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RESUMO

“Infeccao por L (L) chagasi e associagdo entre anticorpos anti-saliva da Lutzomyia
longipalpis e positividade ao teste cutdneo anti-Leishmania em criangas residentes
em areas endémicas de leishmaniose visceral”. DORLENE MARIA CARDOSO
DE AQUINO.

A resposta humoral anti-saliva do flebotomineo esta associada a presencga de
anticorpos anti-Leishmania, em criangas residentes em areas endémicas para
leishmaniose visceral (LV). Tais achados, entretanto, baseiam-se em um estudo
seccional com uma pequena amostra. O presente estudo, de coorte prospectivo
(janeiro 2003 a janeiro 2005) com 1080 criangas (idade inferior a 10 anos), objetiva
avaliar o desenvolvimento de anticorpos anti-saliva do flebotomineo, bem como,
anticorpos anti-Leishmania e reacao de hipersensibilidade tipo tardia (DTH) ao
antigeno de Leishmania, e identificar possiveis fatores de risco para a infecgao. As
caracteristicas demograficas da populacao estudada eram: 1 a 6 anos de idade
(66,6%), sexo feminino (52,0%), cor parda (77,1%) e residéncia em casa com cinco
a sete pessoas (57,8%). A cobertura de telha foi mencionada em 77,0% dos
domicilios e desses, 96,1% eram servidas por rede de agua tratada, 68,5%
gueimavam o lixo produzido e em 51,2% o destino dos dejetos era a fossa negra. A
criagdo de animais foi referida por 52,3% das familias, e a proximidade destes
(principalmente caes) por 93,7%. Chiqueiro (20,6%) e galinheiro (61.3%) foram,
frequentemente, relatados na proximidade das casas. A presenga de flebotomineos
foi mencionada por 30,6% dos familiares. Historia anterior de LV na familia foi
referida por 205 (19,0%) das criangas envolvidas no estudo. A DHT no inquérito
inicial mostrou prevaléncia de 31,8%, com incidéncias de 24,6% e 7,2%, nos 12° e
24° meses de observacao, respectivamente. A positividade ao teste ELISA anti-
leishmania a prevaléncia foi de 17,1% (inquérito inicial) com incidéncias de 6,6%,
3,8%, 17,2% e 37,3% aos 6° 12° 18° e 24° meses, respectivamente. Apesar da
positividade de anticorpos anti-leishmania, nenhuma crianga desenvolveu sintomas
de LV. A variavel “criagdo de animais” esteve associada ao risco de infecg¢ao por L.
(L.) chagasi, quando o exame utilizado foi o ELISA, enquanto que, as variaveis
“abastecimento com agua de pocgo”, “criagdo de animais” e “resposta negativa
quanto a presenca de flebotomineo” mostraram-se associadas quando o teste
utilizado foi a DTH. Os anticorpos anti-saliva do flebotomineo apresentaram
prevaléncia de 16,1% no inquérito inicial e incidéncias no 6°, 12° 18° e 24° meses
de, respectivamente, 0,4%, 3,8%, 1,9% e 2,7%. Nao houve diferenca
estatisticamente significante nos niveis de anticorpos IgG anti-saliva nas diferentes
faixas etarias (menores de 1 ano, de um a trés, de quatro a seis, e de sete a nove
anos de idade) no inquérito inicial (teste de Kruskal-Wallis usado para comparar os
niveis de anticorpos nos diferentes grupos de idade e pontos de estudo). Com
excegao do grupo de menores de 1 ano, os anticorpos IgG anti-saliva, declinaram
em fungdo do tempo (p<0.01 nos demais grupos de idade). A associacdo entre
anticorpos anti-saliva e DTH anti-Leishmania foi estatisticamente significante (p<
0.0006 pela analise de sobrevivéncia de Kaplan-Meyer). Nossos resultados
mostram que: a) altos titulos de anticorpos anti-leishmania nem sempre se



correlacionam com o desenvolvimento de LV; b) a sensibilidade de anticorpos anti-
saliva é baixa, uma vez que, muitas criangas foram expostas (evidenciado pelos
anticorpos anti-leishmania ou DTH positivos), mas nao exibiram reagédo anti-saliva
positiva; Mais importante, este estudo de coorte forneceu evidéncias de associagao
estatisticamente significante entre anticorpos IgG anti-saliva do flebotomineo
positivos e resposta imuno-celular anti-leishmania.

Palavras-chaves: Leishmaniose visceral humana; anticorpos anti-saliva do
flebotomineo; anticorpos anti-leishmania; reacdo de hipersensibilidade tardia anti-
leishmania.



ABSTRACT

Infection by L (L) chagasi and evaluation of anti- Lutzomyia longipalpis saliva
immune response in children from endemic areas for visceral leishmaniasis in Sao
Luis area, Maranhao State. DORLENE MARIA CARDOSO DE AQUINO.

Positivity of anti-sand fly saliva humoral response has been correlated to the
presence of anti-leishmania immune response in children living in endemic areas
for visceral leishmaniasis (VL). Such findings however were based on sectional
studies with small samples. The present study is a prospective cohort study
(January 2003 to January 2005) with 1080 children (below 10 years old) aimed at
evaluating the development of anti-sand fly saliva antibodies as well as anti-
leishmania antibodies and delayed-type hypersensitivity (DTH) to leishmanial
antigen. Demographic characteristics are: one to six years old (66,6%), female
(52,0%), mulatoes (77,1%) and living in households with five to seven persons
(57,8%). Tile roof was present in 77,0% of households and 96,1% of them were
served by running treated water but 51,2% did not have swage. Raising animals
was recorded by 52,3% of families, and proximity to animals (mainly dogs) referred
to by 93,7%. Pigsty (20,6%) and hen houses (61,3%) were frequently observed in
proximity to the houses. In house sand flies were referred to by 30,6% of families.
Previous history of VL in the family was present in 205 (19,0%) children enrolled in
the study. at time zero had a prevalence of 31,8% with incidences of 24,6%, 7,2%
at time 12 and 24 months respectively. A positive anti-leishmania ELISA test had a
prevalence of 17.1% (time zero) with incidences of 6,6%, 3,8%, 17,2% and 37,3%
at times 12, 18 and 24 months, respectively. Despite the presence of positive anti-
leishmania antibody titers no child developed symptoms of VL. Raising animals
was a risck factor associeted with infection by the ELISA test, while extra
domiciliary water source, raising animals and negative question to sand flies in
house were associeted with infection when the test was the DTH. Anti-sand fly
saliva antibodies exhibited a positivity of 16,1% at time zero, and of 0,4%, 3,8%,
1,9% e 2,7% at times six, 12, 18 and 24 months, respectively. At time zero, no
statistically significant difference was observed in anti-saliva IgG antibodies at the
different age ranges (below 1yr, one to three, four to six or seven to nine).
(Kruskal-Wallis test was used to all comparisons of antibody levels at different age
ranges or time points). Except the group below 1 year, anti-saliva IgG antibodies
declined as function of time (p<0.001 in all age ranges). The association between
anti-saliva antibodies and anti-leishmania DTH was statistically significant
(p<0.0006 by Kaplan-Meyer survival analysis). Our results show: a) high anti-
leishmania IgG antibodies do not always correlate to VL development; b) sensitivity
of anti-saliva antibodies is low as many exposed children (evidenced by positive
anti-leishmania antibodies or positive ) did not exhibit positive anti-saliva reactions.
Most importantly, this large cohort study puts in evidence a statistically significant
correlation between positive anti-sandfly saliva IgG antibodies and anti-leishmania
cell-mediated immunity.

Keywords: Human visceral Leishmaniasis; Anti-sandfly saliva antibodies; anti-
leishmania antibodies; anti-leishmania delayed-type hypersensitivity



1 INTRODUGAO

As leishmanioses sao um grupo de enfermidades parasitarias que
se encontram entre as seis endemias mundiais de prioridade para a
Organizacao Mundial da Saude (O.M.S.), estando presente em areas tropicais
e subtropicais das Américas, Africa, Asia e Europa. A estimativa ¢ de 12
milndes de pessoas infectadas e aproximadamente dois milhdées de casos
novos por ano em todo mundo. Destes, 1.500.000 sao casos de leishmaniose
tegumentar (LT) e 500.000 de visceral (LV). Dos casos de LV, registrados em
todo o mundo, 90% ocorrem em cinco paises: Bangladesh, india, Nepal, Sudéo
e Brasil (DESJEUX, 2001; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000; 2002).
Em algumas regiées do mundo tem sido observado um aumento no numero de
casos de LV, sendo este atribuido a fatores tais como mudangas no
comportamento humano e ambiental, incluindo migragdo da area rural para a
urbana, crescimento acelerado e nao planejado, desmatamento e construgcao
de represas. Acrescenta-se a estes fatores, os de risco individual como a ma

nutricdo e a imunossupressao (TDR, 2004).

No Brasil, 0 aumento de casos e a expansao da infec¢ao por L.
chagasi tem sido crescente e intensificada pelo fendmeno da urbanizagao.
Fatores socioambientais, como o desmatamento, reduzindo a disponibilidade
de animais silvestres como fonte de alimentagdo para o vetor, colocando
assim, o cao e o homem como alternativas alimentares, e o0 processo
migratorio, que trouxe para a periferia das cidades populagbes (humana e
canina) originarias de areas rurais onde a doenga era endémica, contribuem
nao s6 para o aumento do numero de casos, mas também para a expansao
geografica da doenga (COSTA et al., 1990; JERONIMO et al., 1994;
MONTEIRO,et al.; 1994; SIMPLICIO et al., 2002).

No Brasil, a LV é uma doenga endémica. Das 27 Unidades
Federadas do Pais, 20 (74,1%) ja notificaram casos, incluindo a periferia de
grandes cidades do Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste e em localidade onde
até 2005 nédo havia registros, como observado no Distrito Federal. De acordo
com o Ministério da Saude do Brasil, os dados acumulados no periodo de 1980



a 2005 totalizaram 60.969, com uma letalidade de 5,1%, variando de 3,1% a
21,3%. Os estados da Bahia, Ceara, Maranhao e Piaui, detém 77,5% dos
casos registrados no territério nacional. A maior incidéncia é em menores de
dez anos de idade, sendo 41% dos casos em criangas com idade inferior a
cinco anos. Esses dados tornam essa endemia uma prioridade de saude
publica no Brasil, nao s6 nos estados com maior nimero de casos, como
também, naqueles onde a doenca foi recentemente registrada, devido a
possibilidade de maior expansdo da mesma (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1990; BRASIL, 2004; 2005; 2006; ORGANIZACAO PAN-
AMERICANA DE SAUDE, 2002).

A doengca que, inicialmente, apresentava um perfil
predominantemente rural, veio aos poucos, adquirindo caracteristica
periurbana e hoje se encontra presente em bairros urbanizados de grandes
cidades, entre elas Rio de Janeiro — RJ, Teresina - Pl, Sdo Luis - MA, Belo
Horizonte e Montes Claros — MG (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1990;
MARZOCHI,1994; TESH,1995; BRASIL, 2004).

No estado do Maranh&o, embora os primeiros relatos de casos de
LV datem de 1934, a epidemia teve inicio em 1982, com posterior aumento de
casos a cada ano, somando, até o ano de 2005, 8.484 casos, 0 que
corresponde a 13,9% do total registrado no Pais. Nos anos de 2002 e 2003, o
Estado ocupou o primeiro lugar do Brasil, sendo responsavel por 25,8% e
48,5%, respectivamente, dos casos notificados na regidao Nordeste. Embora a
maioria dos casos seja proveniente de municipios que compdem a ilha de Sao
Luis (Sao Luis, Sao José de Ribamar, Pago do Lumiar € Raposa) a LV tem se
expandido para outros municipios do Estado com casos notificados em 139
(64,1%) dos 217 municipios existentes (ALVIM et al.,1986; COSTA, et al.,,
1995; NASCIMENTO et al., 1996; SILVA, et al., 1997; CALDAS, 2004; SES-
MA, 2006).

Para BUSS (2000) a ma distribuicao de renda, o analfabetismo e
0 baixo grau de escolaridade, assim como, as condicdes precarias de
habitagao e ambiente tém um papel importante nas condi¢coes de vida e saude
da populagao, particularmente, em paises como o Brasil e outros da Ameérica
Latina.
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As precarias condigoes socioecondmicas, ambientais e habitos de
vida observados em areas endémicas de LV, séo relevantes na epidemiologia
da doenca e parecem favorecer a manutencdo do ciclo de transmissao da
mesma. Na llha de Sao Luis-Maranhéo, os focos da doencga se localizam em
regides periurbanas originadas de areas invadidas e ocupadas a custa de
desmatamentos, contribuindo assim para uma maior exposicao ao vetor da
doenga (COSTA et al., 1995; NASCIMENTO et al., 1996; GAMA et al., 1998;
CALDAS et al., 2001).

Do ponto de vista epidemiologico, a LV pode apresentar-se em
dois ciclos de transmissao, o silvestre e o domiciliar ou peridomiciliar. No ciclo
silvestre estao envolvidos o vetor Lutzomyia longipalpis e os reservatérios, as
raposas (Dusicyon vetulus — no Nordeste e Sudeste brasileiro e Cerdocyon
thous na Amazonia) e os marsupiais (Dldelphis albiventris — Brasil). O homem e
0 cao (cannis familiaris) podem adquirir a infecgdo penetrando nesse habitat.
No ciclo domiciliar ou peridomiciliar o cao infectado passa a ser a principal
fonte de infeccao para o Lu. longipalpis, que a transmite ao homem (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1990; REBELO, 1999; BRASIL, 2004).

Vinte espécies de Leishmania sdo patogénicas para o homem e
30 espécies de flebotomineos tém sido identificados como vetores (SHAW,
1994; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002; OPAS, 2002). Os parasitas
responsaveis pela LV sao protozodarios da familia Trypanosomatidae do género
Leishmania, sendo conhecidas trés espécies que causam a doenga:
Leishmania (L.) donovani; Leishmania (L.) infantum e Leishmania (L.) chagasi
que €& a espécie mais isolada em pacientes com LV no Novo Mundo.
Atualmente alguns autores consideram a L. chagasi e L. Infantum como
similares sob o ponto de vista genético (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2000; MAURICIO et al., 2001; BRASIL, 2004).

No MediterrAneo e Américas do Sul e Central, a LV ocorre com
maior freqiiéncia em criangas, na maioria do género masculino. Ja na Africa
Central e Oriental, os adultos sdo os mais acometidos pela doenga (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2000).
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A Leishmania é transmitida pela picada de insetos fémeas da
familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, sendo os do género Lutzomyia
nas Américas e Phlebotomus no Velho Mundo (Europa, Asia e Africa). A
espécie Lu. longipalpis é a mais importante transmissora da LV nas Américas e
constitui o elo de ligacdo entre reservatorios e 0 homem, que se comporta
como hospedeiro acidental da L. chagasi WORLD HEALTH ORGANIZATION,
1990; REBELO et al, 1996). No Brasil, a Unica espécie de flebotomineo
relacionada a transmissao da LV era a Lu. longipalpis. Recentemente uma
outra espécie, a Lutzomyia cruzi tem sido incriminado como vetor de L. chagasi
em Corumba-MS (GALATI et al., 1997; SANTOS et al., 1998).

Os flebotomineos sao pequenos insetos cor do tipo palha ou
castanho claro, com corpo piloso, cujo comprimento raramente ultrapassa 0,5
cm. Locomovem-se em vOos saltitantes, mantendo as asas eretas durante o
repouso. Em seu ciclo de desenvolvimento, passam por uma evolugao
completa que compreende quatro estagios: ovo, larva, pupa, e inseto adulto,
sendo por isso, denominados de holometabolos. O ciclo completo de evolugao
varia de 28 a 36 dias, e a oviposigao, geralmente, se inicia no quinto dia apds
alimentacdo com sangue. Cada fémea produz em torno de 24 a 52 ovos
(RANGEL et al, 1986; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1997; REBELO,
1999; KILLICK-KENDRICK, 1999).

Quando adultos (machos e fémeas), alimentam-se de substancias
gue contém carboidratos. As fémeas possuem habito hematofagico porque
necessitam de suprimento sanguineo, para a maturacdo do ovario e
desenvolvimento dos ovos, obtendo-o em uma ampla variedade de vertebrados
(DEANE & DEANE, 1962; SHERLOCK & GUITTON, 1969a; DIAS et al., 2003).

O Lu. longipalpis possui habitos crepusculares e noturnos. E
estimado que o seu alcance de vdo nao ultrapasse 100 metros num periodo de
24 horas (ALEXANDER, 1987). Sua atividade comecga ao entardecer, atingindo
seu pico entre 21 e 23 horas, desaparecendo em torno das 5 horas da manha.
Dentro das residéncias, as fémeas podem ser encontradas apés este horario,
nas paredes sombrias dos quartos ou sobre quadros e frestas (DEANE &
DEANE, 1962; SHERLOCK & GUITTON, 1969b; ARIAS et al.,1996; DIAS et
al., 2003).
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Durante o repasto sangliineo sobre o hospedeiro infectado sao
ingeridas, pelas fémeas do flebotomineo, as formas amastigotas. Apos a
ingestao, o alimento comeca entdao, a ser envolvido por uma estrutura
secretada no epitélio denominada de matriz peritréfica (WALTERS, 1993;
WALTERS et al., 1995; PIMENTA et al, 1997). Inicialmente, o sangue ingerido
juntamente com as formas em divisdo, vai localizar-se no intestino médio do
inseto, protegido pela matriz peritrofica, onde permanece durante 3 dias. Apos
este periodo, ocorre a degeneragao da matriz peritrofica e migragao das formas
promastigotas para o segmento anterior do tubo digestivo onde sofre mais
divisdes e diferenciagao tornando-se infectantes. Durante os préximos dias os
parasitas migram para a regiao anterior do trato digestivo, principalmente,
valvula estomodeal. A cada novo repasto sanglineo o relaxamento dos
musculos responsaveis pela sucgao provoca o refluxo dos parasitas, infectando
o novo hospedeiro (LAINSON & SHAW, 1978; MARZOCHI et al, 1981).

Quando o flebotomineo infectado pica outro hospedeiro, animal
ou homem, libera as formas promastigotas, que serdo fagocitadas por células
do Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM). No interior dos macrofagos, dentro
do vacuolo parasitéforo, se diferenciam em amastigotas, e multiplicam-se
intensamente por divisao binaria, até que a célula se rompa liberando novos
parasitas que serdo novamente fagocitados por outros macréfagos. Esse
processo se da de forma continua resultando em disseminagao hematogénica
para outros tecidos ricos em células do SFM, tais como: linfonodos, figado,
baco e medula 6ssea (CARVALHO et al., 1995).

1.1 Aspectos clinicos e imunolégicos

A resposta imune do hospedeiro a penetragdo da Leishmania, se
inicia com uma resposta inflamatoéria inespecifica, com acumulo de leucdcitos
no sitio da infeccao. As primeiras células a migrarem para o local da infecgéo
sdo os polimorfonucleares neutréfilos (PMNs); estes fagocitam as formas

promatisgotas que poderao ser destruidas por enzimas proteoliticas e
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producao de éxido reativo (PEARSON & STEIGBIGEL, 1981; CHANG, 1981;
LIMA et al., 1998; MULLER et al., 2001).

Os neutrdfilos infectados secretam Interleucina 8 (IL-8) e
“macrophage inflamatory protein 1-p” (MIP-1B) que atraem mais neutrdfilos e
macréfagos para o sitio da infecgdo (SCAPINI et al, 2000; LAUFS et al., 2002).
Cerca de vinte e quatro horas apés a infecgao, as células natural killer (NK)
alcangam o sitio da infeccdo (MULLER et al., 2001). Tem sido descrito que as
células NK sao fontes de interferon gama (IFN-y), o qual auxilia na
diferenciagéo da sub-populacéao de células CD4+ e induz resisténcia a L. major
em camundongos (SCHARTON & SCOTT, 1993).

A penetragdo da Leishmania no macréfago, segundo grupo de
celulas a entrar no sitio da infecgao, é fundamental para o estabelecimento da
infeccao. Sua adesao na célula alvo é pré-requisito para a fagocitose, que
ocorre principalmente através de interacdo entre receptores celulares do
hospedeiro (CR1, CR3) e moléculas da superficie do microorganismo, 0s
lipofosfoglicanos (LPG) e a protease de superficie (gp63) (HADMAN &
BULLEN, 2002; ZAMBRANO-VILLAS et al., 2002).

A internalizagdo das leishmanias nos macréfagos resulta em uma
série de reagdes bioquimicas que podem ativar ou inibir as fungdes das células
hospedeiras. O principal mecanismo para a destruicdo da Leishmania é a
ativacdo do macréfago em resposta ao IFN-y. Este passa, além de produzir
metabdlitos tdxicos de oxigénio tais como 6xido nitrico (NO), superoxido (O,) e
peroxido de hidrogénio (H.0.) (ASSREUY et al.,, 1994), a liberar diferentes
tipos de citocinas (TNFo, IL-6; IL-12 e IFN-y) (REIMANN et al., 1994,
HIROHASHI & MORRISON, 1996; KATO, et al., 1997, MUNDER et al., 1998).

A analise do padrao de citocinas produzida por clones de células
TCD4+ murina forneceu entendimento da regulagdo imune as infecgoes. A
resposta imune de resisténcia versus suscetibilidade, nos modelos murinos de
infecgao intracelular, parece ser regulada por duas subpopulagoes de células
T: Th1 e Th2 (MOSMANN et al., 1986). As células Th1 produzem interleucina 2
(IL-2) e interferon gama (IFN-y) e aumentam a imunidade mediada por células
(CHER & MOSMANN, 1987). O IFN-y ativa macréfago, e IL-2 estimula o

crescimento de células T antigeno-especificas, resultando em doenga mais
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branda ou cura. As ceélulas Th2 produzem IL-4, IL-5 e IL-10 e aumentam a
resposta humoral (STEVENS et al., 1988). IL-4 estimula a produgéo de IgE e
ambas, IL-4 e IL-10 estimulam células B e inibem ativagdo de macréfago
resultando em infecgéo progressiva (SIELING & MODLIN, 1994).

Tem sido demonstrado que a suscetibilidade a infecgao pela
Leishmania (visceral ou cutanea), em humanos, estd associada a expanséo
das células TCD4+ do subtipo Th2, principalmente pela secre¢éo de IL-4 € IL-
10. Por outro lado, a expanséo do subtipo Th1, com a produgéao de IL-2 , IL-12
e IFN-y, esta relacionada a resisténcia (CARVALHO et al., 1985).

No homem a LV apresenta um periodo de incubagdo longo,
variando de 10 (dez) dias a 24 (vinte e quatro) meses, com média de dois a
seis meses. Este periodo é extremamente variavel e depende de varios fatores,
entre eles; a viruléncia da cepa de L. chagasi, a dose de inculo, caracteristica
genética do hospedeiro e do seu estado nutricional e de imunidade (TEIXEIRA,
1980; BADARO et al., 1986a; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1990).

A doenga ativa se caracteriza por febre intermitente e perda de
peso e, sem tratamento especifico, os pacientes desenvolvem acentuada
hepato-esplenomegalia, anemia, hemorragias e leucopenia, 0 que aumenta o
risco de Obito por infecgdes bacterianas. No periodo final, a febre se torna
continua, ha comprometimento do estado geral e surgem sinais de desnutrigao
(ANDRADE et al., 1990; BITTENCOURT & BARRAL-NETTO, 1995). No Brasil,
a maior frequéncia da doenga é observada em menores de 10 anos (54,4%)
sendo que 41,1% dos casos ocorrem em criangas com idade inferior a cinco
anos. A imaturidade imunolégica associada a desnutricdo, comum entre
criangca de areas endémicas, e maior exposicdo ao vetor no peridomicilio
podem justificar a maior suscetibilidade desta faixa etaria (BADARO et
al.1986b; BRASIL, 2004).

Os aspectos clinicos incluem: infecgdoes inaparentes ou
assintomaticas e doenga clinicamente manifesta (periodos inicial, de estado e
final). A forma assintomatica ou inaparente é a apresentacdo mais freqliente da
LV. As manifestagdes clinicas nao sao evidentes, sendo o diagnéstico
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realizado por exames sorologicos e/ou intradermorreacdo de Montenegro
(IDRM) positivos (BADARO et al., 1986a; BRASIL, 2004).

Cerca de 20% dos individuos Infectados podem evoluir para a LV
classica e os demais, permanecer assintomaticos ou evoluir para a forma
oligossintomatica (BADARO et al, 1986a). Em 4reas endémicas, tem sido
observado que muitas criangas estao infectadas e que uma pequena proporgao
apresenta, no periodo inicial, a forma oligossintomatica, evoluindo
freqiientemente para cura (TEIXEIRA, 1980; BADARO et al., 1986a; GAMA et
al., 2004a).

Acredita-se que a evolugdo para cura espontanea nos casos
oligossintomaticos, se deve a presenca de resposta imunecelular (CARVALHO
et al.,, 1992; Gama et al., 2004a, b). CARVALHO et al., (1992) documentaram a
presenca de resposta do tipo Th1 em criangas infectadas por L. chagasi
mostrando capacidade de controlar a infecgdo ou a doenga mesmo na
auséncia de tratamento, indicando que a resposta celular € fundamental para
impedir a multiplicagdo do parasita e, consequentemente, a progressao da
doencga.

Ao contrario, nos que desenvolvem a doenga, sao observados, na
fase ativa, altos titulos de anticorpos anti-Leishmania, supressao da resposta
celular, com auséncia de resposta de hipersensibilidade tardia (RHT) ao
antigeno de Leishmania (BADARO, et al., 1985; PEARSON & SOUSA, 1996;
CALDAS et al., 2005; 2006) e, in vitro, linfoproliferagao deficiente, auséncia de
producgao de IL-2 e IFN-y, quando as células sao estimuladas com antigenos de
Leishmania e ativagao policlonal de linfécito B (CARVALHO et al.,, 1985;
CARVALHO et al, 1994; CALDAS et al., 2005; 2006).

Com terapéutica eficaz e cura da doenca, o teste de IDRM torna-
se positivo em meses (ZIJLSTRA & EL HASSAN, 1993; CALDAS, 2004) ou
mesmo anos apds tratamento (BADARO, et al., 1985).

O diagnéstico da LV deve ser realizado o mais precocemente
possivel, sendo baseado nos achados clinicos, exames laboratoriais
inespecificos, diagndstico imunolégico e parasitolégico. Os achados clinicos
variam desde a presencga de febre com duragao inferior a quatro semanas,
palidez cutaneo-mucosa e hepatoesplenomegalia, observados no periodo de
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estado (fase aguda), até sinais e sintomas mais intensos tais como anemia
severa, febre continua e comprometimento do estado geral. Observa-se ainda
trombocitopenia, leucopenia e inversdo da relacdo albumina/globulina.
(TEIXEIRA, 1980; ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DE SAUDE, 1997,
2002; BRASIL, 2004).

Os exames imunoldgicos, mais utilizados no Brasil, sdo a reagao
de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o ensaio imunoenzimatico (ELISA). O
ELISA permite a analise rapida de um grande nimero de amostras, sendo a
sensibilidade (36% a 100%) e especificidade (85% a 100%) influenciadas pelo
antigeno utilizado (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DE SAUDE, 1997;
SINGH & SIVAKUMAR, 2003; BRASIL, 2004; SINGH, 2006; ).

A visualizagao direta do parasita em aspirado de medula 6ssea,
figado ou linfonodos, embora relatada como método de diagndstico definitivo,
pode apresentar-se negativa. Na vigéncia de uma pesquisa do parasita
negativa, o diagnostico presuntivo deve ser estabelecido a partir dos achados
sorolégicos associados 4 dados clinicos e laboratoriais (ORGANIZAGAO PAN-
AMERICANA DE SAUDE, 1997; BRASIL, 2004).

Para o tratamento sdo empregados, como drogas de primeira
escolha, compostos antimoniais pentavalentes (Sb*®) sendo o antimoniato-N-
metil glucamina a uUnica formulagao disponivel no Brasil. A droga pode ser
administrada via endovenosa ou intramuscular na dosagem de 20 mg/Sb*°
Kg/dia, por no minimo 20 dias e no maximo 40 dias. Como droga de segunda
escolha, é utilizada anfotericina B (BRASIL, 2004).

1.2 Saliva do flebotomineo.

Uma variedade de substancias encontrada na saliva dos
artrépodes que se alimentam de sangue é responsavel pelo sucesso na
obtencdo do mesmo. Essas substancias incluem, entre outras, moléculas com
atividades anti-coagulante, anti-inflamatéria, anti-histaminica e vasodilatadora
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que facilitam a aquisicdo do sangue, por diminuirem a percepcao do
hospedeiro vertebrado e interferirem no processo da hemostasia (RIBEIRO,
1987; TITUS & RIBEIRO, 1990; RIBEIRO, 1995).

Substancias salivares dos flebotomineos tém sido identificadas e
caracterizadas através de varios estudos. RIBEIRO et al., (1986) forneceram
informacgoes preliminares sobre a influéncia da saliva do Lu. longipalpis, na
aquisicao de sangue para a alimentacao do flebotomineo. Um novo e potente
peptideo vasodilator, encontrado apenas na saliva do Lu. longipalpis foi
relatado por RIBEIRO et al (1989), isolado e denominado de Maxadilan
(LERNER et al, 1991). O Maxadilan é o principal vasodilatador presente na
saliva (RIBEIRO et al., 1989; LERNER et al., 1991) e sua influéncia na infecgao
por Leishmania € semelhante a da saliva total (MORRIS et al., 2001).

Além do Maxadilan outras substancias, entre elas, a apirase
salivar; a 5 nucleotidase - enzima que hidrolisa AMP formando adenosina,
composto com  atividades imunossupressoras, vasodilatadoras e
antiplaquetaria; adenosina deaminase - enzima que converte a molécula de
adenosina para inosina, composto com multiplos efeitos antiinflamatérios
(CHARLAB et al., 1999, 2000) estdo presentes na saliva do Lutzomyia
longipalpis.

A importancia da saliva dos flebotomineos na infecgdo por
Leishmania tem sido demonstrada em diversos estudos. Os flebotomineos
injetam os parasitos no hospedeiro vertebrado junto com sua saliva. A saliva
contém um repertério variado de moléculas que modulam as respostas
hemostatica, inflamatéria e imune de seus hospedeiros. Em camundongos,
produtos salivares de Lutzomyia longipalpis (Lulo) ou Phlebotomus papatasi
exacerbam a infec¢ao por Leishmania major (THEODQOS et al., 1991; BELKAID
et al, 1998; MBOW et al., 1998; MORRIS et al., 2001).

O poder exacerbatério da saliva do Lu. longipalpis na infec¢ao por
L. major pode ser decorrente das atividades do Maxadilan sobre os
macréfagos. Fatores associados com a eliminagdo do parasita como a
producdo de Oxido Nitrico (NO), perdxido de hidrogénio (H:02) e Fator de
Necrose Tumoral-alfa (TNF-a) liberados por macréfagos ativados, foram
inibidos pelo Maxadilan (TITUS et.al, 1994). Em macréfagos de camundongos
estimulados por Lipopolissacarideo (LPS), o Maxadilan modulou a producéo de
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citocinas estimulando as do padrao de resposta do tipo Th-2, como a IL-6 e
inibindo a produgao de TNF-a, molécula fundamental para a destrui¢ao da
Leishmania (SOARES et al., 1998).

Além da exacerbag¢do da infeccao, a saliva dos flebotomineos
parece influenciar a produgao de citocinas. MBOW et al, (1998), mostraram que
em camundongos resistentes a infeccdo, o Sonicado de Glandula Salivar
(SGS) de Phlebotomus papatasi quando inoculado juntamente com L. major
resultou no aumento da expressao de RNAm de IL-4 e inibiu a produgao de
RNAm de Interferon-y (IFN-y), IL-12 e éxido nitrico-sintetase indutivel (INOS)
bloqueando o desenvolvimento da resposta protetora Th1.

Um aumento na produgao de citocina do padrao Th2 também foi
documentado quando a saliva do Lu. longipalpis foi co-inoculada com L.
amazonensis sendo fornecidas evidéncias de que a exacerbagao da infeccao
correlacionou-se com o aumento da produgado de IL-10 pelas células T e
macrofagos (NORSWORTHY et al., 2004).

A saliva dos flebotomineos foi capaz de aumentar a infectividade
em estudos realizados com outras espécies de Leishmania (THEODOS et al.,
1991; SAMUELSON et al., 1991; WARBURG et al., 1994; LIMA & TITUS, 1996;
NORSWORTHY et al, 2004).

Foi demonstrado também, que a Leishmania brasiliensis que
normalmente, nao estabelece infeccdo em camundongos, causa lesoes
cutdneas progressivas em camundongos BALB/c quando inoculada em
associagao com lisado de glandula salivar do flebotomineo (SAMUELSON et
al., 1991).

Embora os componentes salivares do flebotomineo exacerbem a
infecgao por Leishmania, tem sido documentado que a pré-exposi¢ao a estes
componentes ou a picadas de flebotomineos conferem prote¢cdo contra a
infeccdo. Em um modelo natural de leishmaniose cutanea (LC), desenvolvido
por BELKAID et al (1998) a co-inoculagao do sonicado de glandula salivar do
Phlebotomus papatasi com promastigotas metaciclicas de L. major, na derme
da orelha dos camundongos, resultou na exacerbagao da infecgdo tanto nos
susceptiveis quanto nos resistentes a infecgdo por L. major. Esse efeito foi
completamente eliminado em camundongos pré-expostos aos componentes da
saliva. Nesse mesmo modelo os autores verificaram também que os anticorpos
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anti-saliva produzidos por animais sensibilizados neutralizaram o efeito
exacerbatorio da infecgao pela saliva.

Em camundongos BALB/c a exposi¢do frequente a picadas de Lu.
longipalpis resultou na produgdo de anticorpos IgG anti-saliva. Nos animais
pré-expostos, a injegcdo de SGS induziu um infiltrado inflamatorio e
recrutamento de neutréfilos, macréfagos e eosindfilos mais intensos do que no
grupo nao exposto demonstrando que a saliva promove uma resposta
inflamatéria inicial, que poderia criar um ambiente Indspito para o
estabelecimento do parasita nos hospedeiros mamiferos (SILVA et al., 2005)

Camundongos pré-expostos a picadas de fleb6tomos nao
infectados ficaram protegidos contra a infecgdo por Leishmania major sendo
esta protegao associada a uma forte reagao de hipersensibilidade tipo tardia
(DHT) e produgao de IFN-y (KAMHAWI et al., 2000).

BELKAID et al, (2000) investigando o efeito de picadas por
Phlebotomus papatasi em humanos e camundongos, previamente
sensibilizados pelas picadas deste flebotomineo, observaram que ambos
desenvolveram uma DHT e apresentaram um aumento local do fluxo
sanguineo, apds a picada. A caracterizagdo da resposta celular em
camundongos sensibilizados mostrou acimulo de mondcitos/macrofagos,
neutrdfilos, células dendriticas e linfocitos CD4 nos infiltrados, sendo a DTH
dependente de células CD4". Estes resultados sugerem que o SGS usado para
a sensibilizagao é uma fonte de antigeno.

VALENZUELA et al (2001) caracterizaram 9 proteinas salivares
de P. papatasi. Um componente 15 kDa foi capaz de conferir prote¢éo a
camundongos desafiados com parasitas mais homogeneizado de glandula
salivar (SGH). Uma vacina de DNA contendo o cDNA para a proteina de 15
kDa conferiu protecao contra a infec¢éo por Leishmania.

Experimentos mostraram que camundongos geneticamente
deficientes de célula B, quando desafiados com uma vacina de DNA contendo
0 gene para a proteina de 15 kDa (Pps15) do homogeneizado de glandula
salivar de P. papatasi ficaram protegidos contra um novo desafio por L. major
mais homogeneizado de glandula salivar (VALENZUELA, et al., 2001).

MORRIS et al (2001) verificaram que em camundongos, a
exacerbacgao da infeccdo por L. major ocorreu tanto com o lisado de glandula
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salivar, quanto com o Maxadilan e que, a vacinacao prévia dos animais com
este componente salivar, resultou na produgdo de anticorpos anti-Maxadilan
que se relacionou a protegdo do animal contra Infecgdo por Leishmania.
Dosagens de IFN-y e Oxido Nitrico (NO) realizadas nas células (na sua maioria
CD4) de linfonodos regionais destes animais, resultarem em quantidades
significativas desses produtos. Portanto, nos camundongos vacinados,
resposta celular e humoral foram estimuladas.

A protecao conferida pelos componentes salivares do
flebotomineo poderia ser decorrente da neutralizagdo pelos anticorpos
formados, dos componentes da saliva responsaveis pelo estabelecimento do
patéogeno (BELKAID et al., 1998; MORRIS et al., 2001; VALENZUELA et al.,
2001). Alternativamente, a imunidade poderia derivar de uma DTH, deixando o
local inospito para o estabelecimento da Leishmania (BELKAID et al, 2000;
KAMHAWI et al, 2000). A capacidade de anticorpos anti-saliva em neutralizar a
bioatividade de componentes salivares também tem sido observada em
camundongos desafiaiados com picadas repetidas do inseto Anopheles
stephensis (MATHEWS et al., 1996) e em hamsters (Mesocricetus auratus)
expostos a picadas de Phlebotomos argentipes (GHOSH & MUKHOPADHYAY,
1998).

Os estudos que buscam elucidar o papel da saliva dos
flebotomineos ou de seus componentes na infeccdo por Leishmania, sdo na
maioria das vezes, restritas a modelos murinos ou, se em humanos, voltados
para o estudo da atividade imunomodulatéria em células de doadores humanos
saudaveis ou “naive” a infec¢do por Leishmania (SAMUELSON et al., 1991;
THEODOS et al., 1991; WARBURG et al.,, 1994; LIMA & TITUS, 1996;
BELKAID et al, 1998; MBOW et al., 1998; SOARES et al., 1998; BELKAID et
al., 2000; MORRIS et al., 2001; COSTA et al., 2004; NORSWORTHY et al,,
2004).

COSTA et al.,, 2004, estudaram os efeitos do SGS de Lu.
longipalpis na resposta imune humana em células de doadores saudaveis
tratadas com SGS e estimuladas ou nao, com LPS e verificaram que o SGS
promoveu a sintese de IL-6, IL-8 e I1L-12p40, inibiu a secre¢do de IL-10 e TNF-

o em mondécitos e afetou a expressao de moléculas co-estimulatérias (CD80 e
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CD86) na superficie de mondcitos e macréfagos sugerindo que o SGS afeta a
resposta imune.

BARRAL et al, 2000 e GOMES et al, 2002 mostraram que criangas
residentes em uma area endémica para LV, ndo s6 reconhecem proteinas
salivares do Lu. Longipalpis, como produzem anticorpos anti-saliva do
flebotomineo, ndo havendo producédo de anticorpos IgG contra a saliva de P.
papatasi e L. whitmani nos individuos testados, sugerindo especificidade da
resposta anti-Lutzomyia longipalpis. Foi observada ainda, uma correlagéo
positiva entre anticorpos anti-saliva do flebotomineo e uma DTH positiva e que,
0s soros humanos reconheceram, principalmente, algumas proteinas.

Os resultados apresentados em alguns estudos sugerem que
componentes da glandula salivar do flebotomineo podem ser potenciais
candidatos a vacina contra a leishmaniose humana (MORRIS et al., 2001;
VALENZUELA al., 2001).
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2 JUSTIFICATIVA

A LV se constituiu um sério problema de saude publica em varias
regidoes do mundo. No Brasil, a importancia da doencga esta relacionada nao
apenas a sua alta incidéncia, urbanizagao e ampla distribuicdo, mas também a
possibilidade de assumir formas graves que podem evoluir para o o6bito
(BRASIL, 2004).

A letalidade que nos anos de 1980 e 1981 ocorreu
respectivamente, em 23,8% e 10,8% dos casos, sofreu redugdo nos anos
seguintes com variagbes de 3,1% a 8,9%. Embora tenha sido observada
reducdo na letalidade verifica-se, no periodo de 2000 a 2003, um aumento
crescente no percentual de casos que evoluiram para o ébito: 3,1% em 2000,
59% em 2001, 7,3% em 2002 e 8,9% em 2003, sugerindo que as medidas
relacionadas ao diagnéstico e tratamento ndo estdo sendo efetivas (BRASIL,
2005).

As principais estratégias de controle para esta endemia incluem o
diagnéstico precoce e tratamento adequado dos casos humanos, medidas
dirigidas para o vetor e o reservatério canino, e atividades de educagao em
saude. Entretanto, apesar da execucdo das medidas tradicionais de controle,
estas ndo se mostraram eficazes na redugdo do nuimero de casos da doenca
que mantém um carater epidémico na maioria dos estados do Brasil e
expande-se no territorio nacional. Mais de trés mil casos novos de LV por ano
foram notificados no periodo de 1999 a 2005 (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2002; BRASIL, 2004, 2005). Assim, a busca de novas
ferramentas que possam contribuir de forma determinante e eficaz para o
combate as leishmanioses é fundamental. Entre essas novas ferramentas, se
incluem a descoberta e desenvolvimento de novas drogas, de testes
diagnosticos mais rapidos com alta sensibilidade e especificidade, e de ampla
aplicacao no campo, e de possiveis candidatos a vacinas (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2006).
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Na perspectiva de descoberta de novas ferramentas, o vetor da
leishmaniose deixa de ter um papel meramente relacionado a transmissao do
agente etiolégico e surgem evidéncias de que a saliva dos flebotomineos
influencia o curso da infecgcdo. Varios estudos realizados em modelos murinos
elucidaram o papel dos componentes salivares dos flebotomineos, ndo sé na
exacerbacao da infeccdo quando co-inoculada juntamente com a Leishmania
(THEODOS et al., 1991; WARBURG et al., 1994; LIMA & TITUS, 1996;
SAMUELSON et al., 1991; BELKAID et al, 1998; MBOW et al., 1998; MORRIS
et al.,, 2001; NORSWORTHY et al, 2004), quanto no papel protetor dos
componentes salivares, quando da pré-exposicao a picadas dos flebotomineos
ou da pre-inoculagdo de seus componentes salivares e ainda, vacinagao com
proteinas salivares (BELKAID et al., 1998, 2000; VALENZUELA et al., 2001;
MORIRS et al., 2001; KAMHAWI et al, 2000).

Embora o efeito dos componentes salivares na resposta imune
humana em doadores saudaveis tenha sido demonstrado (COSTA et al., 2004)
poucas informagbes existem sobre o efeito da saliva do Lu. longipalpis na
resposta imune de populacées residentes em area endémica de LV.

Estudos realizados por BARRAL et al., (2000) e GOMES et al.,
(2002) em area endémica de LV demonstraram que criangas desenvolvem
anticorpos anti-saliva do Lu. Longipalpis e que ha associagdo entre os anti-
corpos e positividade ao IDRM. Nesses estudos, entretanto, foi escolhida um
amostra de 60 criangas entre 648 que participaram de outro estudo realizado
na area, sendo a pesquisa de anticorpos anti-saliva repetida apds um intervalo
de seis meses. Considerando a amostra e o intervalo para a repeticdo do
exame, ha necessidade de um estudo envolvendo maior nimero de criangas,
com um periodo mais longo de observacdo para que seja verificada, em
populagdes expostas ao risco de LV, a freqiéncia de producao de anticorpos
anti-saliva do Lu. longipalpis e sua relagdo com a resposta imune medida pela
positividade ao IDRM, o que justifica a importancia do nosso estudo.
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3 OBJETIVOS

Geral

Estudar a infecgao por L.(L.) chagasi e associagao entre anticorpos anti-saliva
da Lutzomyia longipalpis e o teste cutdneo anti-Leishmania em criangas
residentes em areas endémicas de leishmaniose visceral.

Especificos

Descrever o0s aspectos demograficos, epidemiolégicos e ambientais da
populacao estudada.

Estimar a prevaléncia e incidéncia de infec¢ao por L.(L.) chagasi, na area de
estudo.

Identificar possiveis fatores associados a infecgéo por L.(L.) chagasi.

Avaliar a produgdo de anticorpos IgG contra a L. chagasi e saliva do Lu.
longipalpis.

Verificar se a presenga de anticorpos anti-saliva do Lu. longipalpis se associa a
imunidade mediada por células, medida pela positividade ao IDRM.
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4 MATERIAL E METODOS

Realizou-se um estudo coorte prospectivo com criangas menores
de dez anos de idade residentes em duas areas endémicas de LV (Vila Nova e
Bom Viver), no municipio da Raposa-MA, no periodo de janeiro de 2003 a juiho
de 2005.

4.1 Descrigao da area de estudo

A llha de Sao Luis situa-se no litoral setentrional brasileiro a
2°32’S e 44” e 43'W, sendo separada do continente pelo Estreito dos
Mosquitos. E constituida por terras baixas, se elevando a uma altitude média
de 4m acima do nivel do mar onde esta localizado Sao Luis, a capital do
estado do Maranhao. O litoral € recortado com largos estuarios e relevos
residuais de pequena altitude. Limita-se ao norte com o Oceano Atlantico, a
oeste com a Baia de Sao José de Ribamar e do Arraial, ao sul com Estreito dos
Mosquitos e a leste com a Baia de Sao Marcos (IBGE, 2004).

A llha possui uma area territorial de 905 km? e é constituida pelos
municipios de Sao Luis, Sdo José de Ribamar, Paco do Lumiar e Raposa
(IBGE, 2004). O clima é tropical quente e umido, com duas estagoes bem
definidas. A chuvosa, de janeiro a junho, na qual os meses de margo e abril
sao os mais importantes, concentrando em média, cerca de 94% do total anual
das chuvas; a estacao seca, de julho a dezembro, em que 0s meses de
setembro e outubro, 0s mais secos, concentrado apenas 6% das chuvas
anuais. O indice pluvidmetro é elevado, em torno de 1.900mm anual em média,
a umidade relativa do ar é de +77,0%. A temperatura € elevada durante todos
0s meses do ano, sendo a minima de 23°C e a maxima de 33,3°C(média de
26°C) (IBGE, 2004).

As areas selecionadas para o estudo foram as localidades de Vila
Nova e Bom Viver, no municipio de Raposa, que se localiza na llha de Séao
Luis, ao norte do Estado do Maranhao a uma distancia de 28 km da cidade de
Séo Luis, capital do Estado (Figura 1).
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Figura 1. Mapa da llha de Sao Luis, mostrando a localiacéao das
areas de estudo - Vila Nova e Bom Viver, municipio da Raposa -
MA (Adaptado de DIAS et al, 2003).

O municipio se emancipou de Pacgo do Lumiar pela lei estadual n°
6.132, de 10 de dezembro de 1994. Apresenta uma area territorial de 63,9 Km?
limitando-se ao norte e a oeste com o Oceano Atlantico e ao sul e a leste, com
o municipio de Pago do Lumiar. O clima é quente e umido, com temperatura
média anual em torno de 28°C, apresentando duas estagbes bem definidas,
uma de estiagem (julho a novembro) e outra chuvosa (dezembro a junho) a
qgual concentra, em média, 94% do total anual das chuvas (IBGE, 2004). O
municipio possui populagdo de 21.345 habitantes distribuidos em 29
localidades, sendo 5 urbanas e 24 rurais. A organizac¢ao politica do municipio é

representada por varias vilas e povoados, dentre os quais se destacam: Alto do
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Farol, Aracagi, Curupu, Vila Piramide, Maresia, Vila Nova e Vila Bom Viver
(IBGE, 2004; FUNASA, 2005).

As localidades de Vila Nova e Bom Viver tém populagoes
estimadas respectivamente em 2.600 e 4.307 habitantes. Sao localidades
resultantes de ocupagao cuja atividade econ6mica baseia-se na pesca € no
artesanato. As duas localidades séo cobertas por equipes do Programa Saude
da Familia (PSF) (FUNASA, 2005). Sao areas endémicas para leishmaniose
visceral, cuja incidéncia, de acordo com dados disponiveis, para a faixa etaria
de zero a cinco anos, foi de 22,8 casos/1000 criangas em 1995, 9,4 casos/1000
criangas em 1996 e 13,3 casos/1000 criangas em 1997, com uma média de
dois casos novos por més (CALDAS, 1998; GAMA et al., 1998). Com base no
inquérito populacional realizado nas duas localidades € o nimero de casos
notificados, a incidéncia em criangas com idade inferior a 10 anos foi de 3,9
casos/1000 criangas em 2003 e de 2,3 casos /criangas no ano 2004.

A participacao das Vilas na epidemiologia da LV no Municipio da
Raposa-MA tem sido permanente. De acordo com os dados da SEMUS (2006)
dos 154 casos registrados no periodo de 1998 a 2005, 69 casos (44,8%) eram
procedentes das duas localidades, com maior freqiiéncia em 1998 (24 casos) e
menor em 2002 (1 caso) (Figura 2).
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Figura 2. Casos de LV no periodo de 1998 a 2005, no Municipio de Raposa —
llha de Sao Luis/Maranhao e localidades estudadas. Municipio de Raposa-
MA, 2007.
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4.2 Desenvolvimento do estudo

4.2.1 Selegao e cadastro dos participantes

Inicialmente, se realizou um inquérito populacional, por meio de
visitacdo domiciliar, de casa em casa, se utilizando uma ficha (Apéndice 1), a
fim de identificar criangas menores de dez anos de idade. Durante a visitagao
domiciliar foi explicado aos pais ou responsaveis pela crianga, o objetivo da
pesquisa com convite posterior para participarem do estudo. A partir dos dados
do censo, agendou-se o dia e horario de atendimento, utilizando-se a ficha de
aprazamento (Apéndice 2) que foi entregue em cada domicilio pelos agentes
de saude das areas.

Para o estudo foram incluidas criangas que preencheram os
seguintes critérios:

- Ter idade inferior a dez anos;

- Residir em Vila Nova ou Bom Viver (no municipio da

Raposa-MA);

- Ter o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

(Apéndice 3) assinado pelos pais ou responsaveis;

- Nao ter historia pregressa ou atual de LV.

4.2.2 Coleta de dados relativos a familia e a crianga

Apds assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) realizou-se a coleta de dados relativos a familia e a crianca.

Para cada crianga foi preenchida uma ficha-protocolo (Apéndice
4). Os dados de identificacdo dos pais/responsaveis e da crianga e, 0s
aspectos sociais, demograficos, epidemiolégicos e ambientais foram
registrados a partir de informagoes fornecidas pelos pais/responsaveis.

Considerou-se “animais proximos a casa”, a presenca dos
mesmos a uma distancia de até 100 metros do domicilio investigado.

A fim de facilitar a identificagcdo do flebotomineo, exemplares sem
vida, capturados na area de estudo e identificados por um entomologista da
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Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), foram acondicionados em uma
placa de Petri forrada com filtro de papel, e mostrados, durante a coleta dos
dados ambientais, a pessoa responsavel pelo fornecimento das informagoes.
Posteriormente se indagou, ao responsavel, a presenca de flebotomineo na
residéncia ou fora dessa.

Registraram-se também, na ficha-protocolo, os achados do
exame fisico da crianga e resultados dos exames realizados. A avaliagao
clinica constou de afericao dos dados antropométricos e identificagao de sinais
e sintomas sugestivos de LV e/ou outras alteragées, sendo a mesma realizada
semestralmente com todas as criangas que permaneceram em seguimento.

Bimensalmente, as criangas eram avaliadas por uma médica
pediatra ou enfermeira.

4.2.3 Coleta de sangue

Para a realizagdo do exame sorologico (ELISA) para detectar IgG
anti-saliva do Lutzomyia longipalpis e 1gG anti-Leishmania em plasma humano
foram coletados, apos 0 exame fisico, de 2 a 5 ml de sangue de cada crianga,
por meio de pungao venosa periférica utilizando-se seringa descartavel de 5 ml
e scalp n® 23. O sangue foi colocado em tubo com EDTA, ligeiramente,
homogeneizado e mantido sob refrigeragdo até o transporte para o
Departamento de Patologia da Universidade Federal do Maranh&o, onde foram
centrifugados e processados. O plasma foi aliquotado em ependorf
devidamente identificados e datados e mantidos congelados, sendo
posteriormente enviados ao Laboratério de Imunoparasitologia (LIP) do Centro
de Pesquisa Gongalo Moniz — Fundagao Oawaldo Cruz (CPqQGM/FIOCRUZ)
em Salvador-BA, onde foram estocados para realizagdo dos exames apods a

ultima coleta.

4.2.4 Aplicagao de Intradermorreagao de Montenegro (IDRM)

O teste de IDRM foi aplicado apés a coleta do sangue periférico.
Aplicaram-se 0,1 ml de suspensao de promastigotas (25ug/ml) de L.

amazonenses (BA-125) com uma seringa de 1 mi, e agulha 13 x 4,5 via

38



intradérmica na face anterior do antebrago direito, a mais ou menos 3 cm da
dobra cubital. A leitura do IDRM foi realizada pela técnica de SOKAL et al.
(1975) 48-72 horas apds a aplicacao do teste. Considerou-se positivo quando
um dos didmetros da enduragao foi igual ou superior a 5 mm.

O IDRM foi aplicado por profissionais com experiéncia em testes
cutaneos (uma enfermeira € uma técnica de laboratério), sendo a leitura
realizada por estes profissionais, duas académicas de enfermagem e uma
auxiliar de enfermagem, previamente, treinadas.

4.2.5 Etapas do estudo

O estudo foi iniciado em janeiro de 2003 e desenvolvido em cinco
etapas, com intervalos de seis meses entre as mesmas. Semestralmente,
realizou-se o exame fisico e a coleta de sangue para pesquisa de anticorpos
anti-Leishmania e anti-saliva do Lu. longipalpis. A fim de evitar sensibilizagao
pelo IDRM, o mesmo foi realizado anualmente e, no seguimento das criangas,
a positividade ao teste foi utilizada como critério de exclusdo do estudo.

O acompanhamento clinico das criangas foi realizado bi-
mensalmente. Aquelas com alteragdo simples de saude foram tratadas pela
equipe da pesquisa ou pediatra do municipio da Raposa; 0s casos mais
complexos foram encaminhados ao Hospital Universitario Materno Infantil da
Universidade Federal do Maranhdo ou ao Ambulatério de Patologia da
Universidade Federal do Maranh&o. A figura 3 sumariza as atividades e etapas
do estudo.
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Figura 3. Fluxograma do desenvolvimento do estudo.

INQUERITO POPULACIONAL:

Informacgéao sobre o trabalho
Cadastramento - Aprazamento do atendimento

INQUERITO INICIAL
Assinatura do TCLE
Levantamento dados da familia e crianga
Exame clinico *

Coleta material sorologia *
Aplicagao do idrm **

A 4

ETAPAS DO ESTUDO
Inquérito inicial
6° més
12° més
18° més
24° més

4.3 Descri¢cao dos exames

4.3.1 Obtengdao do antigeno para ELISA (IgG total anti-
Leishmania em soro humano).

A cepa (MHOMBr83BA-3) de L. chagasi foi cultivada em meio LIT
(infusdo de figado e triptose) e suplementada com 10% de soro bovino fetal. As
leishmanias, apds atingirem a fase logaritmica, foram lavadas com PBS (pH
7.2) e centrifugadas (20.000g) a 4°C por dez minutos. Os parasitas lavados
foram ajustados a concentracdo de 5x10° parasitas/ml para o preparo do
antigeno. Os parasitas foram lisados através de congelamento (nitrogénio
liquido) e descongelamento rapido. O material foi centrifugado a 600g por 20
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minutos a 4°C. O sobrenadante (solugao antigénica) foi estocado em pequenas
aliquotas (100ug/ml) e a sua concentragdo protéica, foi verificada através do
método de LOWRY et al. (1951).

4.3.2 ELISA para detectar IgG total anti-Leishmania em soro
humano.

As placas (Limbro/Titertek) foram sensibilizadas com antigeno de
L. Chagasi na concentragdo de 10 pg/ml (100uL/pogo), diluido em tampéao
carbonato-bicarbonato 0,06M, pH 9.6 e incubadas durante a noite a 4°C. As
placas foram lavadas 4 vezes com PBS Tween 0.05% (250ul/pogo) e
bloqueadas por 2 horas em temperatura ambiente, dispensando 300uL por
poco de PBS Tween 0.05% + 1% BSA. As placas foram novamente lavadas 4
vezes com PBS Tween 0.05% (250ul/pogo) e incubadas com soros diluidos
1:100 em PBS Tween 0.05% + 0.25% BSA (100uL/pogo) durante 1 hora a
37°C. ApoOs incubagao, as placas foram lavadas 5 vezes com PBS Tween
0.05% (250ul/poco) e adicionado o segundo anticorpo (anti-lgG Sigma)
humano numa diluicao de 1/2500 em PBS Tween 0.05% + 0.25% BSA (100
ul/poco) e incubado durante 1 hora a 37°C. As placas foram lavadas 5 vezes
com PBS Tween 0.05% (250ul/pogo) e logo apds, foi adicionado o substrato p-
NN (p-nitrofenilfosfato: 1mg/mL) (Sigma N-9389) diluido em tampéao carbonato-
bicarbonato mais MgCl, sendo dispensados 100uL do substrato. Apds 30
minutos a temperatura ambiente, a reacao foi interrompida com NaOH 3M
(50ul/pogo). A leitura das placas foi realizada em espectrofotdbmetro (Spectra
May 190, SunnyVali, CA, EUA) no comprimento de onda de 405 nm. A reagéo
soroldgica foi considerada positiva quando o nivel de absorbancia (cut-off) era
igual ou superior a 0,050, representando a média mais dois desvios padroes
das absorbancias de 20 soros de individuos sadios nao expostos a Leishmania.

4.3.3 Obtengdo do Homogenado de Glandula Salivar (HGS).
As glandulas salivares foram obtidas de fémeas de flebotomineos

provenientes da colénia de Lu. longipalpis do Laboratério de
Imunoparasitologia -CPqQGM. As fémeas foram congeladas em freezer (-20°C)
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por 10 minutos e colocadas sobre as Placas de Petri para que a cabega fosse
separada do térax, e as glandulas fossem transferidas da lamina para tubos de
eppendorf na proporgao de 1 par de glandulas para cada 1 puL de solugcao
salina e, guardadas a -70°C até o momento da utilizagdo. Para a utilizagao das
glandulas, as mesmas foram sonicadas a uma freqiiéncia de 40 Hz com trés
sequéncias de 20 pulsos (Branson Sonifier 450, Danbury, USA). Apos esse
processo as glandulas foram centrifugadas (10.000rpm/4min).

4.3.4 ELISA para detectar IgG total anti-saliva de

flebotomineo em soro humano.

As placas (Polysorp) foram sensibilizadas com aproximadamente
1 pg (1 par de glandula/mL) de antigeno de glandula salivar de Lu. longipalpis
(100 pl/pogo) diluido em tampao carbonato-bicarbonato pH 9.6 e incubadas
durante a noite a 4°C. As placas foram lavadas 4 vezes com PBS Tween
0.05% (250pl/pogo) e bloqueadas por 2 horas em temperatura ambiente,
dispensando 270uL por pogo de PBS Tween 0.05% + 1% BSA. As placas
foram novamente lavadas 4 vezes com PBS Tween 0.05% (250ul/pogo) e
incubadas com soros diluidos 1:100 em PBS Tween 0.05% + 0.25% BSA
(100nL/pogo) durante 1 hora a 37°C. Apds incubagao, as placas foram lavadas
5 vezes com PBS Tween 0.05% (250ul/pogo) e adicionado o segundo anticorpo
(anti-lgG) humano numa diluicdo de 1/5000 em PBS Tween 0.05% + 0.25%
BSA (100 ul/pogo) e incubado durante 1 hora a 37°C. As placas foram
lavadas 5 vezes com PBS Tween 0.05% (250ul/pogo) e logo apds, foi
adicionado o substrato p-NN (p-nitrofenilfosfato: 1mg/mL) (Sigma N-9389)
diluido em tampao carbonato-bicarbonato mais MgCl, sendo dispensados
100pL do substrato. Apdés 30 minutos a temperatura ambiente, a reagéo foi
interrompida com NaOH 3M (50ul/pogo). A leitura das placas foi realizada em
espectrofotdmetro (Spectra May 190, SunnyVali, CA, EUA) no comprimento de
onda de 405 nm. A reagao sorolégica foi considerada positiva quando o nivel
de absorbancia (cut-off) era igual ou superior a 0,090, representando a média
mais dois desvios-padrao das absorbancias de 10 soros de individuos sadios
nao expostos ao Lu. longipalpis.
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4.4. Definigao de leishmaniose infecgao ou forma assintomatica da LV

Para o estudo, considerou-se infecgéo ou forma assintomatica da
LV, a positividade a pesquisa de anticorpos IgG anti-Leishmania e/ou IDRM
positivos na auséncia de manifestacoes clinica da doenga (CALDAS et
al.,2001; BRASIL, 2004; GAMA et al; 2004a) .

4.5. Taxa de prevaléncia e densidade de incidéncia

Calculo da taxa de prevaléncia para a IDRM, e pesquisa de anticorpos anti-

Leishmania e anti-saliva do Lu. longipalpis pelo ELISA - considerou-se o

namero de criangas positivas aos exames realizados no inquérito inicial,
dividido pelo numero de criangas que participaram da primeira etapa do estudo
e multiplicado por cem.

Calculo da incidéncia para a IDRM:

No 1° ano de observacdo — positivos no 1° ano de observagéo dividido pelo
numero de individuos negativos no inquérito inicial € multiplicado por 100.

No 2° ano de observagdo — positivos no 2° ano de observagao dividido pelo
nuamero de criangas negativas no 1° ano de observagao e multiplicado por 100.

Calculo da incidéncia para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania e _anti-

saliva do Lu. longipalpis:

No 6° més de observagdao — positivos no 6° més de observacao dividido pelo
nuamero de individuos negativos no inquérito inicial € multiplicado por cem.

No 12° més de observagao — positivos no 12° més de observagao dividido pelo
numero de individuos negativos no 6° més de observagao e multiplicado por
cem.

No 18° més de observagao — positivos no 18° més de observagao dividido pelo
numero de individuos negativos no 12° més de observagao e multiplicado por
cem.

No 24° més de observagao — positivos no 24° més de observagdo e dividido
pelo numero de individuos negativos no 18°més de observagao, multiplicado
por cem.
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4.6 Consideragoes éticas.

Em cumprimento aos requisitos exigidos pela Resolucdo 196/96,
do Conselho Nacional de Saude, o projeto foi encaminhado, apreciado e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario da
Universidade Federal do Maranhéo.

Ap6s os esclarecimentos sobre a natureza do estudo e seus
objetivos, em linguagem clara e acessivel, os pais ou responsaveis que
concordaram com O ingresso da crianga no estudo, assinaram o TCLE
(Apéndice 3).

4.7 Analise Estatistica.

Os dados foram analisados no programa EPI-INFO, versao 3.3
(CDC-Atlanta-EUA), Graph Prism versao 2.0 (GraphPad Software INC, 1995) e
no STATA statistic software version 8.0 (Stata corporatin, 2003).

Para as variaveis epidemiolégicas, demogréficas, ambientais e os
resultados imunologicos (IDRM e pesquisa de anticorpos IgG anti-saliva da Lu.
longipalpis e anticorpos IgG anti-Leishmania) considerou-se a frequéncia
absoluta e percentual. Para comparar as variaveis IDRM, ELISA a-Leishmania
e a-saliva do Lu. longipalpis, entre 0s sexos e grupos de idade, utilizou-se o
teste do qui-quadrado.

A andlise dos fatores associados a infecg¢ao por L. (L.) chagasi, foi
realizada no programa Stata 8.0, se utilizando a regressao de Poisson com
ajuste robusto da variancia, tanto na analise univariavel como na multivariavel
(BARROS & HIRAKATA, 2003). A medida de exposicao e do efeito foi
realizada ao mesmo tempo, em delineamento transversal. Através desta
andlise calcularam-se a razao de prevaléncia (RP), o intervalo de confianca
(IC) e o valor de p.

Foram consideradas varidaveis respostas, a prevaléncia de
infecgdo detectada pelo teste de intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) e
pelo exame ELISA para pesquisa de anticorpos anti-Leishmania no inquérito
inicial. As analises dessas duas variaveis foram realizadas separadamente.
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Na analise univariavel foram incluidas as variaveis demograficas,
ambientais e histéria de LVA na familia. Na analise multivariavel, pelo processo
“passo a passo’, com eliminagao retrégrada de variaveis, foram incluidas as
com valor de p < 0,20 na analise univariavel, ficando somente aquelas com p <
0,10 (modelo reduzido). Associagao estatisticamente significante foi
considerada quando o valor de p foi menor ou igual a 0,05 e/ou intervalo de
confianga que nao incluiu o 1.

O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para avaliar a produgéo de
anticorpos IgG anti-saliva nos diversos tempos do estudo e por faixa etaria. Na
avaliagao realizada por faixa etaria no inquérito inicial, foram incluidas todas as
criangas do estudo. Na andlise por faixa etéria, nos diversos tempos do estudo,
foram excluidas as criangas com pesquisa de anticorpos IgG anti-saliva
negativas, sendo avaliadas apenas as criangas positivas em qualquer tempo do
seguimento e que permaneceram até o 24° més de observacao.

A avaliagdo da variagdo dos niveis de anticorpos anti-saliva do
Lu. longipalpis em cada crianga, foi realizada calculando-se o percentual de
variagao. Considerou-se como percentual de variagdo, o valor final menos o
valor inicial, dividido pelo valor inicial. O valor inicial corresponde ao nivel de
anticorpos no inquérito inicial, e o final, ao 24° més de seguimento. O
percentual de variagao positiva, significa que o valor final foi maior que o inicial,
e 0 negativo, que o valor inicial foi maior que o final. A ANOVA foi utilizada para
comparar as variagoes entre 0s grupos de idade.

Para verificar se a presenga de anticorpos anti-saliva do Lu.
longipalpis se associava a imunidade celular, medida pela positividade ao
IDRM, utilizou-se a andlise de Kaplan-Meir e teste de Log-rank. Foi
considerado “evento” ou “faléncia” a positividade ao IDRM nos tempos de 12 ou
24 meses e “censura” os individuos que nao apresentaram o evento.

Nos testes estatisticos considerou-se associagao,
estatisticamente significante, quando o valor de “P” foi < 0.05.
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5 RESULTADOS

No inquérito populacional, foram detectadas 1297 criangas com
idade inferior a 10 anos. Na primeira fase do estudo registraram-se 68 recusas
e das 1129 que compareceram, foram excluidas 49 criancas por possuirem
histdria pregressa ou atual de LV. Assim, foram incluidas 1080 criancas (83,3%
da populagao total nesta faixa etaria).

No 6° més de seguimento, foram excluidas 470 criangas (343
com a IDRM positiva e 127 com ELISA a-Leish positiva), sendo registradas 64
perdas (62 mudancgas e 2 recusas) ficando no seguimento 546 criangas.

No 12° més de seguimento, a fim de aumentar o niumero de
criangas com a IDRM negativa, foram re-incluidas 127 criancas (ELISA a-Leish
positiva, mas com IDRM negativa). Registraram-se 39 perdas (37 mudancgas e
2 recusas), sendo atendidas 634 criangas.

No 18° més de seguimento, foram excluidas 156 criangas (IDRM
positivas), registraram-se 43 perdas (41 mudangas e 2 recusas), sendo
atendidas 435 criancgas.

No 24° més de seguimento, foram registradas 18 perdas (14
mudancgas e 4 recusas), sendo atendidas 417 criangas.

5.1 Aspectos demograficos e ambientais.

Os resultados relativos aos aspectos demograficos apontaram
maior frequiéncia de familias procedentes do municipio da Raposa (42,3%) e
com tempo de residéncia na area ha mais de 25 meses (86,1%) (Tabela 1).

Em relacdo a faixa etaria, os maiores percentuais foram
observados nas faixas etarias de 1 a 3 anos (33,5%) e de 4 a 6 anos (33,1%).
Entre as criangas que participaram do estudo 52,0% eram do sexo feminino e
77,1% eram da cor parda. Quando se considerou o numero de moradores por
domicilio, verificou-se que mais da metade das criangas residiam em casas
com 5 a 7 pessoas (Tabela 1).
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Tabela 1. Aspectos demograficos das criangas menores de 10 anos residentes
em Vila Nova e Bom Viver. Raposa-MA, 2003-2005.

Variaveis Total
f %

Procedéncia da familia

Raposa 457 42,3

Outros municipios do Maranhao 310 28,7

Outros municipios da llha 255 23,6

Outros Estados 58 5,4
Tempo de residéncia da familia na area

> 25 meses 930 86,1

13 a 24 meses 80 7,4

Até 12meses 70 6,5
Idade da crianga no 1° inquérito

<1ano 61 5,6

1 a3anos 362 33,5

4 a 6 anos 357 33,1

7 a9 anos 300 27,8
Sexo

Feminino 562 52,0

Masculino 518 48,0
Cor

Parda 833 771

Branca 222 20,6

Negra 25 2,3
Pessoas por domicilio

2 a 4 pessoas 301 27,9

5 a 7 pessoas 624 57,8

8 a 10 pessoas 125 11,6

> 10 pessoas 30 2,8
Total 1080 100,0

Em relagao aos aspectos ambientais relativos a moradia,
verificou-se que a maioria residia em casa com cobertura de telha (77,0%) e
que 45,7% das casas possuiam paredes de taipa. Ao indagarmos a origem da
agua utilizada para consumo, mais de 90,0% informaram ser a mesma
proveniente da rede basica. Quanto ao destino do lixo, 68,5% mencionaram a
queima do lixo produzido, sendo a coleta publica citada por apenas 8,7% dos
moradores. No que concerne ao destino dos dejetos, 51,2% utilizavam a fossa
negra (Tabela 2).
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Tabela 2. Aspectos ambientais relativos a moradia, abastecimento de agua,
destino do lixo e dejetos, das criangas menores de 10 anos residentes em Vila
Nova e Bom Viver. Raposa-MA, 2003-2005.

Total
Variaveis f %
Cobertura da casa
Telha 832 77,0
Laje 241 22,3
Palha 7 0,6
Parede
Taipa 494 45,7
Alvenaria 389 36,0
Adobe 186 17,2
Palha 10 0,9
Outro 1 0.1
Abastecimento de agua
Rede 1038 96,1
Poco 42 3,9
Destino do lixo
Queimado 740 68,5
Enterrado 181 16,6
Coletado 94 8,7
A céu aberto 65 6,0
Outros 2 0,2
Destino dos dejetos
Fossa negra 553 51,2
Fossa séptica 472 43,7
Vala 30 2,8
Mato 17 1,6
Outro 8 0,7
Total 1080 100,0

Os resultados relativos aos aspectos ambientais
referentes a criagéo, presenga e tipos de animais no, ou préximo, ao domicilio
sdo apresentados na tabela 3. Mais da metade das familias (52,3%) informou
que criava animais no domicilio, sendo o cdo o animal mais citado (41,8%)
(Tabela 3).

Ao serem questionados sobre a presenga de animais
proximo ao domicilio, 93,7% responderam afirmativamente. Os animais
observados com mais frequiéncia préximos aos domicilios, nas localidades
estudadas, foram o cao e o gato (42,1%) (Tabela 3).
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A presenga de chiqueiro foi relatada por 20,6% enquanto

que, a de galinheiro foi mencionada por mais da metade (61,3%). Com

referéncia a presenca de flebotomineos no peri ou intradomicilio, a maioria

(69,4%) respondeu negativamente (Tabela 3).

Tabela 3. Aspectos ambientais relacionados a criagao e presenga de animais.

Criancas menores de 10 anos residentes em Vila Nova e Bom Viver. Raposa-

MA, 2003-2005.

Total
Variaveis f %

Criagao animais no domicilio

Sim 565 52,3

Nao 515 47,7
Tipo animal criado

Cao 236 41,8

Gato 169 29,9

Cao/Gato 131 23,2

Outros 17 3,0

Cavalo 7 1,2

Cao/Gato/Macaco 3 0,5

Macaco 2 0,4
Animais préximo ao domicilio

Sim 1012 93,7

Nao 68 6,3
Tipo animais préximo ao domicilio

Cao/Gato 426 42,1

Cao 353 34,9

Cao/Gato/Mucura 141 13,9

Gato 69 6,8

Cao/Mucura 18 1,8

Mucura 3 0,3

Gato/Mucura 1 0,1

Macaco 1 0,1
Chiqueiro préoximo domicilio

Sim 222 20,6

Nao 858 79,4
Galinheiro préximo domicilio

Sim 662 61,3

Nao 418 38,7
Flebotomineo no peri e intra-domicilio

Resposta positiva 330 30,6

Resposta negativa 750 69,4
Total 1080 100,0
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5.2 Aspectos epidemioldgicos e imunoldgicos.

Das criangas estudadas, 205 (19%) tinham historia anterior de LV
na familia. Ao indagarmos o parentesco das pessoas na familia, com histéria
pregressa de LV, foram citados irmao, primo, tio, pal e outro (sobrinho, avo)
(Tabela 4). Nao foram registrados casos de pessoas nao aparentadas residindo
no domicilio da crianga investigada. Em algumas criangas, o caso de LV
morava em outro domicilio, porém na mesma localidade do estudo.

Entre as criangas que referiram histéria anterior familiar de LV e
que apresentaram positividade a pesquisa de anticorpos IgG anti-Leishmania
observou-se, em todos os tempos do estudo, maior numero quando oS
parentes com histéria anterior de LV eram irmaos ou primos. Entretanto,
estatisticamente, nao foi observada diferenca significante. (dados né&o
apresentados).

O IDRM realizado no inquérito inicial detectou prevaléncia de
infeccdo de 31,8% na populagao estudada. A incidéncia detectada no 12° e 24°
meses de observacao foi de 24,6% e 7,2%, respectivamente. (Tabela 4).

Ja a prevaléncia de infec¢ao detectada pelo ELISA no inquérito
inicial foi de 17,1%. A fim de determinar a incidéncia de infec¢ao por L. chagasi,
as 127 criangas com pesquisa de anticorpos IgG anti-Leishmania positiva no
inquérito inicial foram excluidas no exame realizado aos seis meses.
Participaram desta etapa, 546 criangcas com sorologia anti-Leishmania e IDRM
negativos na 12 etapa. Para aumentar o nimero de criangas IDRM negativas,
as 127 criangas com sorologia anti-leishmania positiva foram re-introduzidas no
estudo quando da realizacdo dos exames aos doze meses. Os resultados dos
ELISA realizados nos 6°, 12° 18° e 24° meses de observacao apontaram
incidéncia de infec¢ao de 6,6%, 3,8%, 17,2% e 37,3% respectivamente (Tabela
4).

Entre as criangas acompanhadas, durante o periodo do estudo,
nenhuma apresentou sintomatologia sugestiva de LV (Dados néo
apresentados).
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Tabela 4. Aspectos Epidemioldgicos e imunoldgicos das criangas menores de
10 anos residentes em Vila Nova e Bom Viver. Raposa-MA, 2003-2005.

Total
Variaveis = f %
Histoéria de LV na familia 1080
Sim 205 19,0
Nao 875 81,0
Parente com LV 205
Irmao 100 48,8
Primo 74 36,1
Tio 9 4,4
Outro 18 8,8
Pai 4 1,9
IDRM no inquérito inicial
(prevaléncia) 1080
Negativo 737 68,2
Positivo 343 31,8
IDRM no 12° més de observagao
(incidéncia) 634
Negativo 478 75,4
Positivo 156 24,6
IDRM no 24° més de observagao
(incidéncia) 417
Negativo 387 92,8
Positivo 30 7,2
ELISA a-Leishmania no inquérito inicial
(prevaléncia) 1080
Negativo 895 82,9
Positivo 185 17,1
ELISA a-Leishmania no 6° més de observagio
(incidéncia) 546
Negativo 510 93,4
Positivo 36 6,6
ELISA a-Leishmania no 12° més de observagao
(incidéncia) 472
Negativo 454 96,2
Positivo 18 3,8
ELISA a-Leishmania no 18° més de observagao
(incidéncia) 407
Negativo 337 82,8
Positivo 70 17,2
ELISA a-Leishmania no 24° més de observagao
(incidéncia) 327
Negativo 205 62,7
Positivo 122 37,3

51



Quando analisamos os resultados relativos a prevaléncia do
IDRM por sexo, no inquérito inicial, e a incidéncia no 24° més de observagao,
nao foram verificadas diferengas estatisticamente significantes. Ja no 12° més
de observagao, verificou-se que a infeccdo foi mais frequente no sexo
masculino (p = 0,021) (Tabela 5).

Os dados relativos a infeccdo detectada pelo ELISA anti-
Leishmania apontaram prevaléncia maior no sexo masculino (p = 0,006). Nas
incidéncias medidas no 6°, 12° 18° e 24° meses de observacdo nao foram
verificados diferengas estatisticamente significantes (Tabela 5).
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Tabela 5. Resultado do IDRM e ELISA anti-Leishmania por sexo. Criangas
menores de 10 anos residentes em Vila Nova e Bom Viver. Raposa-MA, 2003-
2005.

Sexo
Variaveis Feminino Masculino Total
n f % f % f % p
IDRM no inquérito
inicial 1080 0,792
(prevaléncia)
Negativo 381 67,8 356 68,7 737 68,2
Positivo 181 322 162 31,3 343 31,8
IDRM no 12° més de
observagiao (incidéncia) 634 0,021
Negativo 261 793 217 71,1 478 754
Positivo 68 20,7 88 28,9 156 24,6
IDRM no 24° meés de
obs. (incidéncia) 417 0,072
Negativo 213 90,6 174 956 387 92,8
Positivo 22 94 8 44 30 7.2
ELISA o-Leishmania no
inquérito inicial
(prevaléncia) 1080 0,006
Negativo 483 859 412 79,5 895 829
Positivo 79 141 106 20,5 185 17,1
ELISA a-Leishmania no
6° més de observagao
(incidéncia) 546 0,968
Negativo 274 93,2 236 93,7 510 934
Positivo 20 6,8 16 63 36 6,6
ELISA a-Leishmania no
12° més de observagao
(incidéncia) 472 0,454
Negativo 246 96,5 208 959 454 96,2
Positivo 9 3,5 9 41 18 3,8
ELISA a-Leishmania no
18° més de observagao
(incidéncia) 407 0,348
Negativo 192 84,6 145 80,6 337 828
Positivo 3 154 35 194 70 17,2
ELISA a-Leishmania no
24° més de observagao
(incidéncia) 327 0,950
Negativo 118 63,1 87 62,1 205 62,7
Positivo 69 36,9 53 37,9 122 37,3
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No teste IDRM realizado no inquérito inicial, no 12° e 24° meses
de observagao, o maior numero de criancas positivas foi entre as com idade de
7 a 9 anos. Entretanto, associagéo estatisticamente significante foi observada
apenas na incidéncia determinada no 12° més de observagao (p=0,001) (tabela
6).

O ELISA anti-Leishmania apontou que a prevaléncia, no inquérito
inicial, foi mais freqiiente nas criangas de 7 a 9 anos de idade (p=0.039). No
sexto més de observagao, a maior incidéncia ocorreu entre as criangas de 4 a
6 anos de idade (p=0,018). J4, nas incidéncias medidas no 12°, 18° e 24°
meses de observagdo, nao foi verificada associacdo estatisticamente
significante (Tabela 6).
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Tabela 6. Resultado do IDRM e ELISA anti-Leishmania por idade das criangas nos diversos periodos de observagdo. Criangas
menores de 10 anos residentes em Vila Nova e Bom Viver. Raposa-MA, 2003-2005.

Idade no inquérito inicial

Variaveis <1ano 1a3anos 4ab6anos 7a9anos Total p
n f % f % f % f % f %

IDRM inquérito inic ial (prevaléncia) 1080 0,081
Negativo 46 754 253 699 250 70,0 188 62,7 737 68,2
Positivo 15 246 109 30,1 107 30,0 112 37,3 343 31,8

IDRM 12° més de observagao (incidéncia) 546 0,001
Negativo 28 73,7 182 84,7 153 71,2 115 69,3 478 754
Positivo 10 26,3 383 153 62 288 51 30,7 156 24,6
IDRM 24° més de observacao (incidéncia) 417 0,056
Negativo 22 91,7 154 951 119 915 92 911 387 928
Positivo 2 83 8 49 11 8,5 9 89 30 7.2

ELISA a-Leish inquérito inicial (prevaléncia) 1080 0,039
Negativo 56 91,8 309 854 293 82,1 237 79,0 895 829
Positivo 5 8.2 53 146 64 179 63 21,0 185 17,1

ELISA a-Leis 6° més de observagao (incidéncia) 546 0,018
Negativo 33 943 188 969 160 889 129 253 510 93,4
Positivo 2 57 6 3,1 20 111 8 58 36 6,6

ELISA a-Leish 12° més de observagao (incidéncia) 472 0,613
Negativo 31 100,0 165 959 144 966 114 950 454 96,2
Positivo 0 00 7 4.1 5 3,4 6 50 18 3,8

ELISA a-Leish 18° més de observacgao (incidéncia) 407 0,988
Negativo 20 833 129 83,2 108 83,1 80 816 337 828
Positivo 4 16,7 26 168 22 169 18 184 70 17,2

ELISA a-Leish 24° més de observagéo (incidéncia) 327 0,735
Negativo 13 65,0 80 630 67 657 45 57,7 205 62,7
Positivo 7 350 47 370 35 343 33 423 122 373
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5.3 FATORES ASSOCIADOS A INFECGAO

5.3.1 ANALISE UNIVARIAVEL

Na andlise univariavel as variaveis que se mostraram associadas
a infecgdo por L. (L.) chagasi, quando se considerou o ELISA, foram: idade,
sexo, cor e criagao de animais (tabelas 7 e 8).

Tabela 7. Analise univariavel da infecgdo por L. (L.) chagasi detectada pelo
ELISA de acordo as variaveis demograficas e histéria de LV na familia.
Criangas menores de 10 anos residentes em Vila Nova e Bom Viver. Raposa-
MA, 2003-2005.

Variaveis n ELISA RP IC (95%) p
Positivo (%)
Procedéncia familia 0,614
Outros Estados 58 13,8 1,0
Raposa 457 16,8 0,86 0,62-1,18
Outros municipios Ma 310 16,1 0,82 0,57-1,17
Outros municipios llha 255 19,6 0,70 0,35-1,40
Tempo de residéncia da
familia na area 0,874
13 a 24 meses 80 15,0 1,0
Até 1 ano 70 17,1 1,14 0,55-2,38
Mais de 25 meses 930 17,3 1,15 0,67 -1,98
idade 0,050
<1ano 61 8,2 1,0
1 a3 anos 362 14,6 1,79 0,74 -4,29
4 a 6 anos 257 17,9 2,19 0,92 -521
7 a9 anos 300 21,0 256 1,07-6,10
Sexo 0,005
Masculino 518 20,5 1,0
Feminino 562 141 0.69 0,53-0,89
Cor 0,002
Parda 833 18,8 1,0
Branca 222 9,5 0,50 0,33-0,77
Negra 25 28,0 1,48 0,78-2,83
Pessoa por domicilio 0,161
2 a 4 pessoas 301 14,3 1,0
5 a 7 pessoas 624 17,5 1,22 0,88-1,69
8 pessoas e mais 155 21,3 1,49 0,99-2,25
Histéria de LV na
familia 0,063
Nao 875 16,1 1,0
Sim 205 21,5 1,33 0,98-1,80
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Tabela 8. Andlise univariavel da infecgao por L. (L.) chagasi detectada pelo
ELISA de acordo as varidveis ambientais. Criancas menores de 10 anos
residentes em Vila Nova e Bom Viver. Raposa-MA, 2003-2005.

Variaveis n ELISA RP IC (95%) o]
Positivo
(%)
Cobertura da casa 0,144
Telha 832 16,2 1,0
Laje/Palha 248 20,3 0,80 0,60-1,07
Parede 0,286
Taipa/Palha/Outro 505 17,8 1,0
Alvenaria 389 14,9 0,84 0,62-1,13
Adobe 186 19,9 1,12 0,79-1,57
Abastecimento de
agua 0,935
Rede 1038 17,1 1,0
Poco 42 16,7 0,97 0,49-1,94
Destino Lixo 0,577
Queimado 740 16,1 1,0
Enterrado 179 19,0 1,18 0,84 -1,67
Coletado 94 19,1 1,19 0,76-1,86
A céu aberto/Outro 67 20,9 1,29 0,79-2,13
Destino dos dejetos 0,636
Fossa negra 553 18,1 1,0
Fossa séptica 472 15,9 0,88 0,67-1,15
Mato/Vala/Outro 55 18,2 1,01 0,56-1,81
Criacao de animais 0,034
Néao 515 14,6 1,0
Sim 565 19,5 1,34 1,02-1,75
Animais préximo ao
domicilio 0,907
Nao 68 17,6 1,0
Sim 1012 17,1 0,97 0,57-1,65
Chiqueiro préoximo ao
domicilio : 0,116
Nao 858 18,1 1,0
Sim 222 13,5 0,75 0,52-1,07
Galinheiro proximo ao
domicilio 0,219
Nao 418 18,9 1,0
Sim 662 16,0 0,85 0,65-1,10
Flebotomineo no peri e
intra-domicilio 0,254

Resposta positiva 330 19,1 1,0
Resposta negativa 750 16,3 0,85 0,65-1,12
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Quando o parametro utilizado para a analise univariavel foi o
IDRM, as variaveis que se mostraram associadas a infecgao por L. (L.) chagasi
foram: cor, abastecimento de agua, destino do lixo e flebotomineo no peri e
intra-domicilio (Tabelas 9 e 10).

Tabela 9. Analise univariavel para infec¢ao por L. (L.) chagasi detectada pelo
IDRM de acordo as varidveis demograficas e histéria de LV na familia.
Criancas menores de 10 anos residentes em Vila Nova e Bom Viver. Raposa-
MA, 2003-2005.

Variaveis n IDRM RP IC (95%) o]
Positivo (%)
Procedéncia familia 0,239
Outros municipios llha 255 35,3 1,0
Outros Estados 58 32,8 0,93 0,62-1,39
Outros municipios Ma 310 33,5 0,95 0,76-1,19
Raposa 457 28,4 0,81 0,65-1,00
Tempo de residéncia da
familia na area 0,055
13 a 24 meses 80 36,3 1,0
Até 1 ano 70 32,8 0,91 0,58-1,57
Mais de 25 meses 930 31,3 0,86 0,63-1,17
Idade
<1ano 61 24,6 1,0 0,077
1 a3 anos 362 30,1 1,22 0,77 -1,95
4 a 6 anos 257 30,0 1,22 0,76-1,94
7 a9 anos 300 37,3 1,52 0,95 -2,41
Sexo 0,742
Masculino 518 31,3 1,0
Feminino 562 32,3 1,03 0,86-1,22
Cor 0,003
Parda 833 34,6 1,0
Branca 222 22,1 0,64 0,49-0,83
Negra 25 24,0 0,69 0,34-1,40
Pessoa por domicilio 0,085
2 a 4 pessoas 301 32,6 1,0
5 a 7 pessoas 624 31,1 0,95 0,78-1,16
8 pessoas e mais 155 32,9 1,01 0,76-1,33
Histéria de LV na
familia 0.627
Nao 875 31,4 1,0
Sim 205 33,2 1,05 0,85-1,31
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Tabela 10. Andlise univariavel para infec¢ao por L. (L.) chagasi detectada pelo
IDRM de acordo as variaveis ambientais. Criangas menores de 10 anos
residentes em Vila Nova e Bom Viver. Raposa-MA, 2003-2005.

Variaveis n IDRM RP IC (95%) o]
Positivo (%)
Cobertura da casa 0,785
Telha 832 32,0 1,0
Laje/Palha 248 31,0 1,08 0,86-1,27
Parede 0,755
Taipa/Palha/Outro 505 32,9 1,0
Alvenaria 389 30,6 0,93 0,76-1,13
Adobe 186 31,2 0,94 0,74-1,21
Abastecimento de
agua <,001
Rede 1038 30,9 1,0
Poco 42 52,4 1,69 1,25-2,29
Destino Lixo 0,039
Queimado 740 33,2 1,0
Enterrado 179 32,4 0,97 0,77-1,23
Coletado 94 17,0 0,51 0,32-0,80
A céu aberto/Outro 67 35,4 1,03 0,73-1,46
Destino dos dejetos 0,498
Fossa negra 553 30,7 1,0
Fossa séptica 472 33,5 1,09 0,91-1,30
Mato/Vala/Outro 55 27,3 0,89 0,56-1,39
Criagao de animais 0,058
Nao 515 28,9 1,0
Sim 565 34,3 1,19 0,99 - 1,41
Animais préximo ao
domicilio 0,351
Nao 68 26,5 1,0
Sim 1012 32,1 1,21 0,81-1,82
Chiqueiro préoximo ao
domicilio 0,808
Nao 858 31,6 1,0
Sim 222 32,4 1,03 0,83-1,27
Galinheiro préximo ao
domicilio 0,129
Nao 418 34,4 1,0
Sim 662 30,1 0,87 0,73-1,04
Flebotomineo no peri e
intra-domicilio 0,040
Resposta positiva 330 27,3 1,0
Resposta negativa 750 33,7 1,24 1,01-1,51

59



5.3.2 ANALISE MULTIVARIAVEL

A analise das variaveis associadas ao risco de infecgao por L. (L.)
chagasi apontou, como fator de risco, a criagao de animais quando o parametro
utilizado foi o ELISA. Ja a cor branca e o sexo feminino, apresentaram-se como
fator de protecao (Tabela 11).

Tabela 11. Analise multivariavel para infecgdo por L. (L.) chagasi detectada
pelo ELISA de acordo as varidaveis demograficas e historia de LV na familia.
Criangas menores de 10 anos residentes em Vila Nova e Bom Viver. Raposa-
MA, 2003-2005.

VARIAVEIS RP IC (95%) p
Sexo 0,009
Masculino 1,0
Feminino 0,70 0,54 - 0,92
Cor 0,003
Parda 1,0
Branca 0,49 0,32 -0,76
Negra 1,39 0,70-2,74
Criagao de animais 0,028
Nao 1,0
Sim 1,35 1,03 - 1,77

Quando a variavel resposta foi o teste de IDRM, a cor branca foi
fator de protecdo, e abastecimento de agua de pog¢o, criacdo de animais
domésticos e resposta negativa quanto a presenca de flebotomineos no intra e
peri-domicilio, mostraram-se associadas ao risco de infecgdo por L. (L.)
chagasi (Tabela12).
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Tabela 12. Analise multivarlavel para infecgdo por L. (L.) chagasi detectada

pelo IDRM de acordo as varidveis demograficas e histéria de LV na familia.

Criancas menores de 10 anos residentes em Vila Nova e Bom Viver. Raposa-

MA, 2003-2005.

VARIAVEIS RP

IC (95%) o]
Cor < 0,001
Parda 1,0
Branca 0,62 0,47 - 0,80
Negra 0,65 0,33-1,28
Abastecimento de agua < 0,001
Rede 1,0
Poco 1,80 1,34 - 2,40
Criagao de animais 0,014
Nao 1,0
Sim 1,25 1,05-1,49
Flebotomineo no peri e
intra-domicilio 0,009
Resposta positiva 1,0
Resposta Negativa 1,30 1,07 -1,59
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5.4 Anticorpos IgG anti-saliva do Lutzomyia longipalpis

Quanto a presenca de anticorpos IgG anti-saliva verificou-se
prevaléncia de 16,1% no inquérito inicial. As incidéncias determinadas nos 6°,
12°, 18° e 24° meses de observagcdo foram 0,4%, 3,8%, 1,9% e 2,7%,

respectivamente (tabela 13).

Tabela 13. Elisa anti-saliva do Lutzomyia longipalpis das criangas menores de
10 anos residentes em Vila Nova e Bom Viver. Raposa-MA, 2003-2005.

Variaveis Total
n f %

ELISA a-saliva — Inquérito inicial (Prevaléncia) 1080

Negativo 906 83,9

Positivo 174 16,1
ELISA a-saliva — 6° més de observagao (Incidéncia) 466

Negativo 464 99,6

Positivo 2 0,4
ELISA a-saliva — 12° més de observagao (Incidéncia) 498

Negativo 479 96,2

Positivo 19 3,8
ELISA a-saliva — 18° més de observagio (Incidéncia) 416

Negativo 408 98,1

Positivo 8 1,9
ELISA a-saliva — 24° més de observagao (Incidéncia) 405

Negativo 394 973

Positivo 11 2,7

Quando se considerou a prevaléncia de anticorpos anti-saliva do
Lu. longipalpis, verificou-se maior frequiéncia de positividade nas criancas da
faixa etaria de 7 a 9 anos (p = 0,025). Na faixa etaria de 4 a 6 anos, foi
verificada maior incidéncia no 12° més de observagdo (p=0,012). Ja nas
incidéncias no 6°, 18° e 24° meses de observagdo, nao foram observadas
diferengas estatisticamente significante (tabela 14).
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Tabela 14. Resultado do ELISA anti-saliva do Lu. Longipalpis, por idade das criangas no inquérito inicial. Criangas menores de
10 anos residentes em Vila Nova e Bom Viver. Raposa-MA, 2003-2005.

Idade no inquérito inicial

Variaveis <1ano 1a3anos 4a6anos 7a9anos Total p
n f % f % f % f % f %
ELISA a-saiiva inquérito inicial (prevaléncia) 1080 0,025
Negativo 53 86,9 317 876 299 83,8 237 790 906 83,9
Positivo 8 13,1 45 124 58 16,2 63 21,0 174 16,1
ELISA o- saliva 6° més de observacao (incidéncia) 466 0,070
Negativo 30 96,8 168 36,2 154 994 112 96,8 464 99,6
Positivo 1 3,2 0 0,0 1 0,6 0 3,2 2 04
ELISA o- saliva 12° més de observacao (incidéncia) 498 0,012
Negativo 32 100,0 175 99,4 155 93,4 117 944 479 96,2
Positivo 0 00 1 0,6 11 6,6 7 56 19 38
ELISA a- saliva 18° més de observacao (incidéncia) 416 0,633
Negativo 23 100,0 162 98,2 128 97,0 95 99,0 408 98,1
Positivo 0 0,0 3 1,8 4 3,0 1 1,0 8 1,9
ELISA a- saliva 24° més de observagao (incidéncia) 405 0,347
Negativo 24 100,0 155 98,1 123 97,6 92 948 394 97,3
Positivo 0 0,0 3 1,9 3 2,4 5 5,2 11 2,7
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5.5 Anticorpos IgG anti-saliva por faixas etarias no tempo zero.

Quando se considerou os niveis de 1gG anti-saliva por faixa etaria
no tempo zero do estudo, ndo foi observada diferenca estatisticamente
significante na produgao de anticorpos IgG nas diversas faixas etarias. Valor de
p > 0.05 em todos os grupos (Figura 4).
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Figura 4. Anticorpos IgG anti-saliva em densidade ética (OD) do Lutzomyia
longipalpis de 1080 criangas em diferentes grupos de idade, no inquérito

inicial. Teste Kruskal-Wallis.
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5.6 Anticorpos IgG anti-saliva por faixa etaria nos diversos tempos do
estudo.

Quando se analisou os anticorpos IgG anti-saliva por tempo,
verificou-se, com excegao do grupo de menores de 1 ano (p>0.05 em todos os
tempos), um declinio dos mesmos quando comparamos o tempo zero, ao 6° e
18° més de seguimento. Valor de p < 0.01 em todos os grupos (Figuras 5 e 6).
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Figura 5. Anticorpos IgG anti-saliva em densidade otica (OD) do Lutzomyia
longipalpis em criangas com idade inferior a 1 ano e de 1 a 3 anos, no
inquérito inicial, 6°, 12°, 18° e 24° meses do estudo. Teste Kruskal-Walilis. As
barras horizontais representam as médias.
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Figura 6. Anticorpos IgG anti-saliva em densidade ética (OD) do Lutzomyia
longipalpis em criangas com idade de 4 a 6 anos e de 7 a 9 anos, no inquérito
inicial, 6°, 12°, 18° e 24° meses do estudo. Teste Kruskal-Wallis. As barras
horizontais representam as médias.
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Quando se considerou o percentual de variagdo dos niveis de
anticorpos de cada crianga nas diversas faixas etarias, verificou-se que apesar
de maior numero de criangas apresentarem variacdo negativa, observou-se
também, variagdo positiva. A comparagdo entre os diversos grupos nao foi
estatisticamente significante (p > 0.05 ) (Figura 7).
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Figura 7. Percentual de variagdo dos niveis de anticorpos anti-saliva do Lu.
longipalpis das criangas positivas em algum tempo do estudo e que
permaneceram em seguimento por 24 meses. As barras horizontais

representam as médias.
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5.7 Analise de Kaplan-Meir.

Para verificar se a presenga de anticorpos anti-saliva do Lu.
longipalpis se associava a imunidade celular, medida pela positividade ao
IDRM, utilizou-se a analise de Kaplan-Meir.

Apos digitacao e organizagao numa planilha do Microsoft Excel,
dos resultados do teste IDRM e da pesquisa de anticorpos anti-saliva das 1080
criangas que participaram da primeira etapa do estudo, procedeu-se a exclusao
de 343 individuos que apresentaram positividade ao primeiro IDRM, ou seja, no
inquérito inicial. No 1° ano de observacao, registraram-se 99 mudancas e 4
recusas. Dos 634 individuos que permaneceram em seguimento, 448 foram
censurados e 186 apresentaram o evento.

A andlise de Kaplan-Meir mostrou uma associagéo
estatisticamente significante entre a presenca de anticorpos anti-saliva do L.
longipalpis e a imunidade celular, medida pela positividade ao IDRM. Entre os
que apresentaram pesquisa de anticorpos anti-saliva positiva, o nimero de
eventos observados foi superior ao nimero de eventos esperados, sendo o
valor de p do teste de log-rank < 0,0006 (Figura 7). A figura 8 mostra o
comportamento das curvas de sobrevida durante os 24 meses.

Para verificar se a significAncia permanecia apds o ajuste por
idade, realizamos a andlise multivariavel para variaveis “tempo até a ocorréncia
do evento”, utilizando a regressdo de COX, permanecendo a significancia
estatistica (dados nao apresentados).

O somatdrio do tempo de observacdo das criangcas saliva
negativa e daquelas com pesquisa de anticorpos anti-saliva positiva, foi de
10176 meses e de 2448 meses respectivamente. A incidéncia acumulada de
positividade ao IDRM foi de 1,31% nos saliva negativos e de 2,17% entre os
gue apresentaram a pesquisa de anticorpos anti-saliva positiva (Tabela 15).
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Figura 9. Curva de sobrevida de criangas, de acordo com a pesquisa de

anticorpos anti-saliva. Analise de Kaplan-Meir.
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Tabela 15. Resultado da analise por pesquisa de anticorpos anti-saliva,
eventos (IDRM +) de acordo com o periodo de seguimento, somatorio do
tempo de observacao e taxa de incidéncia.

Pesquisa de Eventos Somatdério do Taxa de
anticorpos anti- (IDRM Positivo) tempo de incidéncia
saliva do Lu. 12 24 observagao (%)
longipalpis meses meses Total (em meses)
Negativo 116 17 133 10.176 1,31
Positivo 40 13 53 2.448 2,17
Total 156 30 186 12.624 1,47
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6 DISCUSSAO

A andlise dos dados demograficos apontou que 42,3% das
familias das criangas eram procedentes do Municipio da Raposa-MA sendo
este percentual superior aos 34,4% relatados por CALDAS (1998) para a
mesma area endémica, sugerindo diminuicdo no processo migratério para as
areas estudadas.

No que diz respeito ao tempo de residéncia nas areas, a maioria
das familias informou que residia na localidade ha mais de 12 meses (93,5%).
Esses resultados vao ao encontro dos de NASCIMENTO (1996), que
estudando a epidemiologia da LV na llha de Sao Luis-MA, verificou que a
maioria da populagao residia na area ha mais de 12 meses. Os resultados
obtidos podem sugerir maior estabilidade da populagdo como reflexo de menor
imigragao.

Na andlise dos fatores de risco, as varidveis “procedéncia” e
‘tempo de permanéncia” ndo se constituiram fatores de risco para infeccao,
assemelhando-se, em relagdo & procedéncia, aos resultados de Nascimento
(1996), para outra area endémica de LV na ilha de Sao Luis-MA. Divergiram
porém, no que concerne ao tempo de tempo de residéncia, onde naquela
localidade, essa varidvel esteve associado ao risco de infecgao.

Os dados referentes a idade da populagao brasileira apontam
maior concentragao nas faixas de 1 a 4 anos e de 7 a 9 anos, entre as criangas
com idade inferior a 10 anos (IBGE, 2005). Quando comparados esses
resultados ao do presente estudo, verifica-se que o percentual de criangas na
faixa etaria de 7 a 9 anos (27,7%) foi inferior ao relatado para o Brasil (32,2%),
Regido Nordeste (31,8%), Maranhao (31,8%) e municipio da Raposa-MA
(87,0%) (IBGE, 2005; SEMUS, 2005). Sendo a LV mais freqiente em criangas
menores de 5 anos observou-se que nas localidades estudadas cerca de
72,2% encontravam-se na faixa de maior risco.

Nesse estudo verificou-se que o percentual de criangas do sexo
feminino foi ligeiramente superior ao masculino, assemelhando-se ao estudo de
CALDAS (1998), NASCIMENTO et al., (2005; 2006) e ao observado ao nivel
nacional, regional e estadual (IBGE, 2005).
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A maioria das maes e/ou responsaveis declarou como cor da
crianga, a parda, o que também ¢é observado quando se considera a regiao
Nordeste e o estado do Maranhao, e que pode ser explicado devido a forte
miscigenagao observada na regiao Nordeste (IBGE,2005). A maior freqliiéncia
da cor parda também foi referida para a mesma area endémica (CALDAS,
1998), para outras areas endémicas do Maranhao (NASCIMENTO, 1996) e do
Brasil (MORENO et al., 2005).

Na andlise univariavel, a cor apresentou-se associada a protegao
para infecgao detectada tanto pelo ELISA (p = 0,002), quanto pelo IDRM (p =
0,003). Na analise multivariavel, a cor, especificamente a branca, permaneceu
como protecao a infecgao, diferindo dos resultados observados por Nascimento
(1996) para outra area endémica da llha de Sao Luis-MA e por Moreno et al
(2005) numa area urbana do estado de Minas Gerais , onde tal associagdo nao
foi observada.

Nas localidades, Vila Nova e Bom Viver, 57,8% das familias eram
compostas de 5 a 7 pessoas, com média de 5,7 por domicilio. Este resultado é
divergente do relatado para o Maranh&o, pois de acordo com os dados do
IBGE (2005), o numero médio de pessoas por domicilio para o Estado € de 4,3,
um dos maiores do Brasil, sendo superado apenas pelos estados do Amazonas
e Macapa que possuem, em meédia, 4,4 pessoas por domicilio. Ao serem
comparados esses resultados aos de CALDAS (1998), verifica-se aumento de
0,5 na média de pessoas por domicilio.

Embora maior aglomeragao de pessoas, principalmente em areas
carentes, possa refletir numa escassez de alimentos interferindo no estado
nutricional dos moradores, em especial das criangas menores de 10 anos e
que, a desnutricdo tenha sido relatada como um importante fator para o
desenvolvimento de doencas parasitarias, entre elas a LV (HARISSON et
al.,1986; PEARSON et al,1992), nao se verificou, assim como no estudo de
Moreno et al (2005), associagao da variavel “pessoa por domicilio” e risco para
infecgao

Adequadas condicoes de saneamento e moradia estdo
relacionadas a melhor qualidade de vida. Nos domicilios dos menores
estudados, a cobertura de telha foi referida em 77,0% sendo este percentual
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inferior ao encontrado na Regido Nordeste e no Maranhdo onde 85,2% e
89,4% respectivamente dos domicilios, possuem este tipo de cobertura (IBGE,
2005). Entretanto, quando se compara este resultado, a estudos anteriores
realizados nas mesmas localidades, verifica-se melhoria em relagao a essa
varidvel, pois em 1997, a cobertura de telha foi referida para 32,1% dos
domicilios e em 1998, para 34,1% (CALDAS, 1998, GAMA et al., 1998). Em
relacdo a essa variavel, as duas localidades apresentaram melhores condigdes
do que o observado em outras areas endémicas do Maranhao, onde a palha
predominou como material utilizado para a cobertura das casas
(NASCIMENTO et al., 2005).

Na regiao Nordeste e no estado do Maranhdo, a maioria dos
domicilios possui paredes de alvenaria e em apenas 3,1% e 10,7%,
respectivamente, sao utilizados materiais como palha, taipa, madeira
aproveitada e outros (IBGE, 2005). Nas localidades estudadas, a parede de
alvenaria foi referida em 36,0% dos domicilios, € a de taipa em 45,7% -
resultados esses, diferentes dos encontrados em nivel regional e estadual.

A exemplo do que foi relatado em relagdo ao tipo de material
utilizado para a cobertura dos domicilios, observou-se melhoria em relagao as
paredes quando comparadas aos achados de 1997, e 1998, quando 87,4% e
84,6% dos domicilios possuiam paredes de taipa (CALDAS, 1998, GAMA et al.,
1998).

Os tipos de cobertura e parede das casas ndo se mostraram
associados a infecgdo tanto na analise univariavel, quanto na multivariavel,
concordando com o observado por Moreno et al (2005) em Minas Gerais e
Nascimento (1996 ) em outra area endémica do Maranhao.

No Brasil, 92% dos domicilios sdo abastecidos por agua da rede
geral. Para o Nordeste, estado do Maranhdo e no municipio da Raposa-MA,
esses valores sao respectivamente 89,0%, 76,5%, 73,5%, respectivamente
portanto, inferiores ao relatado pela populagdo estudada (IBGE, 2005). E
importante mencionar que apesar da maioria referir abastecimento de agua da
rede geral observou-se, durante a realizagdo do trabalho de campo, que muitas
casas sO possuiam um ponto de agua localizado fora da habitagdo e que, a
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agua nao estava disponivel na maior parte do dia, obrigando a populacao a
acondicionar a agua em recipientes abertos e muitas vezes inapropriados
(tambor enferrujado, tonéis sujos, etc.), localizados fora dos domicilios, ou
mesmo, buscar agua de pogo para atender as necessidades da familia (dados
nao apresentados). As observagoes feitas podem também justificar porque a
maioria das criangas dessas localidades toma banho no quintal, como foi
identificado por CALDAS et al., 2001. Essas situagoées poderiam contribuir para
a maior exposi¢cao dos moradores, inclusive das criangas, aos flebotomineos ja
que o abastecimento com agua proveniente de pog¢o, constituiu um fator de
risco para a infecgao por L. chagasi no estudo de NASCIMENTO, (1996) e em
nosso estudo, quando consideramos a infecgao detectada pelo IDRM.

Na variavel relacionada ao destino do lixo, verificou-se que
apenas 8,7% dos moradores mencionaram a coleta publica € que a maioria
(68,5%) dos moradores queimava o lixo produzido. Essa realidade é diferente
ao relatada para o estado do Maranhdo, em que 79,6% dos domicilios
possuem coleta do mesmo e do municipio da Raposa-MA, onde 13,4% do lixo
é coletado (IBGE, 2005). Embora esse nimero seja inferior ao nivel estadual,
observa-se, em relacdo as duas localidades uma pequena melhoria das
condi¢oes quando as comparamos as encontradas em 1998, em que néo havia
coleta publica (CALDAS, 1998).

Durante o desenvolvimento do estudo, constatou-se que as
praticas de queimar ou enterrar o lixo, ndo eram realizadas diariamente. Isto
fazia com que o mesmo fosse acumulado no quintal e s6 depois que atingia
determinado volume era enterrado ou queimado. Considerando que as
espécies de flebétomos adaptadas ao peridomicilio vivem sob material
acumulado nos quintais das residéncias, incluindo o lixo (REBELO, 1999), o
amontoamento do mesmo poderia contribuir para a manutengcdo da fauna
flebotominica.

Em relagao ao esgoto, 53,5% dos domicilios do Brasil possuem
rede coletora, enquanto que, na regidao Nordeste a cobertura é de 34,7%.
Quanto a essa variavel, o0 municipio da Raposa-MA assemelhou-se ao
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observado no estado do Maranhao, onde 45,2% do esgotamento doméstico é
realizado através da fossa séptica (IBGE, 2005).

MORENO et al (2005) estudando fatores de risco para infecgéo
por L. chagasi em uma area urbana do Estado de Minas Gerais, apontaram
como fator de risco para a infeccdo néo ter o lixo coletado, lixo nao removido e
qgueimado. Estudo realizado em outra area endémica para LV do Brasil,
apontou que o sistema inadequado de esgoto e a coleta nao regular do lixo,
sao fatores de risco para a aquisicdo da doenga (COSTA et al., 2005). Nas
localidades estudadas, a analise univariavel mostrou que o destino dos dejetos
nao esteve associado ao risco de infecgao e que, a coleta de lixo constituiu-se
fator de protegao contra a infecgao, quando o parametro utilizado foi o IDRM.

A criagdo de animais domésticos no domicilio e a presenga de
animais proximos ao domicilio foram mencionadas pela maioria dos moradores,
sendo o cdo o animal mais presente nos dois ambientes, fato também
observado em outras areas endémicas da llha de Sao Luis (NASCIMENTO,
1996; GAMA et al., 1998) e do Maranhao (GAMA et al., 1998).

Quando se considerou os domicilios que, além de outros tipos de
animais, criavam o cao, verificou-se que 0 mesmo estava presente em 90,9%
dos domicilios. Esses resultados, quando comparados a anteriores nas
mesmas areas, onde o animal estava presente em 32,8% dos domicilios,
sugerem mudangas nos habitos referentes a criagdo de animais pelos
moradores, 0 que pode justificar o incremento na populagao de caes.

A criagao de caes, e sua presenga proxima as residéncias sao
aspectos importantes na cadeia epidemiologica de transmissao da LV, pois, no
ciclo urbano, o cao permanece como importante elo de transmissao por ser
reservatério secundario da doenga (DEANE, DEANE, 1955, 1962; EVANS et
al., 1985) e porque a enzootia canina precede a ocorréncia de casos humanos
(GENARO et al., 1995; BRASIL, 1996).

Por outro lado, a presenca de animais domésticos como caes,
galinhas, cavalos entre outros, nos terrenos ao redor ou préximo da residéncia,
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possibilita fonte abundante de alimentagdo para o flebotomineo e pode
favorecer a aproximagdo e a manutencdo da populagdo de vetores no
peridomicilio. Em areas endémicas, tem sido verificado que capturas de
flebotomineos em habitacoes que ndo possuem animais domésticos nao sao
bem sucedidas (ARIAS et al., 1996; DIAS et al., 2003).

A presencga de galinheiro no peridomicilio, identificada como fator
de risco para a infecgdo no estudo de Nascimento, (1996), ndo se constituiu,
em nosso estudo, fator de risco para a infec¢ao, enquanto que, a criagao de
animais no domicilio apresentou-se associado ao risco de infec¢ao.

Na llha de Sao Luis, o Lu. longipalpis encontra-se amplamente
distribuido, inclusive nas proximidades da orla litoranea, ao nivel do mar e em
locais descampados (REBELO et al., 1999). No municipio da Raposa, é a
espécie de flebotomineo mais freqiiente e predomina sobre as outras espécies
tanto no peri quanto no intradomicilio, presente em todos os meses do ano
(ARAUJO et al., 2000). Apesar dessas observacdes e das duas localidades
serem endémicas para LV, a presenca do flebotomineo néo foi referida pela
maioria da populag¢ao. O percentual apresentado foi inferior ao mencionado por
moradores da mesma area endémica (CALDAS et al., 2001; GAMA et al.,
1998) e de outras do estado do Maranhao (GAMA et al., 1998).

No estudo de Caldas et al (2002) sobre fatores de risco para
infeccdo, em criangas menores de 5 anos, na mesma area endémica, a
presenca de flebotomineo esteve associada ao risco de infeccdo.
Surpreendentemente, em nosso estudo entretanto, a resposta negativa quanto
a essa variavel, mostrou-se associado ao risco. Esses resultados podem ser
justificados pela dificuldade de observacao do flebotomineo em fungéo de seu
tamanho, e porque consideramos apenas as respostas da populagao estudada,
sem a realizagdo de um inquérito entomologico que confirmasse ou ndo, a
presenca do vetor.

Considerando que as duas localidades sdo endémicas paraa LV,

questionou-se aos pais e/ou responsaveis pelas criangas sobre a historia
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familiar pregressa de LV, sendo a mesma referida em ambas (19,0%). O relato
de casos da doenga na familia que foi identificado como fator de maior risco de
exposicao por NASCIMENTO (1996), ao estudar a epidemiologia da
transmissao da LV, na llha de Séo Luis-MA, nado se constituiu fator de risco
associado a infec¢cao em nosso estudo. Ja para a doenga, tem sido relatado
que criangas que residem em domicilios com caso anterior de LV tém risco
relativo de 3,1 de desenvolver a doenga, quando comparadas aquelas que
residem em domicilios sem histéria pregressa de LV (EVANS et al., 1992). A
historia de LV entre irmaos e primos das criangas estudadas, pode sugerir
agregacao familiar da infecgao.

O IDRM é um teste utilizado para detectar infeccdo por L.
chagasi. Na LV infecgdo, o teste mostra-se positivo e, por esse motivo, tem
sido utilizado em inquéritos epidemioldégico que visem avaliar a prevaléncia e
incidéncia de infeccao por L. chagasi (CALDAS et al., 2001; NASCIMENTO et
al., 2005).

O teste foi realizado em 1080 criangas no inquérito inicial e
detectou prevaléncia de 31,8%, que foi superior aos 18,6% relatado para a
mesma area endémica (CALDAS, 1999) em outras areas endémicas do Brasil
como Jacobina-BA (TEIXEIRA, 1980), e Porteirinha-MG (BORGES et al.,
2003), e em outra regido do mundo, no Quénia — Leste da Africa (10,5%)
(SCHAEFER et al., 1994). Entretanto, a prevaléncia foi inferior a detectada em
outras areas endémicas do Maranhado, onde foram observados valores de
63,2% (NASCIMENTO, 1996) e 61,7% (NASCIMENTO et al., 2005), e de
outros lugares do mundo onde o teste identificou prevaléncias de 45,9% na
Tunisia — Norte da Africa (BEN SALAH et al., 2003) e 46,5% na Etiopia — Leste
da Africa (ALI & ASHFORD, 1993). Essas diferencas podem ser decorrentes
das diferengas entre as faixas etarias estudadas pelos diversos autores ou, a
maior ou menor exposicdo ao flebotomineo infectado, ou ainda, a maior
capacidade de resposta imune celular pelos individuos estudados.

Ja a incidéncia de infec¢ao detectada pelo IDRM no 12° més de
observacdo mostrou que 24,6% das criangas infectaram-se durante este
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periodo. Esses resultados vao de encontro ao observado por CALDAS (1998),
que verificou incidéncia de 10,8%. E importante destacar que no estudo de
CALDAS (1998), a populacao estudada foi de criancas com até cinco anos de
idade, e que a repeticao do IDRM foi realizada apés intervalo de seis meses, o
que pode justificar a diferenga dos resultados. Ja a incidéncia no 24° més de
observagao foi 7,2%. Considerando que o IDRM foi realizado anualmente, e
que a positividade ao IDRM se constituiu critério de saida do estudo, a
populacdo que permanecia em seguimento poderia estar menos suscetivel,
possivelmente justificando a menor incidéncia no 24° més de observagao.

Quanto ao sexo, a prevaléncia detectada pelo IDRM assemelhou-
se entre os dois, concordando com os achados de CALDAS (1999) e
NASCIMENTO et al., (2005). Entretanto, ALI & ASHORD (1993) num estudo
prospectivo conduzido na Etiépia, observaram maior freqiiéncia de positividade
no sexo masculino (62,5%). E interessante destacar que, durante a realizacao
do estudo, foram observadas nas areas estudas, criangas menores de 10 anos
brincando ao ar livre, durante todo dia, € com a area corporal exposta, em
funcao de pouca roupa usada por ambos 0s sexos, fazendo com que a chance
de ser picado pelo flebotomineo fosse a mesma, o que pode justificar os
resultados encontrados.

O numero de criangas positivas ao IDRM, foi maior no grupo de 7
a 9 anos, tanto na prevaléncia quanto na incidéncia medida no 12° e 24° meses
de observacgao. Tais resultados concordam com o referido na literatura, em
gue, a positividade ao IDRM tende a aumentar com a idade (CALDAS, 1999;
KHALIL et al., 2002; NASCIMENTO et al., 2005; MORENO, 2006).

O teste ELISA é utilizado para o diagnéstico sorolégico da LV
doencga e sua positividade, na auséncia de sinais e sintomas, define infecgao e
por este motivo, também tem sido empregado em estudos epidemioldgicos
realizados em areas endémicas (CALDAS, 2001; BRASIL, 2004).

Nesse estudo, o ELISA detectou prevaléncia de 17,1% na
populacao analisada, que foi semelhante & observada por NASCIMENTO et al.,
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(2006) em outra area endémica de LV na llha de Sao Luis-MA, porém superior
aos 13,5% referido por Caldas et al (2001) na mesma area endémica.

E relatado na literatura que em areas endémicas de LV, uma
proporgao de individuos infectados desenvolve a doenga (TEIXEIRA, 1980;
BADARO et al., 1986a; NASCIMENTO, 1996; CALDAS et al., 2001; GAMA,
2001; BUCHETON, 2003; NASCIMENTO et al, 2006), e que na forma
assintomatica os titulos sao baixos (BRASIL, 2004), Apesar dessas
observagoes, e de terem sido identificados altos titulos de anticorpos anti-
Leishmania, nas criangas da coorte, verificou-se que estes controlaram a
infeccdo por periodo de no minimo 24 meses, uma vez que, nenhuma
desenvolveu a doenga durante o periodo de seguimento, contrariando o

referido na maioria dos trabalhos.

Dados de areas endémicas do Brasil apontam que criangas
quanto mais jovens e mais desnutridas, mais susceptiveis sao a LV doenga
(DYE & WILLIANS, 1993). CALDAS et al., (2001), em estudo realizado na
mesma area endémica, constataram que a desnutricido cronica nessas
localidades foi superior & encontrada para Brasil e o Estado do Maranhéo. E
possivel que, na area endémica, o numero de individuos desnutridos ou a
gravidade da desnutricao tenha diminuido, sendo esta uma possivel justificativa
para tais resultados.

Na avaliagao dos fatores associados a infeccdo, pela analise
univariavel, as variaveis “sexo” e “idade” mostraram-se associadas a infecgao,
apenas quando o parametro para a infeccdo foi o teste ELISA. Essa
associacao nao foi observada por Caldas et al (2002), porém referidas por
Nascimento (1996) no que concerne a variavel “idade”. Quando se procedeu a

analise multivariavel, o sexo feminino apresentou-se como fator de prote¢éao.

A deteccdo de anticorpos anti-Leishmania pelo ELISA mostrou
altos titulos de anticorpos em todas as etapas do estudo. No inquérito inicial, 80
criangas apresentaram titulos que variaram de 0.101 a 0.722; no 6° més, 11
(0.101 2 0.244), no 12° més, 16 (0.101 a 0.459); no 18° més, 27 (0.101 a 0.961)
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e no 24° més, 79 criangas (0.101 a 0.542). Esses resultados levam a acreditar
que altos titulos de anticorpos anti-Leishmania, isoladamente nao séao
determinantes na evolugdo da infeccdo para a doenga, confirmando o
observado por BUCHETON et al., (2003) em Barbar El Fugara, outra area
endémica do mundo, no leste do Sudao.

Os resultados relativos a pesquisa de IgG anti-saliva do
flebotomineo demonstraram que, a despeito de muitas criangas terem sido
expostas ao fiebotomineo infectado como evidenciado pela positividade ao
IDRM e a pesquisa de 1gG anti-Leishmania, poucas desenvolveram anticorpos
anti-saliva do fiebotomineo. Esses resultados podem indicar que a saliva do
fiebotomineo, em residentes de areas endémicas de LV possui poder
imunogénico inferior ao da L. chagasi, € levam-nos a questionar a sua
utilizacdo como marcador epidemiolégico de exposicdo como sugerido por
BARRAL et al., 2000.

Quando se comparou os niveis de IgG anti-saliva no inquérito
inicial entre os grupos etarios, verificou-se que nao houve diferenga
estatisticamente significante, sugerindo que em areas endémicas de LV o
poder imunogénico da saliva do fiebotomineo € similar em todos os grupos de
idade. Resultados esses, diferentes do de PENG et al. (2004), que avaliando
os niveis de anticorpos especificos para a saliva do Aedes vexans, observaram
uma correlagao inversa entre idade e niveis de IgG especificos da saliva.
PENG & SIMONS (1998) e PENG et al. (2004) demonstraram que
dessensibilizagdo natural a picadas de mosquitos ocorre ao longo do tempo,
fato este comprovado em relagao ao Lu. longipalpis uma vez que em todos 0s
grupos etarios, observou-se a reducao dos niveis de anticorpos quando
comparados ao inquérito inicial ao sexto e décimo oitavo més de seguimento.

Evidéncia de correlagao positiva entre anticorpos IgG anti-saliva
do fiebotomineo e uma positividade ao IDRM, foi fornecida por Barrai et al,
(2000) ao estudarem o soro de 60 criangas da mesma area endémica. Nos
conduzimos um estudo de coorte prospectivo e demonstramos que 0S
anticorpos 1gG do Lu. longipalpis se correlacionam positivamente ao
desenvolvimento da imunidade celular medida pelo IDRM, apesar do baixo
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poder imunogénico da saliva. Protegdo conferida contra a L.C. em
camundongos, pela pré-exposi¢ao a picadas de fleb6tomos foi observada por
KAMHAWI et el, (2000), sendo demonstrado que a mesma associou-se a
reagao de hipersensibilidade tardia. Por outro lado, a pré-exposi¢ao a saliva em
residentes de area endémica poderia estar contribuindo para criar um ambiente
indspito para o estabelecimento do parasita, como observado por SILVA et al,
2005 em modelo murino. Nossos resultados sugerem que a imunidade
desenvolvida contra a saliva do flebotomineo aumenta a resposta imune contra
antigenos de Leishmania, protegendo os individuos saliva positivos do
desenvolvimento da doenga, uma vez que, a positividade ao IDRM é
normalmente associada com resisténcia.

Algumas limitagoes podem ser apontadas no estudo, entre elas, o
uso do antigeno bruto, para a realizagdo da pesquisa de anticorpos anti-saliva
do Lu. longipalpis, cuja concentragao pode variar de um exemplar para outro, e
a nao realizagao do inquérito entomolégico, para comparar a densidade vetorial
e positividade ao ELISA anti-saliva.

Como perspectiva para novas investigagdes, a utilizagdo de
proteinas recombinantes do Lu. longipalpis e a realizagdo de inquérito

entomoldgico concomitantemente ao do humano.
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7 ASPECTOS IMPORTANTES NO ESTUDO

 Altos titulos de anticorpos anti-Leishmania nao foram determinantes para
a ocorréncia de LV doenga em 12 a 24 meses de acompanhamento.

- A criacdo de animal esteve associada ao risco de infec¢do por L. (L.)
chagasi, quando o parametro utilizado foi o ELISA.

« O abastecimento de agua de pogo, criagdo de animais domésticos e
resposta negativa quanto a presenga de flebotomineos no intra e peri-

domicilio, mostraram-se associadas ao risco de infecgdo quando o
parametro foi o IDRM.

« Com o passar do tempo, ocorreu um declineo dos anticorpos anti-saliva.
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8 CONCLUSOES

Os resultados do teste IDRM e da pesquisa de anticorpos anti-
Leishmania revelaram que um grande percentual de criangas da
amostra estudada foi exposto ao flebotomineo, entretanto uma pequena
parcela apresentou anticorpos anti-saliva positivo no momento da
analise.

Houve associagao estatisticamente significante entre positividade de
anticorpos IgG anti-saliva do flebotomineo e a imunidade mediada por
células, medida pelo IDRM.
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Ficha n.°

APENDICE 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
FACULDADE DE MEDICINA

FUNDAGAO OSWALDO CRUZ

CENTRO DE PESQUISA GONCALO MONIZ
CURSO DE POS-GRADUAGAO EM PATOLOGIA

FICHA PARA O CENSO

Data do preenchimento: __ / _ /

Localidade:

Municipio:

Chefe da familia:

Endereco (rua, n.° da casa, quadra, n° da FNS)

Ponto de referéncia:

Total de moradores na casa:

Numero de criangas com menos de 10 anos de idade:

Criangas menores de dez anos de idade:
Crianca 01. Nome:

Crianca 02. Nome:

Crianca 03. Nome:

Crianga 04. Nome:

Crianca 05. Nome:

Crianca 06. Nome:

Responsavel pelo censo:

DN._ [/ /
DN. _/ /| _
DN. _/_/
DN._/ /
DN._/ |
DN. _/ /
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APENDICE 2

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
FACULDADE DE MEDICINA

FUNDAGAO OSWALDO CRUZ

CENTRO DE PESQUISA GONCALO MONIZ
CURSO DE POS-GRADUAGAO EM PATOLOGIA

Ficha de aprazamento

N° da ficha: Agente de Saude da familia

Chefe da familia: Apelido:

Endereco (rua, n° quadra, n® da FNS, etc)

Ponto de referéncia

Atendimento Retorno

Data |Horario| Nome dos participantes Data |Horario | N° de registro
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APENDICE 3

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
FACULDADE DE MEDICINA

FUNDAGAO OSWALDO CRUZ

CENTRO DE PESQUISA GONCALO MONIZ
CURSO DE POS-GRADUACAO EM PATOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
| — Dados de identificagao da mae/pai do menor ou seu responsavel
legal

1. Nome do menor:

2. SexooM () F() Data de nascimento: _/ /
Endereco:

Bairro: Cidade :

CEP: Telefone

2. Responsavel legal:

Natureza do parentesco:

Endereco:
Bairro: Cidade :
CEP: Telefone

I 1 — Explicagoes do pesquisador ao pai/maelresponsavel pela

crianga.

1. A Leshmaniose Visceral ou Calazar € uma doenga que acomete
freqientemente criangas menores de dez anos que residem em areas
com grande numero de casos. Até 0 momento, ndo existem vacinas
contra a doenca, mas estudos realizados parecem indicar que o
mosquito responsavel pela transmissao da doenga desempenha um
papel importante para o seu desenvolvimento.

2. Para a realizacdo desta pesquisa serdo realizados 0s seguintes
procedimentos com a crianga: exame fisico seguido de coleta
semestral de 2 a 5 ml de sangue periférico e aplicagcdo anual de IDRM
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no antebrago da crianga. Estes procedimentos serdo realizados
anualmente. Se necessario, havera coleta adicional de 20 ml de
sangue.

3. Os desconfortos que poderao ocorrer sao: dor no local da punc¢ao
venosa e da aplicacdo do IDRM. Podera ainda ocorrer coceira,
vermelhidao e formagao de uma papula no local da IDRM.

4. Que tenho o direito de retirar 0 menor sob a minha responsabilidade, a
qualquer momento da pesquisa, se assim o desejar, bastando para
isso comunicar a minha decisdo a professora responsavel pela
pesquisa, sem que isto prejudique o seu atendimento ou da familia em
qualquer servigo de saude da UFMA ou FNS-MA.

5. Que havera garantia para o atendimento, pela equipe da pesquisa,
das alteragoes simples de saude que o menor venha a apresentar.

6. Ocorrendo algum problema com as criangas ou duvidas em ralagao a
pesquisa e exames, procurar o Nucleo de Patologia e Medicina
Tropical da Universidade Federal do Maranhao, localizado & Praga
Madre Deus, s/n. Bairro Madre Deus. Sdo Luis — MA. O atendimento
sera realizado por um dos membros integrantes da pesquisa.

IV — CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO
Declaro que apds ter sido convenientemente esclarecido pelo
pesquisador, consinto que meu filho/filha participe da pesquisa.

Raposa (MA), de de
Assinatura do responsavel pela Assinatura da testemunha
crianga.

Assinatura do pesquisador
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Apéndice 4

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

FACULDADE DE MEDICINA
FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ

CENTRO DE PESQUISA GONCALO MONIZ
CURSO DE POS-GRADUAGAO EM PATOLOGIA

QUESTIONARIO
Ficha n.° Data do preenchimento ___/_ /
. IDENTIFICACAO DA MAE / RESPONSAVEL
1. Nome: Apelido
2. Residéncia atual Residatual
3. Tempo de residéncia na localidade Tempatual
4. Ultima procedéncia Ultiproced
5. Ha quanto tempo Tempproced
Il. DADOS SOCIOECONOMICOS, EPIDEMIOLOGICOS E AMBIENTAIS.
6. Tipo de residéncia () 1.Casa 2.Apartamento 3.0utro |Reside
7. Tipo de parede da residéncia ( ) 1.Alvenaria 2. Palha Parede
3. Taipa 4. Adobe 5. outro
8. Tipo de Cobertura () 1.Telha 2.Palha 3.Laje 4.Outro |Coberertura
9. Numero de pessoas residentes na casa Pessoas
10. Procedéncia da 4gua usada para beber ( ) 1.Rede Agua
publica 2.Poco 3.Rio, riacho
11. Destino do lixo () 1.Coleta publica 2.A céu aberto Lixo
3.Queimado 4.Enterrado 5.0utro
12. Destino dos dejetos () 1.Rede de esgoto 2.Fossa Dejetos
séptica 3.Fossanegra 4.Vala 5.Mato 6.0utro
13. Criagao de animais domésticos nacasa ( ) 1.Sim Anidom
2.Nao
14. Tipo de animal criado ( ) 1.Cao 2.Gato 3.Macaco Tipanimal
4.Cavalo 5.0utro
15. Presenca de animais préximo de sua casa ( ) 1.Sim Aniprox
2.Nao
16. Tipo de animais proximo a casa ( ) 1.Cao 2.Gato Tipaniprox
3.Mucura 4.Raposa 5. Outros
17. Presenca de chiqueiro préximo a casa () 1.Sim 2.Nao | Chiqueiro
18. Presenca de galinheiro proximo acasa ( ) 1.Sim 2.Nao | Galinheiro
19. Presenca de arrupiado (flebétomo) dentro/fora da casa () | Arrupiado
1.Sim 2.Nao
20. Casos de Calazar na familia ( ) 1.Sim 2.Nao 3.lgnorado | Calazar
21. Caso a resposta anterior seja positivo, grau de ParentLVA

parentesco () 1.Irmdo 2.Mae 3.Pai 4.Tio 5.Avé 6.Av0 7.
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| Primo 8. Outro

[1l. DADOS CRIANCA
22. Nome
Apelido

23. Sexo () 1.Masculino 2.Feminino Sexo

24. Cor () 1.Branca 2.Preta 3.Parda Outra Cor

25. Datadonascimento  / / ldade ldade

26. Costuma brincar ao redor da casa no final datarde ( ) |Brincar

1.Sim 2.Nao

27. Usa mosquiteiro para dormir () 1.8im 2.Nao Mosquiteiro

28. Histéria de LVA ( ) 1.Sim 2.Nao HistLVA

29. Histéria de LVA ha quanto tempo ? TempLVA

IV. PRIMEIRO EXAME FiSICO DA CRIANGCA

30.Data  / /

31. Peso Peso1

32. Altura Altura1

33. Linfonodos palpaveis () 1.Sim 2.Nao Linfonodos1

34. Localizacao linfonodos Loclinfo1

35. Hepatomegalia () 1.Sim 2.Nao Hepato1

36. Tamanho da Hepatomegalia RCD ThepaRDC1
AX ThepaAXi

37. Esplenomegalia ( ) 1.Sim 2.Nao Espleno1

38. Tamanho da esplenomegalia RCE TesplenoRCE1

39 Febre () 1.Sim 2.Nao Febre1

40. Duracao da febre Durafebre1

41. Perdeu de peso () 1.Sim 2.Nao 3.Ignorado Ppeso1

42.Peso perdido Pesoperd1

42.IDBRM 1 () 1.Positivo 2.Negativo IDRM1

43. ELISA1 () 1.Positivo 2.Negativo ELISA 1

44. LVA () 1.Sim 2. Nao LVA1

45. Quando LVA? QdoLVA1

46. Outras alteracoes

47. Conduta

V - EXAMES REALIZADOS

Exames Data realizacao

Data do resultado

Resultado

ELISA (o Leishmania)

IDRM

ELISA (o |-Saliva)

OBS:
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VI. SEGUNDO EXAME FiSICO DA CRIANGA

48.Data /| |/

49. Peso Peso2

50. Altura Altura2

51. Linfonodos palpaveis () 1.Sim 2.Nao Linfonodos2

52. Localizacao linfonodos Loclinfo2

53. Hepatomegalia ( ) 1.Sim 2.N&o Hepato2

54, Tamanho da Hepatomegalia RCD ThepaRDC2
AX ThepaAX2

55. Esplenomegalia () 1.Sim 2.Nao Espleno2

56. Tamanho da esplenomegalia RCE TesplenoRCE2

57 Febre () 1.Sim 2.Nao Febre2

58. Duracao da febre Durafbre2

58. Perdeu de peso () 1.Sim 2.Nao 3.lgnorado Ppeso2

59.Peso perdido Pesoperd2

60.IDBRM 1 () 1.Positivo 2.Negativo IDRM2

61. ELISA1 () 1.Positivo 2.Negativo ELIS2 2

62. LVA( ) 1.Sim 2.Néao LVA2

63. Quando LVA? QdoLVA2

64. Outras alteragoes

65. Conduta

VIl - EXAMES REALIZADOS

Exames Data realizacdo |Data do resultado | Resultado

ELISA (o Leishmania)

IDRM

ELISA (o I-Saliva)

OBS.:
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VIll. TERCEIRO FiSICO DA CRIANCA

66.Data / /

67. Peso Peso3

68. Altura Altura3

69. Linfonodos palpaveis () 1.Sim 2.Nao Linfonodos3

70. Localizagao linfonodos Loclinfo3

71. Hepatomegalia ( ) 1.Sim 2.Nao Hepato3

72. Tamanho da Hepatomegalia RCD ThepaRDC3
AX ThepaAX3

73. Esplenomegalia ( ) 1.Sim 2.Nao Espleno3

74. Tamanho da esplenomegalia RCE TesplenoRCE3

75 Febre () 1.Sim 2.Nao Febre3

76. Duracao da febre Durafebre3

77. Perdeu de peso () 1.Sim 2.Nao 3.lgnorado Ppeso3

78.Peso perdido Pesoperd3

79.IDRM 1 () 1.Positivo 2.Negativo IDRM3

80. ELISA1 () 1.Positivo 2.Negativo ELISA3

81.LVA( ) 1.Sim 2.Nao LVA3

82. Quando LVA? QdoLVA3

83. Outras alteragoes

84. Conduta

IX - EXAMES REALIZADOS

Exames Data realizacdo |Data do resultado | Resultado

ELISA (o Leishmania)

IDRM

ELISA (o I-Saliva)

OBS.:
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X. QUARTO FiSICO DA CRIANGA

85.Data /| |/

86. Peso Peso4

87. Altura Altura4

88. Linfonodos palpaveis () 1.Sim 2.Ndo Linfonodos4

89. Localizacéo linfonodos Loclinfo4

90. Hepatomegalia () 1.Sim 2.Nao Hepato4

91. Tamanho da Hepatomegalia RCD ThepaRDC4
AX ThepaAX4

92. Esplenomegalia ( ) 1.Sim 2.N&o Espleno4

93. Tamanho da esplenomegalia RCE TesplenoRCE4

94. Febre ( ) 1.Sim 2.Nao Febre4

95. Duracao da febre Durafebre4

96. Perdeu de peso () 1.Sim 2.Nao 3.ignorado Ppeso4

97. Peso perdido Pesoperd4

98. IDRM 1 () 1.Positivo 2.Negativo IDRM4

99. ELISA1 () 1.Positivo 2.Negativo ELISA4

100. LVA ( ) 1.Sim 2. Nao LVA4

101. Quando LVA? QdoLVA4

102. Outras alteragdes

103.

Conduta

Xl - EXAMES REALIZADOS

Exames Data realizagdo |Data do resultado | Resultado

ELISA (o Leishmania)

IDRM

ELISA (o [-Saliva)

OBS.:
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XIl. QUINTO FiSICO DA CRIANCA

104.Data /|

105. Peso Peso5

106. Altura Alturab

107. Linfonodos palpaveis () 1.Sim 2.Nao Linfonodos5

108. Localizac¢ao linfonodos Loclinfo5

109. Hepatomegalia ( ) 1.Sim 2.Nao Hepato5

110. Tamanho da Hepatomegalia RCD ThepaRDC5
AX ThepaAX5

111. Esplenomegalia ( ) 1.Sim 2.N&o Espleno5

112. Tamanho da esplenomegalia RCE TesplenoRCE5

113. Febre () 1.Sim 2.Nao Febre5

114. Duracao da febre Durafebre5

115. Perdeu de peso () 1.Sim 2.Nao 3.Ignorado Ppeso5

116. Peso perdido Pesoperd5

117. IDRM 1 () 1.Positivo 2.Negativo IDRM5

118. ELISA1 () 1.Positivo 2.Negativo ELISAS

119. LVA ( ) 1.Sim 2. Nao LVA5

120. Quando LVA? QdoLVA5

121. Outras alteragoes

111.

Conduta

Xl - EXAMES REALIZADOS

Exames

Data realizacdo |Data do resultado | Resultado

ELISA (o Leishmania)

IDRM

ELISA (a |-Saliva)

OBS.:
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Xll. OUTRAS ANOTACOES IMPORTANTES:
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