UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA - UFPA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
MESTRADO EM DOENCAS TROPICAIS

MARIO DE SOUZA ROSAS FILHO

INFECCAO HUMANA POR Leishmania (Leishmania) chagasi EM AREA
ENDEMICA DE LEISHMANIOSE VISCERAL NO ESTADO DO PARA, BRASIL:

UMA ABORDAGEM EPIDEMIOLOGICA, CLINICA E IMUNOLOGICA.

Beléem-PA
2010



MARIO DE SOUZA ROSAS FILHO

INFECCAO HUMANA POR Leishmania (Leishmania) chagasi EM AREA
ENDEMICA DE LEISHMANIOSE VISCERAL NO ESTADO DO PARA, BRASIL:

UMA ABORDAGEM EPIDEMIOLOGICA, CLINICA E IMUNOLOGICA

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pés Graduacao em Doencas
Tropicais do Nucleo de Medicina Tropical
da Universidade Federal do Parad para
obtencéo do titulo de Mestre em Ciéncias.

Orientador: Prof Dr Fernando Tobias
Silveira

Belém-PA
2010



ABSTRACT

A transeccional study was carried out in a cohort of 946 individuals of both sexes,
from one year old and upwards, living in endemic area of American visceral
leishmaniasis (AVL), municipality of Barcarena, northeast Para, Brazil. The major
aim of this study was to identify individuals with the symptomatic and/or
asymptomatic infection due to Leishmania (L.) chagasi, and to study the two types of
infection, both clinically and immunologicall. For diagnosis of infection there were
used the indirect fluorescent antibody test (IFAT) and the leishmanin skin test (LST)
with amastigotes and promastigotes antigens of Leishmania (Leishmania) chagasi,
respectively. Results were scored as + to ++++: for the IFAT, serological titres (IgG)
of 80-160 and 320-640 were given + and ++, with those of 1.280-2.560 and 5.120-
10.240 as +++ and ++++ respectively. For the LST, exacerbated reactions (>16mm)
were regarded as ++++, strongly positive (13-15mm) as +++, moderately positive (9-
12mm) as ++, and weakly positive (5-8mm) as +. Analysis of the difference among
the clinical-immunological profiles of infection was based on the programme BioEstat
4.0 and the X? and Binomial tests with confidence of 95%. During the study, 12
infected persons showed high serological titres (1.280 to 10.240 IgG) with negative
LST reactions: 5 children and 2 adults developed of AVL with IFAT titres > 2.560
(lgG) and a negative LST, and 2 children and 3 adults developed subclinical
infections with IFAT titre of 1.280 (IgG) and a negative LST. In addition, the two tests
enabled the identification of 5 different clinical-immunological profiles within the total
of 231 cases of infection diagnosed, as follows: 1. 77% with asymptomatic infection
(Al), with LST ranging from +/++++ and a negative IFAT; 2. 2% with symptomatic
infection (Sl = AVL) and 3. 1.3% with subclinical oligosymptomatic infection (SOI),
both groups with a negative LST and IFAT ranging from +++/++++; 4. 9.9% with a
subclinical resistant infection (SRI), showing both LST and IFAT with +/++, and 5.
9.8% with an indeterminate initial infection (lll), with a negative LST and IFAT +/++.
Regarding evolution of infection, the major observation was that only a single case of
Sl (= AVL) evolved from the profile lll (23 cases), from which most infections evolved
to the profiles SRI (9 cases) or SOI (5 cases) while the lastly 8 cases remained as Ill.

Keywords: American visceral leishmaniasis. Infection. indirect fluorescent antibody
test. L leishmanin skin test.



RESUMO

Foi realizado um estudo transeccional em um coorte de 946 individuos de ambos os
sexos, acima de um ano de idade, residentes em &area endémica de leishmaniose
visceral americana(LVA), no municipio de Barcarena, nordeste do Para,Brasil.O
objetivo deste estudo foi identificar individuos com a infeccdo sintomatica e/ou
assintomatica causada pela Leishmania(L.) chagasi e estudar clinica e
imunologicamente os dois tipos de infeccdo. Para o diagnéstico da infecgao foi
usado a reagdo de imunofluorescéncia indireta(RIFl) e a reacdo intradérmica de
Montenegro(RIM), com amastigotas e antigenos de promastigotas de
Leishmania(L.) chagasi , respectivamente. Os resultados foram marcados com + a
++++: Para a RIFI, os titulos soroldgicos de 80-160 e de 320-640 foram dados de + a
++; em relacdo aos titulos de 1.280-2.560 e de 5.120-10.240 cOMO +++ € ++++,
respectivamente. Para a RIM, as reacdes exacerbadas (acima de 16mm) como
++++; as reacdes fortemente: positivas(13-15mm) como +++; moderadamente
positivas (9-12mm) como ++, e fracamente positiva (5-8mm) como +. A analise da
diferenca entre os perfis clinico-imunoldgicos da infeccao foi baseada no programa
BioEstat 4.0 e os testes Quiquadrado e Binomial com confianca de 95%. Durante o
estudo, 12 pessoas infectadas mostraram os titulos sorolégicos elevados (1.280 a
10.240 IgG) com reacdes negativas de RIM: 5 criancas e 2 adultos desenvolveram
LVA com titulos de RIFI do 2.560 (lgG) e RIM negativa. Foram detectadas 2
criangas e 3 adultos que desenvolveram infecgdes sub-clinicas com titulos de RIFI
de 1.280 (IgG) e RIM negativa. Além disso, os dois testes permitiram a identificacao
de 5 perfis clinico-imunologicos diferentes entre os 231 casos da infeccao
diagnosticados, como se segue: 1. 77% com infec¢do assintomatica(lA), com a RIM
que varia de +/++++ e RIFIl negativa; 2. 2% com infec¢do sintomatica(IS = LVA) e 3.
1,3% com infeccdo sub-clinica oligossintomatica (I0S), grupos com RIM negativa e
RIFI que varia de +++/++++; 4. 9.9% com uma infeccao sub-clinica resistente (ISR),
mostrando RIM e RIFI com +/++, e 5. 9.8% com uma infeccao inicial indeterminada
(), com RIM negativa e RIFI +/++. A respeito da evolugdo da infeccdo, a
observacao principal era que somente um unico caso IS( =AVL) evoluiu do perfil
[ll(infeccao inicial indeterminada), de uma amostra de 23 casos, enquanto a maioria
das infeccoes evoluiram aos perfis ISR(9 casos) ou ISO(5 casos), sendo que 0s

ultimos 8 casos permaneceram como perfil ll1.



Palavras-chave: Leishmaniose visceral americana. Infeccdo. Reacéao intradérmica de

Montenegro. Reacao de imunofluorescéncia indireta.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A LEISHMANIOSE VISCERAL
AMERICANA (LVA)

A leishmaniose visceral americana (LVA), também conhecida como calazar
americano, € uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, de evolugcdo crbnica e
arrastada, que pode cursar por varios meses, podendo ultrapassar até um ano. A
transmissdo do agente causal, um protozoario da familia Tripanosomatidae, do
género Leishmania e da espécie Leishmania chagasi, é feita através da picada do
inseto flebotomineo (Diptera: Psychodidae) Lutzomyia longipalpis (LAINSON et al.
1985, 1990).

E uma doencga parasitaria com distribuicdo geografica no antigo e no novo
mundo, com uma incidéncia mundial estimada em 500.000 novos casos humanos
em cada ano. A LVA é a mais grave forma clinica dentro do complexo leishmaniose,
e €& endémica em 88 paises em situacdo de risco, com uma populacdo de
aproximadamente 350 milhdes de individuos. (FRANKE et al, 2002, p. 914)

No Brasil, a doenca apresenta aspectos geograficos, climaticos e sociais
diferenciados em fungdo da sua ampla distribuicdo, envolvendo as regides Norte,
Nordeste, Centro-oeste e Sudeste. Atualmente, na regido Amazdnica do Brasil, a
LVA s6 é encontrada em dois Estados, Para e Roraima (LAINSON et al. 1984).

A LVA é uma zoonose mais frequentemente estabelecida nas areas rurais,
onde a doenga pode encontrar condicbes ambientais e sociais mais propicias para a
manutencdo do seu ciclo bioldégico. Na regiao Amazénica, a raposa do campo
(Cerdocyon thous) é o principal reservatério silvestre da Leishmania (L.) chagasi
(SILVEIRA et al. 1982). Enquanto que em &rea urbana e periurbana de cidades de
pequeno e médio porte o cao (Canis familiaris) € a principal fonte de infecgao.

No ser humano, a suscetibilidade a LVA € universal, atingindo individuos de
todas as faixas etarias e sexo, porém acomete principalmente as criancas, sendo a
maioria menor de cinco anos de idade, face ao seu estado de imaturidade
imunoldgica. Quando a doenca atinge o0s seus estagios mais avancados sem o
devido diagnéstico e tratamento, pode levar o individuo parasitado em 95% dos
casos ao 6bito (BADARO et al. 1986).
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Na maioria dos casos, a LVA tem evolugao lenta, iniciando, geralmente, com
febre, de carater irregular, moderada, que pode ser acompanhada de perda do
apetite, emagrecimento, distensdo abdominal (por aumento das visceras - figado e
baco), anemia e palidez cutanea. Além desses sintomas, os doentes desenvolvem
frequentemente, infeccbes oportunistas, principalmente, as gastrintestinais e
pulmonares; ocasionadas pelo comprometimento da medula 6ssea e 6rgaos
linfoides (NETO & FARHAT, 1994).

No tocante a imunidade da LVA, ha comprometimento dos macréfagos,
células que participam da ativacao dos linfécitos T CD4+. Ocorre desequilibrio nas
vias de ativacdo Th1 e Th2, com diminuicdo da resposta Th1 protetora. Observa-se
diminuicao de IL-2, IL-12 e interferon-gama (INF-y), e elevagdo dos niveis de IL-4,
IL-10 e do fator de necrose tumoral alfa (FNT-o ou caquectina). Os niveis do FNT-a
parecem estar relacionados com a gravidade do caso (CARVALHO et al. 1992;
PEARSON, 1995).

Os receptores eritrocitarios tipo 1 do complemento (CIR) estdo diminuidos
durante a doenca. E ainda, como conseqiéncia mais grave, observa-se a supressao
das respostas mediadas por linfécito T. Estando a imunidade celular profundamente
alterada na LVA, com auséncia de resposta de hipersensibilidade celular do tipo IV.
A imunidade humoral é ativada através dos linfécitos B, com elevacao de anticorpos
naturais. Ha deposicdo de imunocomplexos circulantes com anticorpos especificos e
antigenos parasitarios nos hospedeiros, em 6rgaos de depuracao, causando reacao
inflamatéria cronica e lesdo tecidual (CAMARA et al. 1997; WHITNER et al. 1992).

Em trabalho experimental utilizando hamsters ocorreu apoptose em
amastigotas no figado e baco infectados com leishmaniose visceral 90 dias péds -
infeccdo. DNA fragmentagdo também foi evidenciada no mesmo periodo de
observacéao, sugerindo que a apoptose pode constituir um mecanismo que regula o
crescimento da populacao do parasita durante certas fases da infec¢do (LINDOSO;
COTRIM;GOTO, 2004).

1.2.  HISTORICO DA LVA NO PARA

A leishmaniose visceral americana (LVA) é uma antropozoonose, descrita

inicialmente na regido da Amazénia Brasileira por Penna (1934) que, durante um
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estudo extensivo de tecidos de viscerotomia pds-morte de individuos que teriam
morrido de febre amarela em varias partes do Brasil, diagnosticou 3 casos do
leishmaniose visceral no estado do Para. Observou, também, que todos eram de
uma regido de selva do nordeste do Para, dos municipios de Abaetetuba e Moju
onde, nos dois anos seguintes, outra informacao relevante foi obtida a respeito da
ecologia e da epidemiologia da doencga, pois em 1937, Cunha e Chagas estudando
casos desses municipios deram o0 nome de Leishmania chagasi ao agente etioldgico
da LVA, (posteriormente referido como Leishmania (Leishmania) infantum chagasi,
(LAINSON & RANGEL 2005). Em 1938, Evandro Chagas e outros descreveram mais
8 casos de LVA no municipio de Abaetetuba e a presenca de caes infectados.
Descobriram que o inseto mais comum no domicilio e no peridomicilio de individuos
infectados eram os mosquitos flebotomineos Lutzomyia longipalpis, sugerindo que
eles representavam o vetor mais provavel do parasita.

A morte prematura de Evandro Chagas em 1940, fez com que as
observacdes adicionais a respeito da LVA na Amazénia Brasileira ficassem
temporariamente limitadas ao relato de algumas caracteristicas clinicas e
epidemiologicas a respeito de casos isolados nas regides norte, nordeste e oeste do
Para (ALENCAR et al, 1962; COSTA, 1966). Por isso ap6s quarenta e seis anos do
primeiro relato da doencga nesta regidao do Brasil (PENNA, 1934), apenas 32 casos
tinham sido registrados. Em conseqtiéncia a LVA passou a ser considerada como
uma doenca ocasional e esporadica na Amazébnia. Entretanto uma mudanca
progressiva na epidemiologia da LVA na Amazénia brasileira estava ocorrendo,
como ficaria claramente evidenciada com o passar dos anos. Assim, em somente 2
anos (1984-1985), foram registrados um total de 135 casos nos limites da cidade de
Santarém, oeste do Para (LAINSON et al.1984). Em um periodo recente de 5 anos
(1999 a 2004) a Secretaria de Saude do Estado do Para (SESPA) registrou uma
média de aproximadamente 235 casos/ano no estado de Para (SESPA, 2004).

O aumento de casos diagnosticados de LVA durante anos recentes é
multifatorial. O principal fator envolvido, entretanto, € o desmatamento desordenado,
que resulta na invasdo do ambiente peri-domiciliar pelo mosquito vetor Lutzomyia
longipalpis. Entre outros fatores que elevam o numero de diagnosticos de LVA,
destaca-se também a presenca de uma grande populacdo de caes, que Ssao
altamente suscetiveis a infeccao pela L. (L.) chagasi, e apresentam intenso

parasitismo cutaneo, o que permite uma facil infeccdo do mosquito, transformando
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esses animais na principal fonte da infeccdo humana contribuindo para a
manutencdo do ciclo peri-domiciliar da endemia (LAINSON 1988; LAINSON &
RANGEL 2005).

Os principais focos da doenca no Para estao distribuidos nas regides norte,

nordeste e oeste do Estado, com énfase a regidao Nordeste, onde esta concentrada a
maior casuistica da doenca. Nessa regido, os municipios mais acometidos sao:
Baido, Mocajuba, Cameta, Barcarena, Moju, Igarapé-Miri e Tucurui (LAINSON et al.
1984).

A migracdo de individuos nao imunizados de outras regides; o
desenvolvimento de novos métodos diagndésticos e a consciéncia crescente dos
médicos a respeito da importancia de incluir LVA no diagndstico diferencial de
pacientes febris podera contribuir para o diagnéstico mais precoce da doenca
(LAINSON 1989).

1.3.  FORMAS CLINICAS DA INFECCAO HUMANA POR L. (L.) chagasi.

A interacéo entre a Leishmania (L.) chagasi e o sistema imunol6gico humano
pode resultar em um largo espectro de manifestacdes clinicas, variando de um
estagio assintomatico da infecgdo nos individuos resistentes que apresentam uma
resposta imune Th1(hipersensibilidade) para a um estagio sintomatico nos
suscetiveis, em que supressao especifica da resposta imune Th1(anérgica), conduz
a doenca aguda sintomética, ou seja, a leishmaniose visceral americana (LVA).
Entre estes dois estagios polares, entretanto, alguns individuos podem mostrar uma
condigao clinico-imunoldgica intermediaria conhecida como a infecgdo subclinica
oligossintomatica, em que os sinais clinicos e as respostas imunolégicas ainda nao
sao claramente definidos.

No Brasil, foram realizados alguns trabalhos que tentam compreender os
diferentes padrées da infeccdo (BADARO et al. 1986; JERONIMO et al., 2000;
GAMA et al.2004), discutindo a interacao clinica entre a resposta imune humana
contra a infecgdo pela L. (L.) chagasi. A maioria desses trabalhos foi realizada
somente em jovens de 15 anos de idade, e parte da premissa que os dados obtidos
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aparentemente podem também ser aplicados a todos os individuos em diferentes
faixas etarias. Embora a doenca aguda sintomética (LVA) represente uma condicao
de imunossupressdao que € encontrada mais freqlentemente nas criangcas
(SILVEIRA et al. 1997), ha também um numero significativo de casos em individuos
adultos jovens que desenvolvem LVA. Essa é a situagédo de algumas localidades na
Amazénia Brasileira, tais como, 0 municipio de Barcarena, no estado de Pard, que
registrou aproximadamente 44% de pacientes de LVA acima de 15 anos (SESPA,
2004).

Baseada em evolugédo clinica a doenca apresenta trés periodos: periodo
inicial, periodo de estado e periodo final (BRASIL, 2007).

e Periodo inicial — Caracteriza o inicio da sintomatologia, que varia de
paciente para paciente, mas na maioria dos casos inclui febre com duracao inferior a
04 semanas, palidez cutaneo-mucosa e hepatoesplenomegalia. Em area endémica
uma pequena proporcao de individuos, geralmente criangcas, pode apresentar
quadro clinico discreto, com duracdo de aproximadamente 15 dias, evoluindo
espontaneamente para cura (forma oligossintomética). A combinagdo de
manifestacdes clinicas e alteracdes laboratoriais que melhor parece caracterizar a
forma oligossintomatica é: febre, hepatomegalia, hiperglobulinemia e velocidade de
hemossedimentacao elevada.

e Periodo de estado — Apresenta quadro clinico insidioso na maioria dos
casos com evolucdo acima de 02 meses.Caracteriza-se por febre irregular,
geralmente associada a emagrecimento progressivo, palidez cutaneo-mucosa e
incremento da hepatoesplenomegalia.

e Periodo final — Caso a doenca nao seja diagnosticada e tratada a febre
torna-se continua e o estado geral fica ainda mais comprometido. O paciente
apresenta desnutricao(cabelos quebradicos,cilios alongados e pele seca) e edema
de membros inferiores que pode evoluir a anasarca.Podem surgir manifestacdes
hemorragicas (epistaxe, gengivorragia ou petéquias), ictericia e ascite. Nestes
pacientes o Obito ocorre devido a sangramentos (freqientemente a hemorragia
digestiva) e/ou infec¢des bacterianas, tais como, otite média aguda, infeccao do trato
urinario, pneumonia, que podem evoluir para sepse (BRASIL, 2007).
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1.4 UTILIZACAO DA REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFI)
E REACAO INTRADERMICA DE MONTENEGRO (RIM) NO DIAGNOSTICO DA
INFECCAO HUMANA POR L. (L.) chagasi.

Nas areas onde a leishmaniose visceral americana é endémica a Reacgao de
Imunofluorescéncia Indireta(RIFI) tem sensibilidade acima de 90%. A dificuldade na
utilizacdo de testes sorolégicos como a RIFI no diagnéstico da LVA se refere a
especificidade, pois alguns antigenos de leishmania tem reacao cruzada em relacéo
a antigenos da leishmaniose tegumentar americana(LTA) e de outros
microorganismos, bactérias ou vermes tais como, Trypanosoma, Plasmodium,
Mycobacterium e Schistosoma. Posteriormente verificou-se que alteracées nos
antigenos utilizados para RIFI reduziram os resultados falso-positivos(LEE &
GILBERT 1999).

Na regidao Amazobnica, um dos fatores que tém contribuido para o adiamento
do diagnéstico e tratamento dos casos recentes da LVA, comprometendo inclusive a
sua notificacdo, refere-se a falta de definicdo clinica e laboratorial da forma
subclinica ou oligossintomatica da doenca. A este respeito, 0 proprio documento
oficial do Ministério da Saude: Manual de Normas Técnicas sobre Controle,
Diagnéstico e Tratamento da Leishmaniose Visceral (2004), informa, de maneira
pouco obijetiva, que esta forma da doenca é pouco identificavel, face aos sintomas
discretos apresentados pelos doentes: febre baixa ou ausente, pouco
comprometimento do estado geral, tosse, diarréia, emagrecimento, adinamia e
hepatoesplenomegalia pouco palpaveis ou ausentes. Com relacdo aos exames
laboratoriais, as provas inespecificas sao de pouca utilidade diagnéstica, enquanto
que as provas sorologicas de imunofluorescéncia indireta e ELISA sdo sempre
positivas.

Embora a casuistica de LVA tenha aumentado drasticamente nos ultimos
anos, especialmente no estado do Para, tem ocorrido pouca pesquisa de campo
nesta regiao que indique a prevaléncia em termos das infecgdes sintomaticas (LVA
aguda e formas subclinicas da doenca) e/ou assintomaticas. Tal estudo &, sem
duvida, de fundamental importancia para compreender de forma mais completa a
dindmica envolvida na transmissao da L. (L.) chagasi ao homem. De fato, a Unica
informacao disponivel a respeito da interacao da resposta imune humana a infecgcao
com este parasita veio do estudo dos pacientes com a doenca sintomatica aguda
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(LVA), uma condicdo de imunossupressdo que representa apenas a ponta do
iceberg nesta interacao (LAINSON & SHAW 2005; SILVEIRA et al. 1997).

O cerne desta dissertagao nao compreende o estudo da LVA doenca, ou
seja, 0 desajustamento ou uma falha nos mecanismos de adaptacdo do organismo
ou auséncia de reacao aos estimulos cuja agdo esta exposto, processo que conduz
a uma perturbacao da estrutura ou da fungcao de um 6rgao, ou de um sistema ou de
todo o organismo ou de suas funcdes vitais (JENICEK & CLEROUX, 1982, APUD
ROUQUAYROL, 1993, p. 533). Esta dissertacao utiliza métodos diagnésticos que
em conjunto possibilitem identificar a LVA infeccdo, a saber, a penetragcdo e o
desenvolvimento ou multiplicacdo de um agente infeccioso, no caso a L. (L.)
chagasi, no organismo de uma pessoa (OPS, 1992, p.578).

Neste estudo, foi utilizada a intradermorreacdo de Montenegro (RIM) e a
reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para detectar a prevaléncia da infecgcéao
e, secundariamente, para avaliar as manifestacdes clinicas e imunoldgicas dos
individuos infectados, procurando uma compreensao melhor da infeccao humana
pela L. (L.) chagasi, que representa o objetivo principal deste trabalho. Ao utilizar
estes métodos diagnosticos se pretende também estabelecer parametros
especificos, de facil constatacdo na pratica diaria, principalmente, no sentido de
auxiliar as equipes de saude das areas endémicas quanto ao diagndstico,
seguimento e, também, a intervencao terapéutica precoce para esse problema de
saude publica em nossa regiao.

A magnitude da LVA, como agravo a saude das populacbes em areas
endémicas e a escassez de informagdo sobre os aspectos clinico-imunol6égicos
relacionados a interacao entre a infeccdo da L. (L.) chagasi e a resposta imune
humana na regido Amazénica, avalizam a realizagdo de um estudo transeccional na
Vila de Santana do Cafezal no municipio de Barcarena, o qual apresentou uma
média de 2.8 casos de LVA por ano (SESPA, 2004).
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2 OBJETIVOS

2.1 PRINCIPAL:

e Caracterizar o espectro clinico-imunoldgico da infec¢do humana por L. (L.)

chagasi na regiao amazénica brasileira.

2.2 ESPECIFICOS:

¢ |dentificar, através de marcadores imunolégicos reacao intradérmica de
Montenegro (RIM) e reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), os individuos
portadores de infeccdo por L. (L.) chagasi, assintomatica e/ou sintomatica (LVA e
formas sub-clinicas), em uma area endémica de leishmaniose visceral no Estado do
Para;

e Caracterizar a infeccao do ponto de vista clinico e imunolégico;
e Determinar a taxa de prevaléncia da infeccao na area em estudo;
e Comparar as taxas de prevaléncia da infeccao entre individuos com

resposta imune celular (hipersensibilidade tardia) e com resposta imune humoral

(soro-reagentes).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO:

Esta investigacdo baseou-se em estudo epidemiolégico do tipo transeccional
em uma coorte de 946 individuos, residentes em area endémica de leishmaniose
visceral na localidade Santana do Cafezal, municipio de Barcarena, norte do Estado
do Para. Visando determinar a presenca da infeccdo assintomatica e/ou sintomatica
por Leishmania (L.) chagasi, os individuos foram avaliados pela reacao intradérmica
de Montenegro (RIM) e reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), ambas
realizadas com antigeno bruto e homélogo, formas promastigotas para RIM e
amastigotas para RIFI.

3.2 AREA DO ESTUDO:

Este estudo foi realizado na localidade de Santana do Cafezal, que
compreende uma comunidade de colonos residentes as margens do rio Cafezal,
distante apenas 7 km da sede do municipio de Barcarena, que integra a regiao
metropolitana de Belém, capital do Estado do Para e cujas coordenadas geograficas
sao as seguintes: 012 30’ 24” latitude sul e 48° 37’ 12” longitude oeste. O clima da
regido é do tipo equatorial, imido, com temperatura média de 27°C e o indice
pluviométrico fica acima de 2.500 mm/ano, sendo os primeiros seis meses do ano
(Janeiro-Junho) o periodo de maior ocorréncia. A cobertura vegetal da floresta
primaria foi quase totalmente substituida pela acdo dos desmatamentos (cerca de
60%) para o plantio de culturas agricolas de subsisténcia, dando ensejo a
regeneracao florestal com diferentes estagios de desenvolvimento da floresta
secundaria. A populacdo do municipio de Barcarena foi estimada em 68.604
habitantes (IBGE, 2003), enquanto a populacado da localidade Santana do Cafezal
era de 1.064 habitantes no momento do inicio do estudo, dos quais cerca de 70%
residem em area de terra firme, em casas de madeira cercadas de floresta
secundaria e, o restante, na varzea, com vegetacao baixa, inundada pelas aguas do
rio Cafezal duas vezes por dia (Fig. 1).
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BARCAREMNA

Santana do Cafezal Village

Figura 1. Situacdo geografica do municipio de Barcarena e da Vila de Santana do Cafezal na regiao
nordeste do Estado do Para, Brasil.

3.3 EPIDEMIOLOGIA RECENTE SOBRE A LVA NO MUNICIPIO DE BAR-
CARENA:

No periodo compreendido de 2.000 a 2.004, o municipio de Barcarena
registrou uma incidéncia média anual de 0.36 casos de leishmaniose visceral por
1.000 habitantes (SESPA, 2004), sendo 67% dos casos no sexo masculino e 56%
em menores de 15 anos. No mesmo periodo, foram registrados 14 casos de LVA na
localidade Santana do Cafezal, o que promoveu uma média anual de 2.8 casos da

doenca nesse periodo.

3.4 DESENHO DO ESTUDO E POPULAGAO ENVOLVIDA:

Com base nos objetivos acima relacionados, ou seja;
¢ A identificacdo dos individuos portadores de infeccao assintomatica e/ou

sintomatica por Leishmania (L.) chagasi,
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¢ A avaliagado da infeccao do ponto de vista clinico e imunoldgico,

e A estimativa da prevaléncia, no momento da realizacao da intervencao na
comunidade, em amostra inicial de 946 individuos da populacédo total de 1.064
pessoas da localidade Santana do Cafezal, de ambos os sexos (568 homens e 378
mulheres) e com idade = 1 ano.

Com o intuito de obter um melhor entendimento da dinamica de transmissao
da infeccdo, a populagao foi estratificada em trés grupos etarios: 1 a 10 anos, 11 a
20 anos e 221 anos. Assim sendo, foi previsto serem utilizadas, simultaneamente, a
RIM e a RIFI em todos os individuos previamente selecionados para a intervengao
da prevaléncia, quando seria feito o diagnostico inicial de todos os individuos
portadores de infeccao assintomatica e/ou sintomatica pela Leishmania (L.) chagasi.
Além disto, foi previsto, também, que os individuos que apresentassem reatividade
imunolégica para RIM e/ou para RIFI, passariam por uma avaliagéo clinica, visando
detectar qualquer tipo de sintomatologia compativel ou sugestiva da infeccao por
Leishmania (L.) chagasi, que pudesse ser associada a um dos perfis de resposta

imunolégica diagnosticados.

3.5 CRITERIOS PARA IDENTIFICACAO DA INFECCAO HUMANA POR

Leishmania (L.) chagasi:

A definicdo de caso da infeccao humana por Leishmania (L.) chagasi foi
baseada em avaliagdo diagndstica com dois parametros imunoldgicos, a reacao
intradérmica de Montenegro (RIM) e a reacédo de imunofluorescéncia Indireta (RIFI).
Os dois testes imunologicos foram realizados com antigeno bruto e homoélogo de
Leishmania (L.) chagasi (MCAO/BR/2004/M22967/Barcarena, Pard), formas
promastigotas para RIM e amastigotas para RIFI. Entretanto, como a RIFI evidencia
a imunidade humoral, associada a resposta CD4+ Th2 (anticorpogénese =
susceptibilidade), e a RIM evidencia a imunidade celular, ligada a resposta CD4+
Th1 (hipersensibilidade = resisténcia), portanto, fungdes imunobiolégicas especificas
e opostas, a definicdo de infecgao pela Leishmania (L.) chagasi foi assumida como a
presenca de reatividade para uma ou ambas as reacdes imunodiagndésticas, a RIM
e/ou a RIFI. Além disso, na tentativa de expressar a especificidade da RIM e da RIFI

foi realizada uma avaliacdo semi-quantitativa dos resultados com escores de + a
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++++ cruzes, da seguinte maneira: titulos soroldégicos variando de 80 a 160 e de 320
a 640 receberam + e ++, enquanto que os titulos de 1.280 a 2.560 e de 5.120 a
10.240 (IgG) receberam +++ € ++++, respectivamente. Por outro lado, as reacoes
intradérmicas (RIM) exacerbadas (=216 mm) receberam ++++, as fortemente
positivas (13-15 mm) +++, as moderadamente positivas (9-12 mm) ++ e as
fracamente positivas (5-8 mm) +. Desse modo, foi assumido que as reacbes com
titulo soroldgico iguais a 80 (IgG) e aquelas que formaram papulas ou enduracdes
dérmicas iguais a 5 mm de didmetro foram consideras limitantes positivas (“cut-off”)

para a RIFI e RIM, respectivamente (Lima et al. 2003, Silveira et al. 1991, 1998).

3.6 PROCEDIMENTOS TECNICOS:

Os procedimentos metodolégicos usados para realizacdo da RIM visando
evidenciar a resposta imune de hipersensibilidade contra a infeccdo humana por
Leishmania (L.) chagasi foram semelhantes aqueles utilizados em trabalhos prévios
sobre a leishmaniose tegumentar americana (LTA) (Silveira et al. 1991, 1998),
porém, com uma diferenca bastante significativa relacionada a especificidade do
antigeno empregado no presente trabalho. Ou seja, considerando que a localidade
Santana do Cafezal, municipio de Barcarena, fica localizada em area de ocorréncia
de ambos os tipos de leishmanioses, tanto a LVA como a LTA, foi necessario a
utilizacdo de um antigeno altamente especifico para ser reconhecido pela resposta
imune de hipersensibilidade induzida pelo agente da LVA, a Leishmania (L) chagasi.
Por esta razdo, visando garantir um alto grau de especificidade da RIM, foi usado um
antigeno bruto, de formas promastigotas de fase estacionaria de cultivo (meio RPMI
1640) de Leishmania (L.) chagasi (MCAO/BR/2004/M22967/Barcarena, Para), na
concentragdo equivalente a 10 x 10° parasitos/ml. O espectro de reatividade da
reacao ja foi acima mencionado.

Por outro lado, para realizacdo da RIFI tomou-se como referéncia o trabalho
de Lima et al. (2003), que demonstrou ser o antigeno de formas amastigotas de
Leishmania (L.) chagasi mais especifico e mais sensivel do que os de formas
promastigotas da mesma espécie, formas promastigotas de Leishmania (L.) major-
like (Bio-Manguinhos, Brasil) e formas amastigotas de Leishmania (L.) amazonensis.

Portanto, optou-se pela utilizacdo, também, de um antigeno de alta especificidade
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para ser usado através da RIFI, visando garantir uma resposta imune humoral (IgG)
altamente especifica. Mais uma vez, o espectro de positividade esperado para o

teste ja foi apresentado acima.

3.7 ANALISE ESTATISTICA:

A analise estatistica dos resultados foi feita através do programa BioEstat
4.0 e os testes Qui-quadrado e Binomial foram usados para andlise da significancia
das diferengas, com intervalo de confianca de 95%.

3.8 ASPECTOS ETICOS:

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa de seres
humanos do Instituto Evandro Chagas, sendo protocolado com o numero CEP/IEC
16/2003. Além disso, para a realizacao do mesmo foi imprescindivel a autorizacao

dos pacientes atendidos, conforme termo de consentimento livre e esclarecido.

4 RESULTADOS

4.1 PREVALENCIA DA INFECCAO HUMANA POR L. (L.) CHAGASI NA VILA
SANTANA DO CAFEZAL:

Para avaliacao da prevaléncia, foram examinados 946 individuos residentes
na localidade Santana do Cafezal, sendo todos avaliados, simultaneamente, pela
RIM e RIFI, cujo resultado mostrou que a taxa de Prevaléncia da infecgao pela RIM
de 11.2% (106/946) foi significativamente maior (p< 0.0001) que a obtida pela RIFI
de 3.4% (32/946). Entretanto, quando essas taxas foram estimadas combinando as
duas reacoes, foi observado que entre os 106 individuos RIM positivos, 18 (17%)
eram também positivos pela RIFI e, que, entre os 32 positivos pela RIFI, os mesmos
18 (56.2%) eram positivos pela RIM. Esta combinacao, usando os dois testes juntos,
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permitiu a identificacdo de uma taxa atual de prevaléncia da infeccdo de 12.6%
(120/946) na comunidade.

42  FREQUENCIA DA INFECCAO HUMANA POR L. (L.) chagasi DE ACORDO
COM O SEXO, A IDADE E A ESPECIFICIDADE DA RIM E DA RIFI, NA VILA
SANTANA DO CAFEZAL:

De acordo com o sexo, a distribuicdo dos 120 casos da infecgcéao
diagnosticados por ocasido da intervencao da prevaléncia mostrou que ndao houve
diferenca (p> 0.05) entre a taxa de infecgdo encontrada para os homens de 55.8% e
das mulheres de 44.2%. Por outro lado, quando a frequéncia da infec¢do foi
examinada dentro dos grupos etérios, também foi visto que ndo houve diferenga (p>
0.05) entre as taxas dos dois grupos menores de idade, 1-10 vs.11-20 anos de
idade, 19.2% e 25.8%, respectivamente. Contudo, quando essas taxas foram
comparadas com aquela relativa ao grupo de faixa etaria maior, > 21 anos, as duas
foram significativamente menores (p< 0.05), indicando que mais da metade dos

individuos infectados (55%) fazia parte do grupo de faixa de idade maior (Fig. 2).
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Figura 2 - Distribuicéo da freqiiéncia da infecgdo humana por Leishmania (L.) chagasi na localidade
Santana do Cafezal, Barcarena, Para, de acordo com a faixa de idade. *>21a

Com relacao a especificidade da RIM e da RIFI, foi observado que entre os
106 casos reativos pela RIM 41.5% apresentaram reacao exacerbada (++++), 14.1%

reacdao fortemente positiva (+++), 19.8% reacdo moderadamente positiva (++) e
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24.6% reacao fraca (+), indicando que 55.6% eram portadores de um forte
(+++/++++) carater de resisténcia imunoldgica (hipersensibilidade) contra a infecgéao
(Fig. 3).
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Figura 3 — Distribuicao da freqiiéncia das reagdes intradérmicas de Montenegro (RIM), segundo os
intervalos das reagfes (mm). * >16 mm.

Ao contrario, entre os 32 casos reativos pela RIFIl, 21.8% apresentaram
baixa reatividade sorolégica (+), 53.1% moderada reatividade (++), 18.8% forte

reatividade (+++) € 6.3% exagerada reatividade (++++) (Fig. 4).
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Figura 4 — Distribuicdo da freqliéncia das reagdes de imunofluorescéncia indireta (RIFI), segundo os

intervalos das reagdes sorolégicas (I1gG).

Desse modo, somente 25.1% dos casos apresentaram elevada reatividade
humoral, variando de forte (+++) a exagerada (++++) resposta de anticorpos,

demonstrando uma significante caracteristica de susceptibilidade imunolégica para a
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infeccdo. Da amostra estudada quatro casos eram tipicos de LVA (duas criangas e
dois adultos), o que gerou uma taxa de prevaléncia da LVA de 0.42%, enquanto
outros quatro casos (um adolescente e trés adultos) exibiam algumas manifestacdes
clinicas, associadas ou nao, de duracao imprecisa, sugestivas de infeccao subclinica
oligossintomética, tais como: astenia, palidez, adenopatias e discreta hepatomegalia.

4.3 AVALIACAO CLINICA E IMUNOLOGICA DA INFECCAO HUMANA POR L.
(L.) chagasi NA VILA SANTANA DO CAFEZAL:

Considerando que o diagndéstico da infeccao foi baseado em dois testes que
expressavam atividades imunobiolégicas especificas, a RIM ligada a resposta imune
CD4+Th1 (hipersensibilidade = resisténcia) e a RIFl a resposta imune CD4+Th2
(resposta humoral = susceptibilidade) e, ainda, que foi previsto usar os dois testes,
simultaneamente, visando estabelecer um diagnéstico do perfil da resposta imune
dos individuos infectados, por estas razdes foram feitas algumas combinagdes com
os dois métodos (RIM x RIFI), objetivando conhecer as possiveis variaveis
resultantes da interacdo entre a L. (L.) chagasi e a resposta imune CD4+ (Th1 x Th2)
dos individuos infectados.

Desse modo, no momento da avaliacdo foram diagnosticados,
simultaneamente, pela RIM e pela RIFI um total de 120 individuos infectados, o que
gerou uma taxa de prevaléncia real da infeccao de 12.8%. Destes, a grande maioria
(73.4%) era assintomatica, e com perfil de resposta imune caracterizado pela
presenca de hipersensibilidade e auséncia de resposta humoral (RIM+/++++ €
RIFI-), motivo, pelo qual, foi denominado de perfil clinico-imunolégico de Infecgao
Assintomatica (lA).

Por outro lado, a minoria (6.6%) apresentava perfil de resposta imune (RIM-
e RIFl+++/++++) que podia estar associado a, pelo menos, dois perfis clinico-
imunoldgicos:

1) Infecgcao sintomatica (IS= LVA) ou

2) Infeccao sub-clinica oligossintomatica (1ISO).

A diferenca entre os dois perfis foi puramente clinica, ja que o primeiro foi
diagnosticado em quatro (3.3%) casos tipicos de LVA (duas criangas e dois adultos),
0 que caracterizou uma taxa de prevaléncia para a LVA de 0.42%. O segundo, em
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outros quatro (3.3%) individuos (um adolescente e trés adultos) que tinham
diferentes manifestacoées, associadas ou ndo, de duracdo imprecisa, que nao
caracterizavam, entretanto, o quadro clinico tipico da LVA, tais como: astenia,
palidez, fraqueza, perda do apetite, adenopatias e hepatomegalia discreta (figado a
2 cm abaixo do rebordo costal direito), porém, sem febre e/ou esplenomegalia.
Apresentavam, ainda, algumas alteracées hematoldgicas, associadas ou ndao, como
anemia e leucopenia, leves ou moderadas.

Além desses, havia ainda 15% de individuos infectados cujo perfil de
resposta imune era reagente para ambos os testes (RIM+/++ e RIFI+/++) e que, da
mesma maneira dos casos do perfil 1A, eram todos assintomaticos, sugerindo um
perfil clinico-imunoldgico intermediario de resisténcia (RIM+/++), denominado
infeccao sub-clinica resistente (ISR).

Por dltimo, restaram apenas 5% de individuos infectados, todos
assintomaticos também, cujo perfil de resposta imune era, a principio, principalmente
do tipo humoral (RIM-e RIFI+/++), porém, com titulos sorolégicos de baixa
reatividade (80-640 IgG), razao pela qual foi considerado um grupo recém-infectado,
ainda nao definido do ponto de vista da sua evolugéo clinica e imunolégica, assim,
intitulado, perfil clinico-imunolégico Infecgdo inicial indeterminada (Ill), com potencial
para evoluir para os perfis de susceptibilidade imunolégica IS (=LVA) e ISO (RIM-e
RIFl+++/++++) ou de resisténcia imunolégica ISR (RIM+/++ e RIFl+/++) e IA
(RIM+/++++ e RIFI-). O espectro clinico-imunologico da infeccdo humana pela L.

(L.) chagasi encontra-se expresso no quadro abaixo (Fig. 5).

Pdélo Imunolégico Susceptivel Pdlo Imunolégico Resistente
Infeccao Sintomatica (LVA) Infeccao Assintomatica
RIM- RIM +/++++
RIFI +++/++++ RIFI-
Infeccao Sub-clinica Infeccao Sub-clinica
Oligosintomatica Resistente
RIM - RIM +/++
RIFl +++/++++ RIFI +/++

Infeccao Inicial Indeterminada

RIM -
RIFI +/++

Figura 5: Espectro clinico e imunolégico da infeccdo humana por Leishmania (L.) chagasi.
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Detalhamento:

RIFI: reacao de imunofluorescéncia indireta (IgG)
RIFI ++++: 5.120-10240 (IgG)

RIFI +++: 1.280-2.560 (IgG)

RIFI ++: 320-640 (IgG)

RIFI +: 80-160 (IgG)

RIFI —: negativo

RIM: reacao intradérmica de Montenegro
RIM ++++: positiva exacerbada (= 16 mm)
RIM +++: fortemente positiva (13-15 mm)
RIM ++: moderadamente positiva (9-12 mm)
RIM +: fracamente positiva (5-8 mm)

RIM —: negativa

IA: Infeccao Assintomatica

IS: Infeccao Sintomatica (= LVA)

ISO: Infecgdo Sub-clinica Oligosintoméatica
ISR: Infec¢do Sub-clinica Resistente

[ll: Infeccao Inicial Indeterminada

Estes resultados demonstraram que a taxa de freqUéncia do perfil clinico-
imunoldgico IA de 73.4% foi significativamente maior (p< 0.05) que as taxas dos
outros perfis, ISR (15%), lll (5%), IS (=LVA) (3%) e ISO (3%), assim como,
demonstraram ainda que a taxa de freqiéncia do perfil ISR foi maior (p< 0.05)
também que as taxas dos outros trés perfis, lll, IS (=LVA) e ISO, entre os quais nao
houve diferenca (p> 0.05) entre as suas frequéncias (Fig.6).
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Figura 6 — Distribuicdo da freqliéncia dos perfis clinico-imunolédgicos relativos a infecgcdo humana por
Leishmania (L.) chagasi na localidade Santana do Cafezal, Barcarena, Para.

Legendas: IA: Infecgao Assintomatica; ISR: Infec¢cdo Sub-clinica Resistente; lll: Infec¢do Inicial
Indeterminada; IS: Infeccao Sintomética (= Leishmaniose Visceral Americana) e, 1ISO: Infec¢ao Sub-
clinica Oligosintomética.

5 DISCUSSAO
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Inicialmente, deve ser enfatizado que este representa um dos poucos
trabalhos epidemioldgicos do tipo transeccional, realizado no Brasil que examinou
uma coorte de 946 individuos (=1 ano de idade), utilizando, simultaneamente, dois
métodos de imunodiagnéstico, a RIM e a RIFI, associados a avaliagéo clinica, com o
fim ndo sé de obter informacdes sobre a dinamica de transmissao da infeccao
humana por L. (L.) chagasi em area endémica de AVL, com énfase a prevaléncia,
mas também, de tentar conhecer melhor o espectro de alternativas que a resposta
imune utiliza na sua interagdo com o protozoario.

A esse respeito, embora ja existam alguns trabalhos realizados no Brasil
focalizando a transmissdo da infeccdo humana por L. (L.) chagasi (BADARO et al.
1986; CALDAS et al. 2001, 2002; NASCIMENTO et al. 2005), ha necessidade de
lembrar que a maioria limitou-se a um enfoque epidemiolégico em criancas até 15
anos de idade. Nesse sentido, merece ser enfatizadas certas caracteristicas da
populacao estudada no presente trabalho, uma vez que a vila Santana do Cafezal,
no municipio de Barcarena, Estado do Para, é uma comunidade com mais de um
século de existéncia, cuja populacdo esteve representada por individuos
pertencentes ha, pelo menos, quatro geracdes, com grande experiéncia de vida com
0 meio ambiente local. Desse modo, sdo individuos que vivem a longo tempo
expostos a transmissao da L. (L). chagasi, 0 que, muito possivelmente, pode estar
favorecendo o desenvolvimento de um estado de imunidade concomitante no seio
da comunidade.

Em contrapartida, apesar de ser uma populacédo de baixo poder aquisitivo, a
base da sua alimentacdo é suprida pela agricultura de subsisténcia e pela pesca,
razdo, pela qual, nos individuos observados neste estudo mediante avaliagdo
semioldgica (anamnese e exame fisico) a desnutricdo foi um achado pouco comum.
Desse modo, apesar de existirem evidéncias recentes sugerindo que a
susceptibilidade a leishmaniose visceral parece fortemente controlada por
mecanismo genético (BLACKWELL et al. 2004), € possivel que os fatores
ambientais e nutricionais referidos estejam contribuindo no sentido de promover um
melhor desempenho da resposta imune contra a infeccao pela L. (L.) chagasi, haja
vista que a prevaléncia (0.42%) da doenca foi pouco expressiva no presente estudo.

Com respeito a infeccdo humana pela L. (L.) chagasi, € importante salientar

que, no presente estudo, esta questdo recebeu dois tipos de abordagens. A
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primeira, através da andlise isolada das taxas de prevaléncia da infeccao, pela RIM
e pela RIFI, o que possibiltou uma visdo especifica e, ao mesmo tempo,
comparativa entre os dois tipos de respostas imunes, celular e humoral. A segunda,
através da combinacao dos resultados da RIM e da RIFI, ou seja, dos individuos que
reagiram, simultaneamente, pela RIM e RIFl, o que permitiu determinar a
prevaléncia real da infeccao, numa tentativa de representar a verdadeira situacdo da
infecgdo na area estudada.

Com base no primeiro tipo de analise, foi visto que a taxa de prevaléncia da
infeccdo pela RIM de 11.2% foi superior (p< 0.05) a da RIFI de 3.4%,
respectivamente, demonstrando que, entre os individuos naturalmente infectados,
havia uma parcela significativamente maior de casos da infeccdo com carater de
resisténcia imunolégica (RIM positiva= hipersensibilidade), fato que pode ajudar a
explicar os achados pouco expressivos referentes a prevaléncia (0.42%) da doenca
no presente estudo. Além disso, considerando que ambos os testes foram realizados
com antigeno da mesma cepa de L. (L.) chagasi, forma promastigota para RIM e
amastigota para RIFI, é absolutamente improvavel que as diferencas encontradas
nas avaliacbes de prevaléncia da infeccédo, entre a RIM e a RIFI, possam ser
atribuidas a uma variabilidade na especificidade dos antigenos usados nesses
testes.

Ainda no sentido de comparar as taxas da infeccdo entre um método de
avaliagdo imune celular (RIM) e outro imune humoral (RIFI ou ELISA), sem duavida
merecem ser discutidos alguns trabalhos previamente publicados, porém, faz-se
necessario lembrar que algumas diferencas de natureza metodolégica e/ou
epidemioldgica podem influenciar nos resultados encontrados. A titulo de exemplo,
faz-se oportuno mencionar um estudo prospectivo em éarea endémica de alta
transmissdo de LVA no municipio de Jacobina, Estado da Bahia, nordeste do Brasil
(BADARO et al.1986a, b). Onde utilizou-se o extrato soltvel de Leishmania donovani
chagasi (=Leishmania (L.) chagasi) como antigeno para reagdo intradérmica de
Montenegro (RIM), visando o diagnostico da infecgdo. Portanto, diferentemente da
metodologia do presente trabalho, os autores procuraram determinar a prevaléncia
da infeccao somente pela RIM, cuja taxa foi encontrada foi de 34.1%.

Desse modo, considerando que a expressao da infeccdo nédo se limita
somente a um dos tipos de respostas imunes, celular ou humoral, ficou evidente que
os resultados encontrados néo refletiram a verdadeira situacdo epidemiologica da
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infeccdo naquelas areas de estudo. Além disso, os autores registraram, também, a
taxa de prevaléncia da doenca de 3.1% em criancas até 15 anos, a qual se mostrou
mais elevada do que a encontrada neste trabalho (0.42%), fato que pode estar
refletindo, possivelmente, dois aspectos inerentes a situacdo em Jacobina (Estado
do Bahia):

a) um nivel de transmisséo da infec¢gdo mais elevado, cuja prevaléncia pela
RIM foi 34.1%, e/ou

b) um potencial de susceptibilidade genética a doenca maior na populacao
infantil local.

Outro exemplo, diz respeito a dois trabalhos que estudaram a infecg¢ao por L.
(L.) chagasi no municipio de Raposa, Estado do Maranhdo, nordeste do Brasil,
porém, com duas diferencas de natureza metodolégica em relagéao a este trabalho; a
primeira, relacionada a participacdo de criancas de até cinco anos de idade no
estudo, o que representou uma limitacdo ainda maior em relagcdo aos outros
trabalhos; a segunda, pelo fato dos autores terem decidido utilizar dois antigenos
bastante diferentes para o diagnéstico da infecgcdo nos dois trabalhos: a) extrato
soluvel de Leishmania (L.) amazonensis para diagnéstico pela RIM e, b) extrato
soluvel de L. (L.) chagasi para diagnéstico sorolégico por ELISA (CALDAS et al.
2001, 2002). Os resultados revelaram taxas de prevaléncia da infeccdo de 18.6%
pela RIM e 13.5% por ELISA, sendo ambas maiores que as obtidas no presente
trabalho, embora com perfil de resposta imune semelhante, ou seja, dentre os
individuos infectados existia também uma parcela um pouco maior daqueles com
resposta imune celular (RIM), com potencial de resisténcia a infeccao. Entretanto,
chamou a atengao uma prevaléncia (13.5%) quatro vezes maior (3.4%) que a deste
trabalho entre os individuos com resposta humoral (anticorpogénese =
susceptibilidade), o que talvez seja explicado pela concentracdo maior de individuos
(criancgas até 5 anos) mais susceptiveis do que os examinados neste trabalho.

Em outro trabalho (NASCIMENTO et al. 2005) realizado também no Estado
do Maranhdo, no municipio de Sao José de Ribamar, onde a prevaléncia da
infeccao foi estimada em criancas até 15 anos de idade, utilizou-se extrato purificado
de L. (L.) chagasi para diagnéstico da infeccdo pela RIM, e antigeno bruto do
parasito e proteina recombinante (rK39) para deteccdo por ELISA. Os achados
obtidos revelaram taxa de prevaléncia da infeccdo pela RIM de 61.7%, a mais
elevada de todos os trabalhos em discussao, assim como, por ELISA, 19.7% com
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antigeno bruto e 19.4% com rK39, respectivamente, também as mais elevadas para
a prevaléncia, o que sugere tratar-se de uma area com potencial de transmissao da
infeccdo maior que em Jacobina, no Estado da Bahia, com prevaléncia da infecgao
pela RIM de 34.1%. De qualquer forma, deve ficar registrada a dificuldade de
confrontar os resultados do presente trabalho com aqueles dos trabalhos citados
(BADARO et al.1986; CALDAS et al. 2001, 2002; NASCIMENTO et al. 2005) n&o s
pelas diferencas dos preparados antigénicos usados nos testes imunolégicos, como
também, pelas diferencas de idade das amostragens dos individuos envolvidos nos
estudos. Portanto, as comparacdes apresentadas devem ser vistas com a devida
consideracao em virtude das diferencas metodolégicas.

Na Europa, ao sul da ltalia, na Sicilia, regiao do Mediterraneo, antigo foco de
leishmaniose visceral, onde a doenca tem como agente causal a Leishmania (L.)
infantum. Demonstrou-se por intermédio da RIM, usando antigeno (promastigotas)
homologo do parasito, taxa de prevaléncia da infec¢do de 16.6% em individuos de
todas as idades, constituindo um resultado mais proximo ao do presente estudo
(prevaléncia pela RIM de 11.2%), e que pode estar refletindo alguma semelhanca na
dindmica de transmissao entre L. (L.) infantum e L. (L.) chagasi (PAMPIGLIONE et
al. 1975).

Na Africa, especialmente no Sudéo, onde a leishmaniose visceral representa
um grave problema de saude publica, sendo responsabilizada pela morte de cerca
de 100.000 individuos durante parte da década de 80 (ZILISTRA et al. 1994), a
situacao epidemioldgica da infeccao humana por Leishmania (L.) donovani, o agente
causal da doenca, parece, sem duvida, bastante delicada, haja vista que, ainda
recentemente, foi detectada taxa de prevaléncia da infecgao pela RIM, com antigeno
de promastigotas do mesmo parasito, variando de 33 a 56% na populacao total de
duas localidades, Mushrau Koka e Um-Salala, respectivamente, o que sugere uma
transmissdo mais intensa da infecgdo nessa regido da Africa (KHALIL et al. 2001),
do que a existente na vila Santana do cafezal, municipio de Barcarena, estado do
Para na Amazénia brasileira.

O segundo tipo de analise epidemiolégica foi baseado na combinagcdo dos
resultados entre a RIM e a RIFI, o que permitiu determinar a prevaléncia real da
infecgdo, a qual representou a coordenada mais fidedigna da verdadeira situagao
epidemioldgica da infeccao na area estudada. Até o presente, parece que esse tipo
de abordagem sobre a prevaléncia da infeccdo humana por L. (L.) chagasi constitui
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uma observacdo inédita nas Américas. Assim sendo, com base nesse tipo de
analise, foi encontrada uma prevaléncia real da infeccao de 12.6% (120/946), o que
representa, possivelmente, um achado Unico no Brasil. Dessa casuistica, 55.8% dos
casos pertenceram ao sexo masculino e 44.2% ao feminino, nao havendo diferenca
significativa (p> 0.05) entre os grupos infectados, confirmando que o sexo néo
representa uma variavel influente na distribuicdo da infeccdo humana por L. (L.) i
chagasi. No tocante a prevaléncia da infec¢do por faixa de idade, foi interessante
observar que os dois grupos de faixa menor, 1 a 10 e 11 a 20 anos, apresentaram
taxas semelhantes (p> 0.05) da infecgcéo, 19.2% e 25.8%, respectivamente, e ambas
menores (p< 0.05) que a taxa de 55% encontrada no grupo de faixa maior (=21
anos), sugerindo que a infeccao vai sendo acumulada, progressivamente, com a
idade. Esse achado, também foi observado na infecgdo humana por L. (L.) infantum
na regiao da Sicilia, ao sul da ltalia (PAMPIGLIONE et al. 1975).

Com relacao a especificidade da RIM e da RIFI no contexto da prevaléncia
da infeccao, foi demonstrado que, dos 106 casos positivos pela RIM, 55.6% dos
individuos apresentavam um forte carater imunolégico de resisténcia a infeccao
(hipersensibilidade +++/++++), fato que, possivelmente, estd expressando uma
amostra significativa de individuos infectados que, ao longo do tempo, vem
recebendo, naturalmente, estimulos antigénicos repetidos através da picada
infectante do flebotomineo vetor (Lutzomyia longipalpis) na area do estudo. Nesse
sentido, é possivel que essas “doses infectantes naturais” representem uma
estratégia importante para ser considerada em um futuro programa de prevencao
com uma vacina contra a infecgao.

Por outro lado, dos 32 casos positivos pela RIFI, observou-se que apenas
25% apresentavam perfil de susceptibilidade a LVA (= 1280 IgG), enquanto 75%
mostraram baixa reatividade sorolégica (80-640 IgG), sugerindo que, na situagao
estudada, apenas uma minoria dos individuos com expressdo de resposta imune
CD4/Th2 era candidata a desenvolver a LVA, fato que s6 foi confirmado em 12.5%
dos individuos soro-reagentes. Ainda nesse sentido, dentro do contexto da
prevaléncia real da infeccdo (12.6%), cabe lembrar que a razdo entre doenca e
infecgdo foi 1:30, enquanto em Jacobina, no Estado da Bahia, onde a prevaléncia da
infeccdo pela RIM foi 34.1%, essa razdo foi 1:18.5 (BADARO et al. 1986a,b), e em
Raposa, no Estado do Maranhao, com prevaléncia da infeccdo também pela RIM de
18.6%, a razado foi 1:119(CALDAS et al. 2001). Entretanto, faz-se necessario
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lembrar, novamente, que nessas localidades as taxas de prevaléncia da infeccéao
foram obtidas de criangcas com até 15 anos de idade.

Além das avaliacbes relativas a prevaléncia da infeccdo, cabe enfatizar
ainda que a combinacdo dos resultados da RIM e da RIFI, com a respectiva
avaliacao semi-quantitativa da escala de escores, junto com a avaliacao clinica, foi
capaz de identificar um largo espectro clinico e imunolégico da infeccdo humana por
L. (L.) chagasi, representado por 5 perfis clinico-imunolégicos:

1) Infeccao assintomatica (IA) (RIM+/++++ e RIFI-),

2) Infecgéo sintomatica (IS= LVA),

3) Infeccao sub-clinica oligossintomatica (ISO), com perfis imunes iguais

(RIM- e RIFl+++/++++),

4) Infeccao sub-clinica resistente (ISR) (RIM+/++ e RIFI+/++) e,

5) Infecgéo inicial indeterminada (Ill) (RIM- e RIFI+/++).

Estes perfis permitiram estabelecer um diagnéstico clinico da presente
situacao da infeccao na area do estudo.

Desse modo, durante a intervencao da prevaléncia, esse tipo de abordagem
permitiu identificar a seguinte ordem de freqiéncia das taxas desses perfis clinico-
imunoldgicos:

1. O perfil 1A foi o mais freqiiente, com os 73.4% dos casos;

2. O perfil ISR foi 0 segundo mais freqiiente, com os 15% dos casos;

3. O perfil lll foi o terceiro mais frequente, com os 5% dos casos;

4. O perfil IS (= LVA) foi o penultimo nessa ordem, com os 3.3% dos

Casos;

5. O perfil ISO foi o ultimo, com 3.3% dos casos na prevaléncia da

infeccao.

Este estudo mostrou, ainda, que a grande maioria (73.4%) dos individuos
infectados residentes na area endémica apresenta um perfil de resposta imune de
resisténcia contra a infeccao (RIM+/++++ e RIFI-), confirmando a importancia da
resposta imune Th1 (hipersensibilidade) no controle da infecgcdo. Como resultado,
todos os individuos identificados nesse perfil eram assintomaticos.

O perfil novo ISR (Infec¢do sub-clinica resistente), que também apresentou
um importante nivel de resisténcia imunolégica (RIM+/++) contra a infecgao, foi
representado por significante parcela (15%) de individuos infectados na area. Desse
modo, se considerarmos os dois perfis juntos, IA e ISR, ambos representaram quase
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90% (88.4%) de todos os individuos portadores da infeccdo na area endémica.

Outro achado significante deste estudo foi identificar os individuos infectados
no perfil lll (Infeccao inicial indeterminada), ja que os mesmos apresentavam o mais
incipiente estagio da infecgdo, com uma aparente tendéncia em desenvolver,
preferencialmente, a resposta humoral, porém sem uma definicdo ainda do seu perfil
de resposta imunoldgica. Esta condicao foi fundamental para considera-la como uma
infeccdo inicial indeterminada, com potencial para desenvolver-se tanto para os
perfis de resisténcia imune, IA e ISR, como para os perfis de susceptibilidade imune,
IS (= LVA) e ISO. Esta condigdo dubia confere ao perfil [l uma importancia crucial
em programas de controle da LVA humana, ja que pode servir no monitoramento de
individuos recém-infectados na é&rea endémica. Neste estudo foi observado,
também, que a idade pode influenciar o desenvolvimento da infeccao. A este
respeito, a maioria dos autores tem mostrado um numero maior de casos com
infeccdo sub-clinica oligossintomatica do que com LVA, em criancas com até 15
anos de idade (BADARO et al, 1986a, b) ou até 5 anos (GAMA et al, 2004). No
presente trabalho, foram mostradas taxas de freqiiéncia iguais de 3.3% para os
perfis clinico-imunolégicos IS (= LVA) e ISO, provavelmente, porque foram avaliados
individuos de diferentes idades, sem prestigiar uma determinada faixa etaria,
sugerindo que nos trabalhos citados pode ter havido uma concentracdo de
individuos susceptiveis na amostra examinada. De fato, a influéncia da idade no
desenvolvimento da infeccdo foi demonstrada comparando-se a idade entre os dois
perfis, jA que a média de idade do perfil ISO (33.6 anos) foi maior (p< 0.05) que a do
perfil IS (10.7 anos), sugerindo que individuos maiores de idade parecem
desenvolver uma resposta imune Th1 mais eficiente contra a infeccdo e uma
condigdao menor para desenvolver o perfil IS (= LVA).

Por ultimo, em trabalho recente também do tipo transeccional realizado em
outra localidade do nordeste do Estado do Para, municipio de Cametd (ROSAS
FILHO et al, 2007), que apresenta incidéncia de LVA maior que a do municipio de
Barcarena (SESPA, 2004), foi possivel confirmar a utilidade deste tipo de
abordagem para avaliar a transmissao e o espectro clinico-imunoldgico da infecgao
humana por L. (L.) chagasi na referida localidade. A prevaléncia da infeccdo de
18.4% foi maior (p< 0.05) que a encontrada em Santana do Cafezal (Barcarena) de
12.6%, e as taxas de freqiéncia dos perfis clinico-imunoldgicos ficaram
estabelecidas na seguinte ordem: |A 47.5%, Il 25.7%, ISR 22.3%, ISO 3.9% e IS (=
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LVA) 0.5%. Estes resultados sugerem que em uma area com elevado nivel de
transmissdo da infec¢do, onde as taxas de frequéncia dos perfis Ill e ISR séo
também altos, deve existir uma grande concentracdo de casos recentes da infeccao
(25.7%), sendo superada somente pela freqtiéncia dos casos estabelecidos no perfil

de resisténcia imunologica IA (47.5%).

6. CONCLUSAO

Este estudo representou a primeira experiéncia no sentido de propor o mais
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largo espectro clinico-imunolégico da infeccdo humana do L. (L.) chagasi no Novo
Mundo, usando uma metodologia simples, barata e reproduzivel. Conforme referido,
essa abordagem permitiu a identificacdo de cinco perfis clinico-imunolégicos, dois a
mais, o ISR (Infeccado sub-clinica resistente) e o Il (Infecgéo inicial indeterminada),
que os trés, IA (Infeccdo assintomatica), IS (Infeccdo sintomatica= LVA ativa) e ISO
(Infeccado sub-clinica oligossintomatica), previamente ja reconhecidos por outros
autores (BADARO et al. 1986b; JERONIMO et al. 2000; GAMA et al. 2004). O
espectro proposto tem a vantagem de promover uma visibilidade melhor sobre as
alternativas clinicas e imunoldégicas que tomam parte na interacao entre a L. (L.)
chagasi e a resposta imune do homem, além de representar uma ferramenta
importante para ser usada em programas de controle da LVA. Além disso, a
amplitude desse espectro com cinco perfis clinico-imunoldgicos pode estar
refletindo, também, o polimorfismo genético associado aos mecanismos
imunoldgicos responsaveis pela resisténcia contra a infeccdo humana por espécies
de Leishmania que causam leishmaniose visceral (PEACOCK et al. 2001, 2002;
BLACKWELL et. al; 2004, JAMIESON et al. 2007).

Complementarmente esta dissertacdo podera incentivar a realizacdo de
estudos com metodologia semelhante em outras localidades, proporcionando uma
abordagem que possibilite avaliar a real dimensao da infec¢ao pela L. (L.) chagasi
nas populacées residentes em areas endémicas de leishmaniose visceral

americana, sobretudo na Amazoénia Brasileira.
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APENDICE A

Projeto de pesquisa: “INFECGAO HUMANA POR Leishmania (Leishmania)
chagasi EM AREA ENDEMICA DE LEISHMANIOSE VISCERAL NO ESTADO DO
PARA, BRASIL: UMA ABORDAGEM EPIDEMIOLOGICA, CLIiNICA E

IMUNOLOGICA”.

FICHA PROTOCOLO
FICHANe_ DATA__/ |
DADOS DE IDENTIFICACAO
Nome: Apelido:
Sexo:  ldade:  Nascimento: / /
Naturalidade:
Ocupacao:
Endereco
Atual:
Em Caso de Criancas:
Pai: Apelido:
Mae: Apelido:
DADOS CLINICOS
Febre:_  Caso sim, caracterizar:
Diarréia;:_ Caso sim, caracterizar:
Tosse: Caso sim,caracterizar:
Adinamia:__ Caso sim, ha quanto tempo?
Perda de peso: Caso sim, ha quanto tempo?

Outros sintomas:

Doencas associadas:

Mucosas: Normocoradas ( ) Hipocoradas ( ) Quantificar(De + a ++++) :
Palidez cutanea: Sim ( ) Nao ( ) Quantificar((De + a ++++):

Hepatomegalia: Sim ( ) N&o ( ) Quantificar (De + a ++++):

Esplenomegalia: Sim ( ) Nao ( ) Quantificar (De + a ++++):

Especificar outros sinais:




RESULTADO DE EXAMES

Imunofluorescéncia indireta:

43

Intradermorreacdo de Montenegro:

Responsavel pelo preenchimento

Investigador
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APENDICE B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Baseado na Resolucao N° 196 de 10/10/1996 do Conselho Nacional de
Saude)

Pelo presente Termo de Consentimento, declaro que fui informado(a) de
forma clara, detalhada e por escrito, da justificativa, dos objetivos, e dos
procedimentos da pesquisa intitulada “INFECGAO HUMANA POR Leishmania
(Leishmania) chagasi EM AREA ENDEMICA DE LEISHMANIOSE VISCERAL NO
ESTADO DO PARA, BRASIL: UMA ABORDAGEM EPIDEMIOLOGICA, CLINICA E
IMUNOLOGICA”. Tendo como investigador o médico Méario de Souza Rosas Filho,
com o patrocinio da Universidade Federal do Para (UFPA) e do Instituto Evandro
Chagas (IEC).

Fui informado (a) ainda:

l. Que a participacao neste estudo é voluntaria, assim como a sua recusa e, que
nao havera qualquer tipo de retaliacdo ou perda de beneficios caso resolva sair da
pesquisa durante sua realizacao;

Il. Que, havendo concordancia para a participacéo no estudo, me comprometo a
realizar as seguintes atividades:

1. Responder um questionario e ser examinado clinicamente pelo
pesquisador e por académicos de medicina da Universidade Federal do Para
(UFPA) devidamente supervisionados pelo primeiro.

2. Realizar uma coleta de sangue, usando-se material descartavel, objetivando
a realizacao da Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e da Intradermoreacao
de Montenegro (IRM) exames recomendados pelo Ministério da Saude para o
diagnéstico do Calazar, cujo resultado sera entregue pelo pesquisador em meu
domicilio;

[I. Da seguranca de que nao serei identificado (a) e que se mantera o carater
confidencial das informacgdes relacionadas com minha privacidade e a protecao da
minha imagem;

Nestes termos e considerando-me livre e esclarecido (a), consinto em participar

da pesquisa proposta, resguardando ao autor do projeto a propriedade intelectual
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das informagdes geradas e expressando a concordancia com a divulgacao publica
dos resultados.
Data: ...... VY -

Nome completo do participante Idade Sexo

Assinatura do participante ou responsavel
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MS - SECRETARIADE VIGILANCIA B SAUQE

INSTITUTO
EVANDRO
CHAGAS

Belém, 18 de margo de 2004,

Protiocolo CEP/IEC - N° 16/2003

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Protocolo:  “Estude da influencia da densidade populacienal do vetor Intzomia
longipalpis sobre a infec¢io humana e canina por leischmania (L}
Chagasi”.

Pesquisador Responsavel:  ELZA ALVES PEREIRA

Conforme decisdo do Comité de wEtica em Pesquisa do Institutc Evandre
Chagas/SVS/MS, em reunido ordinaria realizada no dia 17/03/2004, cientificamos que o
referido projeto foi considerado APROVADO. ‘

Recomenda-se ao coordenador que mantenha atualizados todos os documentos
pertinentes ao projeto, inclusive, as fichas preenchidas do Terme de C onsentimento Livre €
Esclarecido.

Este CEP se incumbird dos procedimentos de acompanhamento preconizados pela
Resolucdo 196/96 e suas complementares, do Conselho Nacional de Satde/MS.

Relatorio Final - devera ser elaborado-um consolidado, incluindo os resultados
finais, em wm prazo méaximo de 60 (sessenta) dias, apos a finalizagdo da pesquisa.

/] /

/ / g / 19 /// ’/,'/’:) Kj /[7 :
I\y/b\ Of DO Crro PEREIRA SOARES

]
/ Coordenador do CEP/IEC

AV. ALMIRANTE BARROSO, 492 — BAIRRO: MARCO - CEP: 66090-00C - BELEM-PA - C.N.P.J.; 26.989,350/0439-09 FONE: (091) 246-6422 — FAX: (091) 266-4669
RODOVIA BR 316- KM 07, SN° - BAIRRQ - LEVILANDIA - CEP: 67.030-000 - ANANINDEUA-PA — FONE: (091) 214-2060

Lt WW W e, pa.gov . br
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