas urbanas e rurais. O
recrutamento destes caes ocorreu em parceria a Clinica Escola do IFAM, a Clinica Escola
da ESBAM, o Centro de Controle de Zoonoses de Manaus ¢ a Prefeitura de Presidente
Figueiredo. Foram avaliados 152 caes provenientes de Manaus e Presidente Figueiredo.
Os tutores foram informados sobre os objetivos da pesquisa e solicitados a assinar um
termo de consentimento livre e esclarecido.

Cada animal teve sua ficha clinica preenchida com dados do animal, anamnese,
historico pregresso, locais de eleigdo para a colheita sanguinea e puncao aspirativa de
linfonodo. Foram realizadas coletas de amostras tanto no periodo seco, de junho até

novembro de 2018, quanto no periodo chuvoso, dezembro de 2018 até maio de 2019.

-

Figura 5. Lesdo em borda de orelha canina. Fonte: VIEIRA, 2019.
4.1.3 HEMOGRAMA

Obteve-se as amostras de sangue de cada animal por meio de venopungdo de
cefilica, safena ou jugular, coletadas em tubos com anticoagulante (EDTA) e mantidas
sob refrigeracdo até transporte ao laboratorio da faculdade ESBAM, onde procederam as
analises. A partir das amostras obtidas realizou-se também esfregaco sanguineo, fixado e

corado por pandtico rapido para contagem diferencial de leucdcitos.
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O eritrograma e o leucograma foram realizados por técnica manual tradicional
utilizando para a contagem camara de Neubauer (KEER, 2003) A contagem diferencial

de leucocitos foi realizada sob microscopia Optica, em objetiva de imersao (100x).

4.1.4 ANALISE ESTATISTICA

A analise do perfil hematoldgico caracterizando caes infectados se deu através da
comparacdo dos resultados de hematocrito e contagem de eritrdcitos, plaquetas e
leucécitos, bem como proteina plasmatica total (PPT) entre o grupo de animais
sororreagentes € negativos.

O teste de Kolmogorov Sminov foi utilizado para avaliar a normalidade da
amostra e o teste de Kruskal-Wallis para comparar médias entre grupos (p<0,05). Os

parametros raga, idade, sexo serdo avaliados pela estatistica descritiva.
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5 RESULTADOS

Dos 152 caes, destes 50 de Manaus; 102 de Presidente Figueiredo. As amostras
foram submetidas ao teste DPP®, em que 32 apresentaram-se sororreagentes. Dos
animais reagentes, 68% eram de Presidente Figueiredo e 32% de Manaus. As zonas leste
e centro-sul de Manaus apresentaram maior percentual de animais reagentes, 38% e 25%
respectivamente. Em Presidente Figueiredo observou-se maior soroprevaléncia na
Comunidade Tracod com 33%, seguido da zona urbana (27%) e Comunidade Jardim
Floresta (24%).

Para a caracterizagdo hematoldgica amostras foram divididas em dois grupos,
animais sororreagentes € animais soronegativos, os valores de eritrocitos, volume
globular, leucdcitos, plaquetas e proteina plasmatica total ndo apresentaram diferenca
estatistica entre os animais reagentes e negativos (p>0,05) (Tabelas 1 e 2). Sabe-se que as
alteracdes hematoldgicas associadas a infecgdo incluem anemia, leucopenia/leucocitose,
trombocitopenia e hiperproteinemia, trata-se de alteracdes sugestivas e frequentemente
associadas a LV, a qual pode causar doenca sistémica grave. Os sinais clinicos associados
aos achados laboratoriais auxiliam no estadiamento da doenca e prognostico. Além de

serem sugestivos da presenga da doenca no local (DE MORAIS ALVES, 2015).

Tabela 1. Valores de média e desvio padrao de indice eritrocitario. Utilizou-se o

teste T, obtendo-se P = 0,98 para Eritrécitos e P=0,92 para o VG.

Valores Hematoldgicos

Meédia +- desvio padrao

Indice eritrocitario Negativos Positivos
Eritrocitos (x10°) 5.0+-1.0 5.8+-1.1
VG (%) 38.4+-7.0 38.1+- 7.1

Fonte: VIEIRA, 2019.
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Tabela 2. Valores de indice hematologico. Valores de minima, média e mediana.

Valores Hematol6gicos

Indice hematoldgico

Leucdcitos totais (x10°)

Plaquetas (p/cp/100x)

Proteinas plasmaticas totais
(g/dL)

Minima
Mediana
Maxima
Minima
Mediana
Maxima
Minima
Mediana

Maxima

Negativos

4.9
13.4
37.3

1
10
33

5
7.6
14

Positivos
5.1
11.3
32.2
2
9
48
5.8
7.6
10.4

Fonte: VIEIRA, 20109.
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6 DISCUSSAO

As comunidades rurais de Presidente Figueiredo que obtiveram maior nimero de
sororreagentes localizam-se em areas de desmatamento recente corroborando com estudo
que avaliou o numero de casos de leishmaniose tegumentar em humanos na vila de
Pitinga, comunidade rural de Presidente Figueiredo, relatando grande casuistica nos
primeiros anos de implantacao da explora¢do de minério provavelmente esta relacionado
ao aumento do contingente de pessoas na area em contato com a floresta, e devido ao fato
de as medidas de controle naquele momento ainda ndo haverem sido totalmente
implementadas (CHAGAS et al., 2006).

Os casos de leishmaniose tegumentar americana no Amazonas estao relacionados
a lugares de assentamentos populacionais recentes e relacionada a desmatamentos
(ANDRADE, 1997). O cao ¢ susceptivel a infec¢do pelo protozoario L. braziliensis € que,
em areas endémicas da infeccdo por esse agente, mantém-se altas prevaléncias de
infeccdo canina (PIRMEZ et al, 1988). A presenca de cdo infectado aumenta 44% o risco
individual humano de contrair leishmaniose tegumentar e duas vezes o risco em ambiente
domiciliar (CUNHA, 2006).

No presente estudo, foram observados em caes da zona rural de Presidente
Figueiredo sinais clinicos como desidratacdo, alopecia, onicogrifose e dermatites
esfoliativas, estes também foram observados em outros estudos relacionados a
leishmaniose (FERREIRA, 2017).

Os principais achados laboratoriais da leishmaniose tegumentar canina incluem
anemia, geralmente normocitica normocromica, hiperproteinemia, hiperglobulinemia,
trombocitopenia, leucocitose e eosinofilia (QUEIROZ et al., 2010). Todavia as alteragdes
hematologicas sdo menos presentes que na LV, sendo o acometimento dermatologico mais
frequentemente encontrado.

Caes quando expostos ao agente da leishmaniose visceral podem ndo apresentar
alteracdes no hemograma. Nos casos em que desenvolvem a infec¢do € frequente leve
anemia arregenerativa, hiperglobulinemia, hipoalbuminemia. Estes achados sdo mais
intensos nos animais com doenca grave, nesses casos as manifestacdes clinicas sao mais
evidentes e hd acometimento sistémico podem ocorrer deposicdo de imunocomplexos,
com presenca de anormalidades como uveite, glomerulonefrite, sindrome nefrotica

(SOLANO-GALLEGO et al., 2011).
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Entretanto a proteintria ¢ a alteragdo mais frequente nos caes com leishmaniose
visceral independente do estagio da doenga (DE ARAUIJO, 2016).

No eritrograma de cdes sororreagentes para leishmaniose visceral apresentam
anemia leve a moderada, alteracdo em consequéncia da diminui¢do da eritropoiese, por
hipovolemia ou por sequestro de eritrécitos pelo baco (MATTOS et al 2003). Também
sdo descritas como alteragdes frequente, a hiperproteinemia, por ativagao dos linfocitos
B e elevada producao de anticorpos (MEDEIROS et al., 2008). Outra alteracdo observada
¢ a aplasia medular, em decorréncia da presenca do parasito na medula 6ssea e em suas
células gerando uma anemia ndo regenerativa.

Contudo caes com infeccao subclinicas de LV representam cerca de 40 a 60% da
populagdo soropositiva, o que dificulta o diagndstico da doenca e demonstra a
necessidade de confirmagdo através de exames laboratoriais (ABRANTES, 2012).

Todavia o DPP® pode apresentar falsos negativos em caso de baixa titulagao de
anticorpos, assim como falsos positivos relacionados a animais assintomaticos, por ter
limitagdes como reagdes cruzadas com parasitas como Trypanosoma, Anaplasma spp.,
Ehrlichia canis e Babesia canis (LIMA et al,2010).

O DPP® nao apresenta especificidade para determinar o agente envolvido na
infeccdo o que foi observado em estudo que avaliou os resultados do DPP de 52 caes
sintomaticos, em que 91,5% apresentaram positividade em relagdo aos animais
assintomaticos (LIMA et al., 2010). Em outro estudo constatou-se 1199 soros de caes do
Estado de Sao Paulo, onde 31,3% apresentaram positividade e os 132 animais do grupo
controle apresentaram resultados negativos (BISUGO et al, 2007). J4 em outra analise
observou-se o soro de 327 cades residentes em tribos amazdnicas localizadas em areas ndo
endémicas, onde 13 foram positivos ao Elisa ¢ nenhum apresentou positividade ao DPP
(DE LIMA et al., 2017).

Embora o DPP® nao identifique a espécie de Leishmania, sabe-se que o estado
do Amazonas ¢ endémico para LT. Mantém uma taxa de incidéncia surpreendentemente
maior que em outros estados brasileiros. O perfil ocupacional da Leishmaniose
tegumentar esta associado, principalmente a uma alta incidéncia de atividades pesadas de
trabalho, como mineragdo ou prospec¢do de ouro, agricultura, desmatamento para
produgdo de gado e transformagdes ambientais relacionadas ao aumento da migracao

rural (TELES, 2019).
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Além disso, as amostras sororreagentes apresentaram nos testes paramétricos p
valor ndo significativo, sugerindo que os hemogramas ndo apresentaram alteragdes
significativas e que esses animais podem estar relacionados a leishmaniose tegumentar, o
que justificaria a auséncia de alteragdes no hemograma, uma vez que as manifestagoes
mais frequentes sdo dermatologicas.

Com base nos resultados desse estudo observou-se a necessidade de realizar
avaliacdo parasitologica com testes mais especificos como imunofluorescéncia indireta
(RIFI), Elisa e Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR), uma vez que esses testes
possibilitam o diagndstico precoce em animais € humanos, bem como a realizacdo de
novos estudos, principalmente nas areas endémicas da leishmaniose tegumentar para
avaliar a relagdo entre a presenc¢a da leishmaniose e de animais portadores da Leishmania

spp. Além disso, € necessario determinar a espécie que ocorre na regiao.
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7 CONCLUSAO

O hemograma nao demonstrou ser uma ferramenta util ao auxilio diagnostico da
leishmania para este estudo, sugerindo que os caes sororreagentes podem ser portadores
da leishmaniose tegumentar, o que explica a auséncia de altera¢cdes no hemograma.

Embora tenha sido observado um numero significativo de animais reagentes ¢
importante que sejam realizados estudos com métodos diagnodsticos mais especificos que
o DPP® para determinar o agente envolvido nas infecgdes. Todavia o DPP® foi
importante para a triagem dos animais em estudo.

Além disso, ¢ importante especificar os agentes de Leishmania spp presentes na
regido amazonica € necessario avaliar a relacao entre a presenca de caes soropositivos em

regides endémicas para a leishmaniose tegumentar em humanos no Amazonas.
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