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SANTANA, Giselia dos Santos. Estudo da Associacdo de Micronutrientes (Zinco, Cobre e
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RESUMO

A leishmaniose tegumentar (LT) é um problema de satde publica nas Américas, ndo somente
por sua alta incidéncia e ampla distribuicdo geografica, mas também, pela possibilidade de
produzir Ulceras persistentes e desfigurantes. E endémica no Brasil, ocorrendo em ambientes
florestais e extraflorestais. A deteccdo de areas de alto risco para a infeccdo humana pode
auxiliar na implementacdo de estratégias de controle mais eficientes nas areas endémicas
rurais. Objetivos: descrever as caracteristicas epidemioldgicas, prevaléncia da infeccdo por
Leishmania ssp nas populacdes do povoado de Sdo Gongalo/Contendas do Singora - Bahia e
no Distritode Florestal/Municipio de Jequié, Bahia, correlacionando os fatores de risco
estabelecidos na literatura com os diferentes grupos estudados (individuos infectados, néo
infectados, e doentes) e avaliar a influencia da desnutri¢do na infeccdo e ou progressao para a
doenca, para isso, foram avaliados parametros bioquimicos como dosagem de fosfatase
alcalina e ferritina, além dos niveis de metais Zn, Cu e Fe no plasma dos individuos.Material
e Meétodos - desenvolveu-se um estudo de corte transversal, através de inquérito
epidemioldgico, e imunoalérgico (exames intradermorreacdo de Montenegro/IDRM, e
soroldgico/ELISA). Foram cadastradas 36 familias (170 individuos) de Sdo Gongalo e 129
familias (480 individuos) de Florestal. A partir dos dados obtidos, construiu-se um banco de
dados no EPIINFO for Windows, onde foram feitas as analises. Resultados. Observou-se que
alguns fatores de risco apresentaram maior prevaléncia de infeccdo (IDRM”, ou ELISA"), tais
como: individuos adultos, trabalhador rural; género masculino; familia que cria mais de uma
espécie de animal doméstico, ou que tem mais que um tipo de animal proximo a residéncia;
domicilio proximo a matas e rios; cobertura da casa com palha; lixo no terreno; auséncia de
agua encanada, embora ndo foram estatisticamente significantes. Observou-se ainda menor
prevaléncia da infeccdo em individuos com boas condi¢des de moradia (casa cobertura com
telha, piso de ceramica), que ndo possuiam ou tinham apenas uma espécie de animal
domestico em casa, quintal limpo (onde os individuos queimavam seus lixos), porém,
estatisticamente ndo foi significante. Ndo encontramos associa¢do de aumento do risco para
infecgdo com os niveis dos metais, entretanto, observamos associag¢do dos niveis de Zn com o
aumento significante do risco para desenvolvimento da doenca nos individuos do Distrito de
Florestal. Além disso, foi interessante notar que houve uma gradacdo tanto nos nimeros
absolutos quanto relativos de individuos com deficiéncia de Zn, partindo dos ndo infectados
(18/54 ou 33,33%), para novos infectados (11/25 ou 44%) até os pacientes (6/6 ou 100%), de
maneira semelhante ao que aconteceu com os niveis de 1gG nos individuos de Sdo Gongalo.
Conclusoes: a existéncia de alguns fatores responsaveis pelo aumento de casos da doenca na
regido (falta de saneamento basico, situacdo econdmica precéria, construcdo inadequada das
casas, convivio com animais silvestres, ou domesticos). A deficiéncia de Zn aumenta o risco
para doenca LT, mas ndo para a infec¢do por Leishmania spp;. Desta forma uma estratégia de
controle para a regido seria avaliar melhor os focos de transmissdo domiciliar, e
extradomiciliar, implantando um sistema de manejo ambiental (conhecer melhor a falna
flebotominica, e habitos do vetor, evitar o acimulo de lixo e detritos que possam atrair
roedores, pequenos mamiferos, e funcionar como criadouros dos insetos).

Palavras-chave: Leishmaniose, Micronutrientes, Zinco, Epidemiologia.
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ABSTRACT

The cutaneous leishmaniasis (CL) is a public health problem in the Americas, not only for its
high incidence and wide geographical distribution, but also by the possibility of establishing
persistent and disfiguring ulcers. It is endemic in Brazil, occurring in forest and around
environments. The detection of high-risk areas for human infection may assist in
implementing strategies for more efficient control in rural endemic areas. Objectives -.This
study aimed to describe the epidemiological characteristics, prevalence of Leishmania spp,
infection in populations of S0 Gongalo a rural communities/Contendas do Sincora - Bahia
and Florestal (District/Jequié, Bahia), correlating risk factors established in the literature with
different groups studied (infected individuals not infected, and patients) and assess the
influence of malnutrition on infection and progression for disease, for that biochemical
parameters will be evaluated as measure alkaline phosphatase and ferritin, beyond the levels
of metals Zn, Cu and Fe in the plasma of subjects. Materials and Metholds.- We developed a
cross-sectional study through epidemiologic and immunological investigation (Montenegro
skin tests/MST, and serological/ELISA). 36 families (170 individuals) of Sdo Goncgalo and
129 families (480 individuals) were registered in Florestal District. From the data obtained,
we constructed a database in Epi-Info for Windows, where the analyses were performed.
Results- The results showed that some risk factors had a higher prevalence of infection
(MST+ or ELISA+), such as: adult individuals, rural workers, gender sex, family that creates
more a domestic animal, or had more than one type of animal near home; homes near forests
and rivers; cover the house with straw, trash on the ground, no running water, had a higher
prevalence, although they were not statistically significant. We also observed a lower
prevalence of infection in individuals with good living conditions (house with tile roof, tile
floor), which lacked or had only one domestic animal in the house, clean the yard (where
people burned their garbage) however, was not statistically significant. Not find association of
increased risk for infection with metals level, however, we observed association of Zn levels
with significantly increased risk for disease development in individuals of the Florestal
District. Furthermore, it was interesting to note that there was a gradation in both absolute and
relative numbers of individuals with disabilities Zn, starting from uninfected (18/54 or
33.3%), to newly infected (11/25 or 44%) to patients (6/6 or 100%), similarly to what
happened with IgG levels in individuals of S&o Gongalo. Conclusions - there are some factors
associated for the increase in cases of the disease in the region, such as poor sanitation, poor
economic situation, improper construction of the houses, living with wild animals or
domestic. And that the loss of Zn increases the risk of disease LT, but not to infection by
Leishmania spp. Thus a control strategy for the region would be better to evaluate outbreaks
of domestic transmission and peridomestic, deploying an environmental management system (
know the sand flies species, and habits of the vector, prevent accumulation of trash and debris
that may attract rodents, small mammals, and act as breeding grounds for insects).

Keywords: Leishmaniasis, Micronutrients, Zinc, Epidemiology.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses representam um grande problema de saude publica, conforme se
observa nos dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), através dos relatorios finais de
2007 e 2010. Nestes, as leishmanioses ainda séo consideradas como doenca emergente e sem
controle — doenca de categoria 1 — e que o foco das pesquisas deve ser a aquisicao de novos
conhecimentos e de medidas eficazes de controle. Com uma prevaléncia total de 12 milhdes
de pessoas e populagdo de cerca de 350 milhdes de individuos sob o risco de contrair a
infecgdo por Leishmania spp, esta doenga infectoparasitaria afeta individuos de 88 paises,
sendo 75 considerados em desenvolvimento e 13 subdesenvolvidos (PAHO, 2009; WHO,
2007; WHO, 2010).

As leishmanioses podem ocorrer na forma visceral (Leishmaniose Visceral ou
Calazar) e tegumentar (Leishmaniose Tegumentar). A forma visceral (LV) é uma
manifestacdo sistémica da doenca, que envolve progressdo difusa de parasitas direto para
baco, figado e medula déssea, apresentando maior mortalidade em individuos sem tratamento
(BITTENCOURT & BARRAL-NETTO, 1995; CALDAS et al., 2002). Ja a leishmaniose
tegumentar (LT) € uma doenca primariamente de carater zoonético que acomete 0 homem e
diversas espécies de animais silvestres e domésticos. A LT é considerada uma enfermidade
polimorfica e espectral da pele e das mucosas, manifesta-se por diferentes formas de acordo
com seus aspectos clinico, patoldgico e imunoldgicos. Assim, estas formas podem ser
classificadas em: cuténea localizada (LCL), caracterizada por lesdes ulceradas, indolores,
Unicas ou mudltiplas; cuténea disseminada (LD) mdltiplas lesdes ulceradas cutdneas com
disseminacdo hematogénica e ou linfatica; difusa (LCD), que apresenta lesdes nodulares e
infiltrantes, e a forma mucosa (LM) com lesGes agressivas que afetam a nasofaringe
(MARSDEN, 1986; GONTIJO, 2003; COSTA et al., 2009; SALDANHA et al., 2009;
BARRAL e COSTA, 2011).

Os parasitas responsaveis pela LT estdo agrupados nos subgéneros Viannia e
Leishmania de acordo com o modelo taxondmico proposto por Lainson & Shaw (1987). No
Brasil sdo reconhecidas sete especies de Leishmania responsaveis por doen¢a humana, sendo
a forma tegumentar causada principalmente pela L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L.
(L.) amazonensis e mais raramente pelas L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi e L. (V.) shawi
(LAINSON e SHAW, 1987; GRIMALDI JUNIOR, et al.,1989; BARRAL e COSTA, 2011).

A posicdo taxondmica do agente etioldgico da LT € descrita no quadro 1:



Quadro 1: Posicdo taxonémica da Leishmania spp.
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Reino PROTISTA Haeckel, 1986
Sub-Reino PROTOZOA Goldfuss, 1817
Filo SARCOMASTIGOPHORA Honiberg e Balamuth, 1963
Sub- Filo MASTIGOPHORA Deising, 1866
Classe ZOOMASTIGOPHOREA Calkins, 1909
Ordem KINETOPLASTIDA Honiberg,1963,
emend. Vickermam, 1976
Sub- Ordem TRYPONOSOMATINA Kent, 1880
Familia TRYPONOSOMATIDAE Doflein, 1901,
emend. Grobben, 1905
Género Leishmania Ross, 1903,
emend. Vickermam, 1977

Fonte: Lainson& Shaw, 1987

A Leishmania apresenta duas formas distintas em seu ciclo de vida: promastigota e
amastigota. A forma promastigota é afilada, movel, apresenta flagelo sendo transmitido ao
hospedeiro vertebrado através da picada do inseto vetor, o flebotomineo. Na pele do
hospedeiro vertebrado, promastigotas sdo internalizadas por fagocitos mononucleares,
perdendo o flagelo e diferenciam-se em amastigotas. As amastigotas apresentam forma
arredondada, mével e com flagelo interno. A progressdo da infeccdo ocorre quando héa ruptura
de macrofagos, resultando na liberacdo de amastigotas no meio extracelular e infeccao
subsequente de células adjacentes. O ciclo de vida da Leishmania continua quando outro
inseto se alimenta do sangue de um hospedeiro infectado e ingere macr6fagos da pele
contendo formas amastigotas. No intestino do inseto vetor, as amastigotas sdo liberadas dos
macrofagos infectados e diferenciam-se em promastigotas, aproximadamente 12-18 horas
apos ingestdo. A sequéncia de eventos a partir do momento da picada do inseto vetor até o
aparecimento de sinais e sintomas da doenga depende da espécie deLeishmania envolvida e de
fatores intrinsecos do hospedeiro, incluindo caracteristicas genéticas e resposta imune. A
expressdo clinica da doenca resulta da interacdo do parasita com o hospedeiro vertebrado nas
varias fases da infeccdo (BITTENCOURT e BARRAL-NETTO, 1995; GONZALEZ, et al.,
2000; BARRAL e COSTA, 2011).

As varias espécies de flebotomineos vetores de Leishmania spp., pertencem a dois
géneros (Psychodopygus e Lutmozyia), com diferentes comportamentos e distribuicdo

geografica. Os principais vetores sdo especies do género Lutzomyia. A Leishmania
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amazonensis tem como seus principais vetores a Lutzomyia flaviscutellata, Lutzomyia reducta
e Lutzomyia olmeca, encontrados principalmente na regido Amazonica (estados do Amazonas
e Rondbnia), podendo ocorrer ainda em outras regides do pais, porém, com frequéncia baixa.
A L. amazonensis é responsavel pela forma LCL, podendo alguns individuos desenvolver a
forma difusa (LCD) (VEXENAT et al., 1986; BARRAL et al., 1991;SILVEIRA et al., 1996;
COSTA et al., 2005; COSTA et al., 2009). A L. guyanensis apresenta como principais vetores
Lutzomyia anduzei, L. whitmani e L. umbratilis. Sua ocorréncia foi relatada no norte da Bacia
Amazonica (estados do Amapa, Roraima e Para). Os individuos infectados por essa espécie
desenvolvem lesdes Unicas ou multiplas (LAINSON et al., 1987; SHAW, 2007). A L.
braziliensis encontra-se amplamente distribuida do sul do Pard ao Nordeste brasileiro,
atingindo também o centro sul do pais e algumas areas da Amazénia Oriental. Seus principais
vetores sdo Lutzomyia intermedia, L. migonei e L. whitmani. Os individuos infectados por
essa espécie podem desenvolver a LCL, cuja principal complicacdo € a evolugdo para LM
(MARSDEN, 1986; VEXANET et al., 1986; PASSOS et al., 2010; BARRAL e COSTA,
2011).

1.1 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR NO BRASIL E NO ESTADO DA BAHIA

Segundo Rabello (1925) a LT é conhecida no Brasil desde o ano 1895, sendo que seu
estudo compreende trés periodos na histéria da doenca. O primeiro, de origem incerta,
baseada em referéncias vagas, vai até 1895, ano da observacao clinica do “botdo da Bahia” e
sua filiagdo ao “botdo do Oriente”. O segundo estende-se até 1909, quando é identificado e
descrito o agente etiologico da “ulcera de Bauru”. O terceiro se inicia em 1910, com o achado
do parasita em lesBes mucosas, que entdo incorporadas ao quadro clinico da doenca
(RABELLO, 1925; PESSOA, 1948; COSTA, 1992).

De acordo com os dados de notificacdo do Ministerio da Saude (MS), a LT encontra-
se em franco processo de crescimento, tanto em magnitude, como em expansdo geogréafica.
Somente no ano de 2012, foi notificado um total de 23.547 casos segundo dados do Ministério
da Saude (COSTA, 2005; BRASIL, 2007; PAHO, 2013) (Mapa 1).
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Mapa 1: Distribuicdo dos casos de leishmaniose tegumentar por
estado no Brasil (ano 2011/MS, Brasil, 2012).

Nas Ultimas décadas, a analise de estudos epidemioldgicos da doenca leishmaniose
tem sugerido mudancgas em seu comportamento. Inicialmente considerada como zoonose de
animais silvestres que acometia ocasionalmente pessoas em contato com florestas, a doenca
COmMegou a ocorrer em zonas rurais ja praticamente desmatadas e também em regibes
periurbanas (BARRETO et al., 1981; WHO, 2000; COSTA, 2005; BRASIL, 2007). Neste
amplo contexto de diferentes regides geograficas, a doenca no Brasil pode apresentar-se com
trés perfis epidemioldgicos, segundo COSTA, 2005:

Leishmaniose tegumentar (LT) puramente silvestre - ocorre através de surtos
epidémicos associados a derrubada das matas em virtude da (construcdo de estradas,
instalacdo de povoados em regides pioneiras) e a exploracdo desordenada das florestas devido
a extracdo de madeira, agricultura e mineracdo. Neste caso, a LT € uma zoonose de animais
silvestres, que pode atingir o homem quando este entra em contato com o0s focos zoonoticos.
Um exemplo tipico desta forma é a que acontece na Amazonia, regido Norte do Brasil.

LT silvestre modificada - ocorre através de surtos epidémicos sazonais, em areas
com pequenos focos residuais de mata primaria. A infeccdo ocorre na interface da area
peridomiciliar e as areas de mata, onde o homem costuma desenvolver atividades ligadas a
agricultura. A infecgdo apresenta ciclos sazonais quando a densidade populacional do
flebotomineo vetor esta elevada. Um exemplo desta forma de transmissao acontece no vale do
Sdo Francisco; municipio de Caratinga, Minas Gerais; Espirito Santo e na regido de Corte de
Pedra, Sul da Bahia.
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LT periurbana - ocorre de forma endemoepidémica, em &reas de colonizacéo antiga,
onde h& a suspeita da participacdo de animais domesticos (cdo doméstico e equinos) como
reservatorios da infeccdo para vetor. Como exemplo desta forma de transmissdo da LT,
caberia mencionar a ocorréncia de casos por L.(V.)braziliensis em areas periurbanas da cidade
do Rio de Janeiro, na regido Sudeste do pais.

No estado da Bahia, a regido que melhor caracterizou o perfil epidemioldgico da LT é
o Sul do Estado, pois nas areas de Trés Bracos e Corte de Pedra foi identificado predominio
do comprometimento do sexo masculino, faixa etaria mais atingida entre 10 a 40 anos,
sugerindo ainda um padrdo de transmissdao mais antigo, no qual o homem, indo as matas,
expbe-se aos focos naturais da doencga. Porém, esse padrdo se mostra diferente em alguns
momentos, onde os dados demonstram que a transmissdo intra e peridomiciliar também
ocorrem na regido (COSTA, 1986; JONES et al., 1987; COSTA, 2005). O vetor
predominante nessa area da Bahia é o L. whitmani, porém L. intermedia também ja foi
capturado em é&reas peridomiciliares (VEXENAT et al., 1986; MIRANDA et al., 2002). Em
relacdo aos provaveis reservatorios, em um inquérito canino realizado em Trés Bragos — BA
foi observado positividade de 3% no encontro de amastigotas, no exame direto de raspado de
pavilhdo auricular (BARRETO et al., 1984; VEXENAT et al., 1986).

No municipio de Jequié, Bahia, area de transmissdo tanto de LV, quanto de LT,
SANTOS et al., 1993, descreveram o encontro de 79,9% dos casos de LT em maiores de 10
anos, com predominio no género masculino (62,3% dos casos), similar aos dados de Trés
Bracos, sugerindo ainda um padrdo relacionado a maior exposicdo desse grupo a floresta. As
alteracbes ambientais estdo implicadas diretamente ao risco do homem adquirir a infecgéo,
risco que é classicamente atribuido as formas de ocupacdo dos ambientes florestais como fator
determinante de transmissdo. Na atualidade, estas alteracdes ressurgiram com outra feicdo em
areas onde focos ativos da doenca sobreviveram em pequenas matas residuais, havendo a
urbanizacédo da LT, com adaptacdo dos parasitas e vetores aos novos ambientes (SILVEIRA,
2004; COSTA, 2005).

1.2. COMPORTAMENTO DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR COMO DOENCA
OCUPACIONAL NO BRASIL

No Brasil, desde o inicio da colonizagdo, o processo de povoamento foi feito visando
produzir mercadorias para serem exportadas e, entre essas, a de maior demanda no mercado

internacional. O pais integrou-se, deste modo, ao circuito do capital comercial europeu logo
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apos a sua ocupacao pelos portugueses, a titulo de “colonia de exploracdo”, como fornecedor
de alguns bens primarios extrativos.

A partir do século XVI, o Brasil amplia a sua integracdo a esse circuito por meio de
exportacdo de produtos agricolas tropicais, iniciando com a cana de acUcar, seguida do café,
cacau, dentre outros, passando a desenvolver um sistema monocultor de forma altamente
ligada as grandes propriedades, as custas do desmatamento, da introducéo de plantas exoticas
e de formacdo de pastagens. Isto criou condi¢des sociais adversas, como a exploracdo do
trabalhador rural, principalmente dos chamados “sem terra” (COSTA, 1986; DOURADO et
al., 1989; COSTA et al., 1998). Estes enfrentam dois problemas fundamentais: o primeiro, a
modernizacdo da producdo que, em determinadas fases do cultivo, substitui o trabalhador pela
maquina, engquanto, em outras, necessitado uso intensivo de mao-de-obra, por exemplo: na
fase de desflorestamento, capina ou de colheita. Essa situacdo de intermiténcia no uso da
forca de trabalho incentiva a proliferacdo da forma de trabalho volante. O segundo problema
refere-se & substituicdo de culturas de uso intensivo de mao-de-obra por pastagens ou lavouras
mecanizadas. Assim, fazendas que ofereciam trabalho durante o ano inteiro para grande
nimero de familias passam a expulsa-las de suas terras por ndo necessitarem mais de sua
mao-de-obra, fazendo com que as mesmas se desloquem para as pequenas e médias cidades
(ARAUJO FILHO, 1981; DOURADO et al., 1989; COSTA et al., 1998.; MEDEIROS et al.,
1999).

Esses trabalhadores comp&em, historicamente, a populacéo de maior incidéncia de LT.
Esta doenca, que ocorre na faixa etaria mais produtiva (entre 20 a 50 anos), causa Sérios
prejuizos a economia do pais pela perda temporaria ou mesmo permanente de médo-de-obra.
Porém, causa prejuizos mais sérios ao trabalhador que, ao pertencer a uma classe socio-
econémica menos favorecida, tem chances reduzidas de prevencdo ou de tratamento, devido a
oportunidade escassa de obter um diagndstico rapido (antes da evolucdo da doenca para
formas desfigurantes e crénicas) e condigdes menores de se submeter ao tratamento, que é
dispendioso e frequentemente obriga o individuo a suspender o préprio emprego por varias
semanas (COSTA, 1986; DOURADO et al., 1989; COSTA et al., 1998; FOLLADOR et al;
1999; MEDEIROS et al., 1999; BRASIL, 2007).

Outra situacdo desconfortvel sdo os individuos que desenvolvem atividades dentro
das florestas e delas extraem matéria-prima, como 0s extratores de latex de borracha da regido
amazonica. Observa-se, nesta regido, um processo de desenvolvimento rapido, acarretando a
exploracdo e clareamento de imensas areas florestais virgens para a instalacdo de projetos

agropecudrios, construcdo de estradas e mineracdo (ARAUJO FILHO, 1981). As perspectivas
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de controle da doenga na regido sdao complexas em fungdo da mesma comportar-se como uma
zoonose, sendo o homem apenas hospedeiro acidental.

A doenca ocorre em individuos que trabalham nas areas florestais, especialmente
naquelas envolvidas em atividades de desmatamento, as vezes se comportando como
(BRASIL, 2007) doenca ocupacional. Por tratar-se de matas densas de &reas tropicais
chuvosas, o conhecimento da biologia e dos habitos de alimentacdo das varias espécies de
vetores flebotomineos podera contribuir para a prevencao da infeccdo. Outra possibilidade
seria 0 desenvolvimento de vacinas e a utilizacdo dos cuidados individuais, que é de dificil

implementacdo na pratica (SILVA et al., 1979; ARAUJO FILHO, 1981; MARTINS et al.,
2004; CHAGAS et al., 2006).

1.3. ASPECTOS IMUNOLOGICOS

A Leishmania é um parasita intracelular obrigatério de macréfagos que escapa dos
mecanismos oxidantes destinados a destruir o microrganismo. A falha desses mecanismos nos
macrdfagos j& foi reportada em vérios estudos, indicando que a incapacidade efetora dos
macrofagos esta relacionada com varios mecanismos de ativacdo da imunidade celular, como:
apresentacdo de antigeno, diferenciacdo de linfocito T, producdo de citocinas e, por fim,
ativacdo dos macrofagos como células efetoras. O mecanismo eficiente utilizado pela
Leishmania na inativagdo macrofagica que influencia o padrdo de resposta da célula T é
desconhecido (BADARO et al., 1986; CARVALHO et al., 1987; SCOTT et al., 1991; DIAZ
et al., 2006).

A resposta imune tem papel fundamental na defesa contra agentes infecciosos e no
controle da ocorréncia de infec¢des disseminadas, associadas geralmente com alto indice de
mortalidade. Embora a resposta imune seja fundamental na defesa contra a maioria de agentes
infectantes, evidéncias tém mostrado que em muitas doencas infecciosas 0s principais
aspectos patologicos ndo estdo relacionados com uma acéo direta do antigeno, mas sim pela
interacdo entre o antigeno com o sistema imune do hospedeiro, causando danos tecidual
(LOUZIR et al., 1998; BRANDONISIO ano et al., 2004; CASTELLANO, 2005).

O macréfago é uma célula importante na defesa contra antigenos intracelulares. Apds
serem ativados pelos linfocitos T auxiliares (helper), eles se tornam a principal célula efetora
na eliminacdo das formas amastigotas da Leishmania (CABRERA et al.,1995;
BITTENCOURT e BARRAL-NETTO, 1995; BRASIL, 2007HOSEINHI et al., 2012).

O sistema imune comunica-se através da secre¢do de citocinas caracterizadas como

moléculas proinflamatorias e anti-inflamatorias, produzidas e secretadas por linfocitos Thl
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(linfocitos T helper tipo 1), tais como: fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina
(IL)-2 (IL-2) e interferon-gama (IFN-y) e as secretadas pelas células Th2 (linfécitos T helper
tipo 2), tais como: IL-4 e IL-6. Dentre estas citocinas secretadas pelos linfocitos, 0 TNF-a e 0
IFN-y tém demonstrado possuir um importante papel no controle das infeccdes
(COLMENARES et al., 2002; VANNIER-SANTOS et al., 2002; DE MOURA et al., 2005;
BRASIL, 2007), atraves da inducdo da producgdo de éxido nitrico e produtos do metabolismo
oxidativo, dois componentes importantes para a destruicdo da Leishmania, sugerindo que
pacientes com niveis elevados destas citocinas possam ter uma melhor chance de cura
(SCOTT et al., 1991; KAYE, et al., 1994; GOMES et al., 1998).

Acredita-se que a evolucdo para cura espontdnea nos casos iniciais e nos que
desenvolvem Ulceras francas, deva-se a presenca de resposta imunecelular (COSTA et al.,
1992; COSTA et al., 1995). Ao contréario, nos individuos que desenvolvem a forma cutanea
difusa (LCD), ha& auséncia de resposta celular in vivo - auséncia de resposta de
hipersensibilidade tardia ao antigeno de Leishmania - e in vitro- linfoproliferacdo deficiente e
auséncia de producdo de IL-2 e IFN-y) e ativacdo policlonal de linfocitos B (BARRAL et al.,
1995; BOMFIN et al., 1996).

1.3.1. Imunidade Especifica nas Leishmanioses

Apos a transmissdo de promastigotas de Leishmania spp. pelo inseto vetor, a resposta
imune especifica e inespecifica do hospedeiro vertebrado sdo responsaveis pela evolucéo ou
controle da doenca. O controle exercido pela resposta imune especifica é objeto de estudos
pormenorizados nos modelos experimentais de LC e LV, mas principalmente na LC,
utilizando Leishmania major.

Nas leishmanioses, em geral, a resposta imune celular € considerada a mais importante
tanto na resisténcia quanto na suscetibilidade. Na LC experimental em camundongos
isogénicos infectados com L.(L) major foi estabelecido um paradigma vinculado a
subpopulacéo de linfécitos T CD4" produzindo principalmente IFN-y (denominada T “helper”
1 =Th1) a resisténcia e a de T CD4" produzindo principalmente I1L-4 e 1L-10 (denominada T
“helper” 2 cells = Th2) a suscetibilidade. A importancia de linfocitos T CD8" na resisténcia
somente foi definida recentemente. Quanto as citocinas envolvidas, a importancia de
interferon— gama (IFN-y) é reforcada no mecanismo de resisténcia, tanto como ativador
eficiente de macrdofagos, quanto como fator que direciona a diferenciacdo de linfocitos T
“helper” ndo diferenciados (denominado T “helper” 0 = ThO) para Thl, com a participagdo de

interleucina (IL-12) e células “natural killer” (NK) e com participa¢do central de T-bet, um
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fator de transcricdo T-box, neste processo. Por outro lado, I1L-4, 1L-13, e I1L-10 estdo ligadas a
suscetibilidade ou persisténcia da infeccdo, esta ultima ligada a ativacdo de células T
regulatorias CD4"CD25" (SACKS e NOBAN-TRAUTH, 2002).

Na LC por L. amazonenses, além da diferenca nas linhagens que sdo suscetiveis ou
resistentes a infecgdo, os linfocitos TCD4™ sdo os responsaveis pelo desenvolvimento da lesdo
(SOONG et al., 1997; TERABE et al., 2000) e na interagdo de macrofagos com L.
amazonenses, por exemplo, IFN-y ativa estas células para matar promastigotas, mas, esta
citocina promove crescimento de amastigotas no seu interior (QI et al., 2004).

A participacdo de linfocitos B e de imunoglobulinas na suscetibilidade ou resisténcia
nas leishmanioses nunca foi muito clara, mas, atualmente existem dados mais consistentes
que indicam a sua participacdo como fator de suscetibilidade. Os animais depletados ou
deficientes em linfocitos B sdo resistentes a leishmaniose (SACKS et al., 1984; SMELT et al.,
2000; SACKS e NOBAN-TRAUTH, 2002.) e se tornam suscetiveis quando se transferem
linfocitos B, havendo ainda estudos indicando que é a imunoglobulina, produto dos linfécitos
B, o fator de suscetibilidade(KAYE et al., 1984; KIMA et al., 2000).

1.4. ESTADO NUTRICIONAL E RESPOSTA IMUNOLOGICA

A nutricdo é a soma dos processos envolvidos na ingestdo, assimilacéo e utilizacdo de
alimentos para a manutencdo corporal e armazenamento de energia. Os nutrientes sdo
substancias que constituem ou integram os alimentos responsaveis por varias fungdes vitais e
basicas, como manutencdo e constru¢do dos tecidos corporais, regulacdo dos sistemas
metabolicos e producdo de energia para o funcionamento organico.

A nutricdo estuda os alimentos, micronutrientes, macronutrientes e o proprio ato de se
alimentar. Um dos grandes problemas na determinagdo do estado nutricional é classificar o
tipo de desnutricdo, uma vez que esta tem causas diversas. Além disso, os padrdes utilizados
para classificacdo do estado nutricional baseia-se em indice de referéncia mundial, o que pode
ndo estar refletindo a realidade local, devido as diferencas culturais (DYE e WILLIAMS,
1993; CHANDRA e KUMARI, 1994).

A desnutricdo grave pode apresentar-se como marasmo (deficiéncia calorica) ou
Kwashiorkor (deficiéncia proteica). A obtencdo e a manutencdo de um peso apropriado para
altura, sexo, idade e atividade laboral durante o periodo da vida de um individuo é importante
para evitar problemas de salde, bem como para o desenvolvimento cognitivo
(DILLINGHAM e GUERRANT, 2004). A desnutricdo predispbe a uma série de

complicagbes graves que incluem cancer, infeccbes crénicas, doencas enddcrinas e
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autoimunes, tendéncia a infeccédo, deficiéncia de cicatrizagdo de feridas, faléncia respiratoria,
insuficiéncia cardiaca, diminuicdo da sintese de proteinas no nivel hepatico com producao de
metabolitos anormais, diminuicdo da filtracdo glomerular e da producdo de suco gastrico
(VICTORIA et al., 1986; TONIAL e SILVA, 1997; ACUNA E CRUZ, 2004).

De acordo com Chandra (1997), a desnutricdo proteico-caldrica estd associada com
falha significante da resposta imune mediada por células, aléem da funcdo fagocitéaria, do
sistema complemento, da concentracdo de IgA secretada e da producdo de citocinas.
Deficiéncias de um Unico nutriente, como zinco (Zn), selénio (Se), ferro (Fe), cobre (Cu),
vitaminas A, C, E, B6 e &cido fdlico, tém resultado em alteragdo da resposta imune. De um
modo geral, déficits imunes correlacionam-se bem com mudangas observadas no tamanho do
timo e linfonodos de criancas e adultos com desnutricdo. Tais alteracdes ocorrem devido a
diminuicdo do numero de ceélulas imunes (CHANDRA, 1997; MOCCHEGIANI e
MUZZIOLI, 2000; RINK e KIRCHNER, 2000; PRASAD, 2000).

Na imunidade inata, a desnutri¢cdo resulta em defeitos na ativagdo do complemento e
das funcGes de neutrofilos polimorfonucleares (PMN), além da diminuicdo da atividade NK
em criangcas com Kwashiorkor e marasmo (SANTOS et al., 2000; SANTANA, 2004). Na
adquirida, a resposta imune celular parece ser o componente da imunidade mais
frequentemente afetado. Anormalidade na hipersensibilidade cutanea tardia para uma
variedade de antigenos dependentes de células T tem sido demonstrada em criancgas
desnutridas. A atividade timica também encontra-se comprometida pela reducéo da atividade
da timulina, horménio timico responsavel pela maturacdo e ativacao de células T (PRASAD,
1995; CHANDRA, 1997; KOCYIGITet al., 1998; FRAKER et al., 2000).

A vitamina A é considerada anti-infecciosa e sua deficiéncia esta associada a um risco
maior de infeccGes graves, como foi demonstrado em estudo realizado com criancas
portadoras de LV nas quais o nivel de vitamina A, encontrava-se diminuido quando
comparado individuos controles da area endémica (KAGER et al., 1986; EVANS et al., 1992;
CALDAS, 1998; LUZ et al., 2001).

O Zn é um micronutriente importante para o sistema imune e a sua deficiéncia leva a
falha da resposta imune. O papel deste elemento estd bem reportado na Acrodermatite
Enteropética, uma doenca hereditaria recessiva rara, onde a ma absor¢do de Zn leva a sua
deficiéncia, tendo como consequéncia, atrofia timica, aumento da frequéncia de infeccdes
bacterianas, virais e fungicas; e se ndo tratada, torna-se uma doenca letal em alguns anos. Foi

ainda observada diminuicdo de Zn no soro de pacientes com doencas infecciosas e com
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doencas inflamatorias crénicas (PRASAD et al., 1983; BREWERet al., 1998; PRASAD,
2000; SCHILSKY, 2002).

Estudos realizados em éareas de ocorréncia de LT causada por L. major no lIraque
demonstraram que a diminui¢do na concentracdo de alguns micronutrientes (Zn, Cu, Fe)
funcionaria como um dos fatores de risco associados ao desenvolvimento das formas cutaneas
endémicas (KOCYGIT et al., 1998; SHARQUIE et al., 2001). No Brasil, Weyenberghet al.
(2004) demonstraram a diminuicéo significante de Zn plasmatico em trés grupos de pacientes,
qguando comparados a individuos controles. Porém, apenas nos pacientes com LV e LM foi
observada uma deficiéncia aguda de Zn, nos pacientes com a forma LCL observou-se apenas
diminuicdo nos niveis de Zn. Os niveis de Cu estavam aumentados nos pacientes com LCL e
LV, mas ndo em pacientes com a forma mucosa, e correlacionaram-se significantemente com
IgG anti-Leishmania. A razdo Cu/Zn esteve elevada em pacientes com deficiéncia na resposta
imune (LV<<LCL<LM) e exacerbada na resposta imune humoral (LV>LCL>LM). Estes
dados mostraram que a deficiéncia de Zn na LV e LM ¢é um indicativo da possibilidade de
administracdo terapéutica desse micronutriente nas formas graves da leishmaniose, e que o
aumento da razdo Cu/Zn pode ser um marcador de disfuncdo nessa parasitose (Weyenbergh et
al., 2004)

Estudo realizado com pacientes turcos demonstrou baixos niveis séricos diminuidos
de Zn e Fe, ambos corrigidos ap6s tratamento com Sb™ (KOCYGIT et al., 1998). Essa
diminuicdo e possivelmente a deficiéncia de Zn durante o processo patolégico € um assunto
de interesse, considerando que 0 Zn seja essencial para o funcionamento da imunidade celular
(CHANDRA, 1997). Assim, tanto em pacientes como em modelos animais para leishmaniose,
a imunidade celular é capaz de conferir protecdo, enquanto que a ativacdo da imunidade
humoral correlaciona-se com susceptibilidade e progressdo da doenca. Por outro lado, a
aplicacdo terapéutica do Zn (na forma oral) foi benéfica na LC no Velho Mundo mesmo na
auséncia de deficiéncia de Zn (SHARQUIE et al., 2001).

1.5. TESTES DIAGNOSTICOS

Para o diagnostico laboratorial da infeccdo por Leishmania spp., podem ser realizados
métodos diretos e indiretos. Os métodos diretos sdo: esfregaco de material coletado da borda
interna da lesdo, isolamento de Leishmania utilizando meio de cultura especifico como, por
exemplo, NNN (Nicolle, Novy e McNeal), isolamento do parasito através de inoculagcdo em
animais suscetiveis (Hamsters mesocricetusauratus) e a demonstragdo no exame
histopatoldgico da presenca do parasito (CUBA CUBA et al, 1984; de MOURA et al., 2005;
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BRASIL 2007,). Como métodos indiretos, temos: teste de hipersensibilidade tardia (rea¢do de
Montenegro ou teste de intradermorreacdo de Montenegro/IDRM) e o teste soroldgico que
tem por finalidade demonstrar anticorpos circulantes através das técnicas de
imunoflorescéncia (IFI) e/ou ELISA (CUBA et al, 1984; SHAW e LAINSON, 1987;
BRASIL 2007,; WHO, 2010).

A intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) foi descrita em 1926 e auxilia no
diagnostico da infeccéo e/ ou doenca LT. O teste é feito através da inoculacdo de 0,1 ml de
antigeno solGvel obtido de promastigotas de Leishmania spp. Apos a inoculacao, € realizada a
leitura em 48-72 horas. Quando a area de enduragdo é > 5mm é considerada positiva
(PESSOA, 1948; CUBA et al., 1978; WHO, 2007; WHO, 2010). Desde entdo, vérias
pesquisas foram realizadas para estudar a sensibilidade e especificidade do teste, variando de
82,4% nos estudos de SHAW e LAINSON (1987) e até 100% nos de NASCIMENTO et al.,
(1993). O papel do IDRM (+) em individuos sem histéria de LT e sem qualquer leséo
suspeita, em area endémica, levanta a possibilidade de formas abortivas e infec¢des sub-
clinicas (leishmaniose-infec¢do), sendo que na literatura esses valores variam de 2,2 a 62,5%
(GUEDES et al., 1990).

Na Bahia essa taxa de sadios com IDRM positiva em area endémica, € de
10%(MARTINS-NETTO, 1990). Estas diferencas dependem da populacdo em estudo, do
preparo do antigeno e de técnicas de leitura (MARTINS NETTO, 1990; GUEDES et al.,
1990). A possibilidade de falsos positivos existe, mas é pouco provavel face a alta
sensibilidade e especificidade, podendo haver reacdo cruzada em individuos com LV e doenga
de Chagas (MARTINS NETTO, 1990; GUEDES et al., 1990).

Guedeset al. (1990), relataram ainda ser a IDRM, uma reacdo de imunidade celular,
bioldgica grupo-especifica e com elevada sensibilidade, revelando-se mais intensa nos casos
antigos e naqueles com comprometimento mucoso. O mesmo autor ressalta que a positividade
tende a persistir, pois sendo uma reacéo de hipersensibilidade seria remota sua negativacao, o
que em area endémica pode levar a interpretacdes erréneas no diagnostico diferencial de

outras dermatoses.

1.6. TRATAMENTO

O tratamento da LT ainda precisa de muitos avancos, a droga de primeira escolha
recomendado pela OMS e o Ministério da Saide do Brasil s&o os antimoniais pentavalentes:
antominiato-N-metilglucamina, nome comercial (Glucantime®) e o estibogluconato de sédio
(Pentostam®), (MARSDEN, 1986; PAES e SILVA, 1999; BRASIL, 2007).
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Visandopadronizar o esquema terapéutico a OMS recomenda que a dose doantimonial seja
calculada em mg/Sb*™/Kg/dia. (Sb*™ = antimdnio pentavalente), (MS, BRASIL, 2007,; WHO,
2007; 2010).

O Ministério da Saude recomenda que para as lesdes cutaneas localizadas (LCL) e
disseminadas (LD), sejam utilizadas 15mg/Sb*°/kg/dia, durante 20 dias seguidos. Na forma
cuténea difusa (LCD), embora as recidivas sejam invariavelmente frequentes, a dose é de 20
mg/Sh*°/kg/dia/30 dias seguidos. Lesdes mucosas (LM), 20 mg/Sh**/kg/dia/30 dias seguidos.
A aplicacdo dos antimoniais deve ser por via intramuscular (IM) ou endovenosa (EV) (
BRASIL, 2007,; SALDANHA et al., 2009).

Os antimoniais pentavalentes sdo contra indicados em casos de: gravidez, diabetes,
nefropatias com insuficiéncia renal, hepatopatias, chagasicos, pacientes em tratamento para
tuberculose pulmonare cardiopatas (ZAJTCHUK et al., 1989; SALDANHA et al., 1999;
LIMA et al., 2007; BRASIL, 2007y).

Em caso de pacientes impossibilitados de usarem estas medicacGes, devem ser
indicadas as drogas de segunda escolha: Anfotericina B e Pentamidinas.

A Anfotericina B, € um antibi6tico poliénico de reconhecida acdo leishmanicida.
Considerada mais eficaz que os antimoniais no tratamento das lesbes mucosas, apresentado
comercialmente em frasco de 50mg (Fungizone®), uso EV. A dose inicial de 0,5mg/kg/dia
deve ser aumentada gradativamente, conforme a tolerdncia do paciente, até 1mg/kg/dia. A
administracdo deve ser feita em dias alternados, respeitando-se o limite maximo de 50mg (1
frasco) por aplicacdo, até a dose total de 1 a 1,59 para LC e de 2,5 a 3g para LM ou LCM
(LIMA et al., 2007; MS, BRASIL, 2007).

A Pentamidina é comercializada sob a forma de isotionato, em frascos que contém
300mg. Poucos estudos foram realizados nas Américas utilizando as Pentamidinas na
terapéutica da LT. A dose preconizada é de 4mg/kg/dia, por via IM profunda, de 2 em 2 dias,
recomendando-se ndo ultrapassar a dose total de 2g (CROFT et al., 1982; DONNELY et al.,
1988; BRASIL, 2007,). Outras drogas tém sido utilizadas, com resultados variados, como
Cetoconazol, Itraconazol, Alopurinol, Nifurtimox, Miltefosine, Fluconazol, Paramomicina e
Imiquimod, entretanto, faz-se necessarios mais estudos sobre essas drogas na leishmaniose
(OLLIARO et al., 1993; BARRAL-NETO et.al., 1995; LIMA et al., 2007; BRASIL, 2007y,
WHO, 2010).
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1.7. PERSPECTIVAS DE CONTROLE

O controle da LT deve ser abordado, de maneira abrangente, sob cinco aspectos:
vigilancia epidemioldgica, medidas de atuacdo na cadeia de transmissdo, medidas educativas,
medidas administrativas e vacina. A vigilancia epidemioldgica abrange desde a deteccdo do
caso, a sua confirmacdo, o registro de sua terapéutica, o registro das variaveis basicas, fluxo
de atendimento e informacdo, até finalizar com as analises de dados distribuidos em
indicadores epidemioldgicos (casos autoctones em valores absolutos e os coeficientes gerais e
proporcionais) e indicadores operacionais (proporcdo de métodos diagnosticos auxiliares,
cura, abandono e tratamento regular), visualizando e caracterizando a distribuicdo da doenca e
de seu perfil. As medidas de atuacdo, em virtude de suas peculiaridades, devem ser flexiveis e
distintas, baseadas nas caracteristicas epidemiol6gicas em particular, aliadas a um sistema de
salide bésico capacitado para diagndstico precoce e tratamento adequado (SOSA-ESTANI et
al., 2001; BRASIL, 2007; SILVA e CUNHA, 2007; WHO, 2010).

Nas areas de maior incidéncia, as equipes do Programa Saude da Familia podem ter
importante papel na busca ativa de casos e na adogdo de atividades educacionais junto a
comunidade. Nas areas de perfil periurbano ou de colonizacdo antiga deve-se tentar a reducéo
do contato vetorial através de inseticidas de uso residual (onde houver a notificacdo de casos
em menores de 10 anos), do uso de medidas de protecdo individual como mosquiteiros, telas
finas nas janelas e portas, repelentes e roupas que protejam as areas expostas, e de
distanciamento minimo de 200 a 300 metros das moradias em relacdo a mata. Outra estratégia
de controle seria a abordagem dos focos de transmissdo peridomiciliar, implementando as
condicdes de saneamento para evitar o acumulo de lixo e de detritos que possam atrair
roedores e pequenos mamiferos, somadas as melhorias das condi¢cBes habitacionais
(BARROS et al., 1985; BRASIL, 2007,; WHO, 2007). Aliadas a estas medidas deveriam ser
valorizadas as atividades de capacitacdo continuada dos profissionais de saide em todos 0s

seus niveis.
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2 HIPOTESE DO ESTUDO

A hipotese de nosso estudo é que a progressdo infeccdo-doenca na LT depende da
combinacdo de multiplos fatores: a) resposta imune (humoral e celular) contra a Leishmania
spp; b) papel de diferentes micronutrientes (Zn, Cu e Fe) na resposta imune influenciando a

infeccdo pela Leishmania spp., ou a progressédo paraa LT.
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3 JUSTIFICATIVA

Uma justificativa relevante no que diz respeito a progressdo infecgdo-doenca na LT,
esta relacionada as alteracbes ambientais, as quais implicam diretamente no risco do homem
adquirir a infeccdo por Leishmania spp, pois classicamente, atribui-se as formas de ocupacéo
dos ambientes florestais como fator determinante na aquisi¢do da mesma. Na atualidade, estas
alteracOes ressurgiram com outra feicdo em areas onde focos ativos da doenca sobreviveram
em pequenas matas residuais, havendo a urbanizagdo da LT, com adaptacdo dos parasitas e
vetores aos novos ambientes (MARZOCHI, 1997; MARTINS et al., 2004; COSTA 2005).
Assim, dirigiremos a nossa justificativa para cada uma dos itens relacionados a nossa
hipétese.

Resposta imune do hospedeiro (imunidade humoral): Os titulos de anticorpos anti-
Leishmania ndo parecem se correlacionar com a protecdo do individuo ou a sua
susceptibilidade a leishmaniose. Os testes soroldgicos (Imunoflorescéncia indireta/IFl e o
Enzyme linked Immunosorbant Assay /ELISA) sdo eficazes na deteccdo de anticorpos nos
individuos infectados e em pacientes com a doenca LT, podendo apresentar reacdo cruzada
com outras infec¢bes e/ ou doencas como a tripanossomiase americana (doenca de Chagas),
bem como infeccBes por tripanossomatideos ndo patogénicos (BRASIL, 2007,; WHO, 2007;
WHO, 2010). Em nosso estudo foi utilizado mais como um indicador epidemiol6gico de
infeccdo (BITTENCOURT, 1995; CALDAS 1998; CALDAS et al., 2002).

Resposta imune do hospedeiro (imunidade celular): A IDRM representa € o
principal exame complementar para o diagndstico da LT em nosso meio. E uma reacio de
hipersensibilidade tardia, possui sensibilidade variando entre 86 e 100% e especificidade de
aproximadamente 100%, o que a consagrou como uma das provas mais usadas na
confirmacdo da doenca ativa, no diagndstico retrospectivo e em inquéritos epidemioldgicos de
LT (PESSOA e PESTANA, 1941; 1IZAZA, 1980; MARZOCHI et al., 1980; FOLLADOR et
al., 1999). Uma IDRM positiva em individuos de areas endémica sem histdria de LT e sem
qualquer lesdo suspeita aponta para a possibilidade de formas abortivas ou infeccoes
subclinicas (GUEDES et al., 1990).

Papel dos micronutrientes na resposta imune do hospedeiro - O estudo do papel
do “Zn” nas leishmanioses se deve a associacdo deste micronutriente com a resposta imune
celular, que é requerida para a protecdo contra doencas infecciosas e parasitarias. Estudos
prévios em nosso laboratério (dados ndo publicados) demonstraram que concentragdes

fisiologicas de “Zn” exercem atividade leishmanicida em mondcitos e macréfagos humanos
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infectados por L. amazonensis in vitro, sugerindo e refor¢ando um papel protetor do “Zn”
contra as leishmanioses humana. Além disso, observa-se que populacdes expostas aos
flebotomineos sdo aquelas que estdo frequentemente associadas a niveis baixos de
desenvolvimento socioeconémico, incluindo saneamento basico, acesso a educacéo e atencédo
a saude basica, entre outros fatores (FALQUETO et al., 1986; NUNES et al., 2006).

No Brasil, SANTANA (2003), investigou os niveis de zinco (Zn), ferro (Fe) e cobre
(Cu) em diferentes formas clinicas das leishmanioses (LT e LV), e sua possivel correlacéo
com a resposta imune humoral e/ou celular contra a Leishmania spp., WEYENBERGH et. al.
(2004) demonstraram a diminuicao significante de Zn plasmético em trés grupos de pacientes,
quando comparados com controles. Porém, apenas nos pacientes com LV (7/10) e LM (1/7)
foi observada uma deficiéncia aguda de Zn. Os niveis plasmaticos de Cu estavam aumentados
nos pacientes com LCL e LV, mas ndo em LM, e correlacionaram-se significantemente com
IgGanti-Leishmania. A razdo Cu/Zn foi elevada em pacientes com deficiéncia na resposta
celular (LV< LCL< LM) e exacerbada na resposta imune humoral (LV> LCL> LM),
mostrando que a deficiéncia de Zn, na LV e LM ¢é um indicativo da possibilidade de
administracdo terapéutica de Zn nessas formas graves das leishmanioses, e que 0 aumento da
razdo Cu/Zn pode ser um marcador de disfunc¢do imune nas leishmanioses.

O nosso estudo justifica-se em tentar estabelecer o perfil epidemioldgico das areas
endémicas para LT, analisar os mecanismos moleculares e celulares pelos quais o Cu, Zn e o
Fe, influenciariam na resposta imune contra Leishmania spp., e por consequéncia, na
evolucdo clinica da LT. Além de aprofundar nossos conhecimentos sobre a patogénese da
doenca. O estudo desses metais e das metaloproteinas associadas, deve abrir perspectivas para
a identificacdo de novos alvos moleculares para o diagnostico/ e ou estratégias terapéuticas
das diversas formas clinicas da LT, podendo inclusive ser uma alternativa valida e segura para
auxiliar na terapia convencional por ndo ser tdxico, reduzir os niveis de Cu e prevenir
reacumulacdo de Cu nos tecidos como ja foi descrito na Doenga de Wilson (BREWER et.al.,
1998; SCHILSKY et.al.; 2002), bem como prevenir o desenvolvimento da doenca em
individuos apenas infectados, e que apresentem um quadro de desnutricéo.

Este estudo é, portanto, uma abordagem mais abrangente de varios aspectos
relacionados a saude da populacdo, como fatores causais associados a infeccdo por
Leishmania spp., em individuos da area endémica de S&o Gongalo (Povoado de Contendas do

Sincora) e Florestal (Distrito de Jequié), municipios do Estado da Bahia.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL
Analisar os mecanismos moleculares e celulares pelos quais 0os micronutrientes, Zinco
(Zn), Cobre (Cu) e Ferro (Fe) influenciam na resposta imune contra Leishmania spp. e, por

consequéncia, na evolucéo clinica da doenca.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Analisar se aspectos epidemiol6gicos, sociais, econémicos e educacionais
interferem na exposi¢cdo humana ao parasita Leishamnia spp., no processo da infeccdo e/ou
progressdo da doencanas areas endémicas de Sdo Gongalo (Municipio de Contendas do

Sincora) e Florestal (Municipio de Jequié), Bahia;

o Estimar a prevaléncia e incidéncia de infecgdo por Leishmania spp., utilizando
métodos de diagndstico para imunidade celular (IDRM) e humoral (ELISA), “in vivo” nas
comunidades estudadas;

o Avaliar e quantificar a concentracdo plasmatica dos micronutrientes Zn, Cu e
Fe, além das metaloproteinas associadas: Fosfatase alcalina (FA), Ferritina, Metalotioneina e
Ceruloplasmina; como marcadores de caréncia nutricional nas populacbes estudadas; e se
alteracbes nas concentracfes desses metais pode apontar para uma susceptibilidade maior a
infeccdo e /ou progressdo da LT;

o Analisar a possivel associacdo entre os niveis dos micronutrientes Zn, Cu e Fe

e/ou Metaloproteinas com os parametros imunoldgicos e clinicos dos grupos estudados.
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5 METODOLOGIA

5.1 AREAS DE ESTUDO

Ap0s analise dos dados do Ministério da Saude (MS), Secretaria de Saude do Estado
da Bahia/ (SESAB), e do Centro de Referéncia em Doengas Endémicas Pirajd da
Silva(CERDEPS/PIEJ)-SESAB/Bahia, identificou-se como areas ideais para O
desenvolvimento do nosso estudo a regido Sudoeste compreendendo o Povoado de S&o
Gongcalo (Municipio de Contendas do Sincorda) e o Distrito de Florestal (Municipio de Jequié,
Bahia).

5.1.1 Povoado de Séo Goncalo (Municipio de Contendas do Sincord — Bahia)

O Povoado de Sdo Gongalo pertence ao municipio de Contendas do Sincord, situado
na regido Centro-Sul do Estado, considerado remanescente de antigo quilombo, localizando-
se a 26 km da sede do Municipio. Apresenta altitude de 291m acima do nivel do mar,
populacdo estimada de 200 habitantes (Mapa 2, Figuras 1, 2). As atividades agricolas
concentram-se nas plantacfes de mandioca, feijdo, café. O dificil acesso ao Distrito, a falta de
saneamento béasico, o abastecimento de &gua por poco artesiano e a falta de iluminacéo
publica constituem fatores que contribuem para que a maior parte da populacdo residente na
area rural sofra as consequéncias da pobreza em que vive. Nos anos de 2000 a 2001, ocorreu
um surto epidémico de LT na comunidade, quando aproximadamente 12% da populacéo teve
a doencga cutanea (LC). Todos foram diagnosticados e tratados no CERDEPS / PIEJ — Jequié /
Bahia.
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Mapa 2: Localiza¢do geogréafica do municipio de Contendas do
Sincora, Bahia, um dos locais onde foi desenvolvido o estudo.



Figura 1: Povoado de Sdo Gongalo (Municipio de Contendas do
Sincora), um dos locais estudados. Aspectos da vegetacéo rasteira,
com arbustos e montanhas nas cercanias.

Figura 2: Povoado de S&o Goncalo (Municipio de Contendas do
Sincora), um dos locais estudados. Aspectos das residéncias, da
vegetacdo nos arredores das casas, e no fundo cadeia de montanhas.
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5.1.2. Distrito de Florestal (Municipio de Jequié — Bahia)

O Distrito de Florestal pertence ao municipio de Jequié, situado na zona da mata
Atlantica, apesar do evidente desmatamento que permite visualizar a floresta tropical primaria
somente em poucas areas proximas as serras. Apresenta relevo acidentado, clima quente e
umido com precipitacdo pluviométrica média de 1.200mm/ano, umidade relativa média do ar
de 78% e temperatura oscilando entre 16 e 37 °C.

Possui uma altitude que varia entre 600 a 800 metros acima do nivel do mar, sendo
distante 30 km da cidade de Jequié (sede do Municipio).Seu acesso se da através da rodovia
BR-330 com pavimentacdo asfaltica. Interliga-se ainda ao municipio de Gandu pela BR-

330/BR-101 até a cidade de Salvador, Bahia (Mapa 3).

;

SUBOESTE DA BAHTA

Mapa 3: Localizagéo geografica do municipio de Jequié, um dos locais onde foi desenvolvido o estudo.

A populacéo do distrito de Florestal, cuja colonizagéo teve inicio na década de 40, é
constituida em sua maioria de descendentes de africanos e portugueses. De acordo com o
ultimo censo demogréafico do IBGE, o distrito possui 3.836 habitantes (IBGE, 2010). A area
rural ¢ composta de “Fazendas” com distancias variadas da sede do Distrito, limites
imprecisos e acessos através de estradas de terra. As habitac6es localizam-se geralmente em
clareiras, sendo desprovidas, algumas vezes, de 4gua encanada, mas possuindo luz elétrica. As
atividades agricolas concentram-se nas plantagbes de cacau, banana e outras culturas de
subsisténcia. O dificil acesso, especialmente nos periodos de chuva, somado a falta de
saneamento basico, apenas um posto de saude (Programa de Saude da Familia/PSF) com
atendimento médico permanente constituem fatores que contribuem para que a maior parte da
populacdo residente na area rural sofra as consequéncias da pobreza em que vive.

O Distrito de Florestal possui fornecimento de energia elétrica, sendo o seu sistema de
abastecimento de agua feito através de canalizagdo direta do rio para as residéncias, sem

nenhum tratamento prévio (Figuras 3 e 4).
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Figura 3: Aspecto de uma moradia encravada em clareira aberta
na mata.

Figura 4: Nucleo habitacional do Distrito de Florestal (Jequié).
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5.2 Tipo de Estudo

Foi realizado um estudo analitico de coorte prospectiva com base populacional,
desenvolvido no periodo de 2004a 2011 em duas etapas, sendo no Povoado de Sdo Gongalo
(Municipio de Contendas do Sincora — Bahia) no periodo de 2004 a 2005 num intervalo de 9
meses entre a primeira e a segunda etapa, e no Distrito de Florestal (Municipio de Jequié —
Bahia) o estudo foi realizado no periodo de 2006 a 2011com a primeira etapa ocorrendo em

2006 e a segunda etapa em 2011 num intervalo de 5 anos entre a primeira e a segunda etapa.

12 etapa: nesta etapa o estudo foi delineado da seguinte maneira:

Estudo de coorte transversal: realizou-se um inquérito epidemiolégico e
imunoalérgico, através da aplicacdo de uma ficha-questionario (contendo dados socio-
econbmicos e demograficos) (anexo IlI) e realizacdo de exames imunoldgicos
(intradermorreacdo de Montenegro/IDRM), sorolégico (Enzyme Linked Immunosorbant
Assay/ELISA) e coleta de sangue que nos permitiu calcular a prevaléncia inicial da infecgédo
por Leishmania spp. Apds coleta de sangue foi feita a separacdo dos plasmas e esses foram
aliquotados em tubos de criopreservacdo e armazenado em freezer — 20°C, utilizados
posteriormente para dosagens dos micronutrientes (Fe, Cu, Zn) e das enzimas fosfatase
alcalina e ferritina. A papa de célula foi fixada em trisol e armazenada em freezer — 20°C para

posterior analise.

22 etapa: nesta etapa o estudo foi delineado da seguinte maneira:

Apobs 9 meses (Povoado de Sdo Gongalo) e 5 anos (Distrito de Florestal) da realizacdo
da 12 fase, realizou-se novo inquérito imunoalérgico com a populacdo estudada anteriormente,
utilizando os mesmos exames imunoldgicos (IDRM e ELISA) e nova coleta de sangue, que
nos permitiu calcular a prevaléncia final e incidéncia da infeccdo por Leishmania spp. Apos
coleta de sangue foi feita a separacdo dos plasmas e esses foram aliquotados em tubos de
criopreservacao e armazenado em freezer — 20°C, utilizados posteriormente para dosagens dos
micronutrientes (Fe, Cu, Zn) e das enzimas fosfatase alcalina e ferritina. A papa de célula foi

fixada em trisol e armazenada em freezer — 20°C para posterior analise.



5.3 DESENHO DO ESTUDO (QUADRO 2)
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livre e esclaredido.

Mapeamento, Censo Demogréafico, Inquérito
epidemioldgico e imunoalérgico atraves da
aplicacdo de questionario socioecondmico,

demogréfico e termo de consentimento (TCLE)
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l
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\ 4

Analise estatistica
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no EPIINFO for Windows
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5.4. DETALHAMENTO DO DESENHO DO ESTUDO

As populacdes estudadas foram selecionadas a partir dos dados do
CERDEPS/PIEJ/SESAB-Bahia, referente aos anos de 2001 a 2005. Esses dados
demonstraram que o Povoado de Sdo Gongalo foi responsavel por 82,3% dos casos de LT no
municipio de Contendas do Sincoré e que 55,2% dos casos de LT em Jequié foram oriundos
do Distrito de Florestal.

No Povoado de Sdo Gongalo (Contendas do Sincora), fizemos um estudo populacional
incluindo todos os moradores da regido com residéncia de seis ou mais meses, tanto na
primeira como segunda etapa do estudo. A populacdo total do povoado foi de 172 habitantes.
Destes, apenas 2 habitantes ndo participaram do estudo, sendo (N) total final = a 170. Um
recusou-se a participar do estudo; o outro por ser menor de um ano de idade.

Ja o Distrito de Florestal encontra-se organizado por localidades e cada localidade é
reconhecida por Fazenda. Para o nosso estudo, foram selecionadas seis localidades de acordo
com dados epidemioldgicos que apontavam a procedéncia dos casos de LT fornecidos pelo
CERDEPS/PIEJ-SESAB. A populacdo de Florestal é composta de 3.836 habitantes (IBGE,
2010), destes 578(15,1%) individuos faziam parte das localidades estudadas e 421(72,8%)
participaram do estudo.

Apos selecionarmos as areas de estudo, foram realizados contatos com as liderangas
de ambos locais, visita as localidades e posterior mapeamento (Anexo V), por um especialista
de nossa equipe. Todas as residéncias foram identificadas e demarcadas. Foi realizado o
Censo Populacional (CP), identificando o numero de habitantes, nome, sexo e idade de acordo
com a ficha epidemioldgica (anexo 1). As localidades do Distrito de Florestal foram
classificadas como Fazendas e os habitantes e participantes distribuidos conforme as tabelas
(1, 2) abaixo:

Tabela 1: Populacéo cadastrada na 12 fase do estudo no Distrito Florestal (Municipio de Jequié - periodo
2006-2007)

Localidade Florestal N° de habitantes N° de participantes
(nome da Fazenda) (censo 2006-2007) (%)
Campo Largo e Campo Largo 1° 272 190 (69,8%)
Agua Vermelha 81 75 (92,5%)
Bateia 115 72 (62,6%)
Floresta 35 11(31,4%)
Beija-Flor 75 73 (97,3%)
Total 578(100%) 421 (72,8%)
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Tabela 2: Populacéo cadastrada na 22 fase do estudo no Distrito Florestal (Municipio de Jequié - periodo
2010-2011)

Localidade Florestal N° de habitantes N° de participantes
(nome da Fazenda) (censo 2010)
Campo Largo e Campo Largo 1° 250 198 (79,2%)
Agua Vermelha 62 39 (62,9%)
Bateia 86 74 (86,1%)
Floresta 26 15 (57,6%)
Beija-Flor 57 55 (96,4%)
Total 474(100%) 381(78,9%)

Apos a conclusdo do CP, realizou-se um inquérito epidemiologico e imunoalérgico
nos individuos recenseados, sendo utilizados os seguintes exames: IDRM, ELISA (a partir de
10 ml de sangue), dosagem dos metais zinco (Zn), cobre (Cu) e ferro (Fe), e as enzimas
fosfatase alcalina (FA) e ferritina.

Para a realizacdo do inquérito imunoalérgico (IDRM) e coleta de sangue para ELISA,
contamos com uma equipe formada por profissionais de nivel superior da area de salde
(enfermeiras, médico, bidlogos) e técnicos de nivel médio (técnicos de enfermagem e técnicos
de campo), todos receberam treinamento para atuarem em suas respectivas fungdes: coleta de
sangue, aplicacao e leitura da IDRM. O teste soroldgico (ELISA/Leishmania) foi realizado no
laboratério de imunoparasitologia (LIP) do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz
(CPgGM/FIOCRUZ, Bahia), por técnico especializado na realizagdo deste exame.

Os niveis plasmaticos de Zn, Cu e Fe foram determinados através de equipamento de
espectrofotometria de absorcdo atdmica, em colaboracdo com Dr. Marcos Bezerra, do
Departamento de Quimica da Universidade Estadual da Bahia (UESB), Campus de Jequié -
Bahia. As concentracfes enzimaticas foram realizadas no Centro de Referéncia em Doencas
Endémicas Pirajd da Silva — CERDEPS/PIEJ-SESAB/Bahia em colaboragdo com o
Farmacéutico Alan Patricio Souza.

Para o estudo imunoalérgico, 3 analises foram consideradas: uma retrospectiva com
infeccdo prévia, e duas prospectivas, com desfechos “infeccao” e “progressao-doenga”. Para o
desfecho “infecgdo”, os individuos analisados foram distribuidos em dois grupos: um grupo
de individuos infectados IDRM (+) e/ou ELISA p/Leishmania (+), um segundo grupo de
individuos ndo-infectdos IDRM (-) e/ou ELISA p/Leishmania (-). Estes individuos foram
seguidos em inquéritos e foi observado o desenvolvimento ou ndo da doenca LT e ou para
infeccdo, tivemos ainda um terceiro grupo formado pelos individuos que ja tiveram a doenca,
apos o termino do estudo formamos trés subgrupos: 1.1 — Novas infecgdes (formado pelos

individuos nédo infectados IDRM (-) e/ou ELISA p/Leishmania (-) na primeira etapa, mas,
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IDRM (+) e/ou ELISA p/Leishmania (+) na segunda etapa); 1.2 — LTA (formado pelos
individuos que j& tiveram LTA); 1.3 — N&o infectados ( formado pelos individuos IDRM (-)
e/ou ELISA p/Leishmania (-) tanto na primeira quando na segunda etapas) no povoado de S&o
Gongcalo, ja no distrito de Florestal difere apenas no grupo 1.2 — LTA (formado pelos
individuos infectados e que evoluiram para LTA).

A hipoétese testada foi se a caréncia nutricional especifica de Zn, Cu e/ou Fe esta
envolvida na infeccdo e/ou progressdo para a doenca. Para avaliar a caréncia nutricional
especifica foram usados parametros bioquimicos como dosagem dos niveis de metais Zn, Cu
e Fe, além de fosfatase alcalina e ferritina no plasma dos individuos do estudo. No inicio do
estudo e nos demais momentos previstos foi coletada uma amostra de sangue de todos os
individuos da area a ser estudada que concordaram participar mediante assinatura do termo de

consentimento (Anexo 1V).

5.5 Critérios de Inclusdo no Estudo
= Individuos que residiram no local por pelo menos seis meses;

» Individuos maiores de 1 ano de idade.

5.6 Critérios de Exclusao
= Individuos que se recusaram a participar e/ou continuar;

= Individuos que apresentaram outras doengas no momento que ndo leishmaniose.

5.7 AVALIACAO “EX VIVO” DA IMUNIDADE HUMORAL - SOROLOGIA
PARALEISHMANIA SPP.(ELISA)

Foram colhidos 10 mL de sangue em tubos “vacutainer” com heparina e armazenados
em caixa térmica a 4 °C por 8h, em média. As amostras foram encaminhadas para a UESB,
onde uma equipe técnica realizou a centrifugacdo das amostras para obtengdo dos soros, que
foram separados com pipeta estéril graduada, e armazenados em microtubos “NUNC”
estéreis, identificados, datados e mantidos a -20°C. Posteriormente os soros foram
transportados para o laboratério de referéncia, sob refrigeracdo utilizando gelo seco, em
caixas de isopor para serem submetidos a técnica de ELISA, que consta das seguintes etapas:

Preparacdo do antigeno: Cepas de L. (L.) amazonensis foram cultivadas em meio
LIT (infusdo de figado e triptose) com 10% de soro bovino fetal (SBF). Parasitas recuperados
na fase logaritmica, apds trés lavagens com tampéo fosfato (PBS) pH 7,0 a 4°C por 10°, foram

ajustados a uma concentracdo de 5x10° parasitassmL para preparacdo de antigeno. Os
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parasitas foram lisados em agua destilada estéril por 10 ciclos de congelamento (nitrogénio
liquido) e descongelamento répido. O material foi entdo centrifugado a 16.000 rpm em
centrifuga (Eppendorf 5402) por 20’ a 4°C. O sobrenadante (solugdo antigénica) foi estocado
em pequenas aliquotas e a sua concentracdo proteica verificada atraves do método de
LOWRY et al., 1951.

- Diluicéo do soro: foi preparada em placas de microtitulagdo com fundo redondo,
adicionando-se 10uL de PBS pH 7,4 contendo 0,005% Tween 20 (PBS/Tween). Em seguida,
foram transferidos 20uL desta diluicdo de soro para a placa sensibilizada com o antigeno, a
qual ja continha 80uLficando uma diluicéo final de 1:100.

- Reacdo: Placas de microtitulacdo (NUNC-Intermed, Denmark) foram sensibilizadas
com antigeno de L. (L) amazonensis na concentracdo de 10uL/mL (0,1mL/poco) em tampédo
carbonato-bicarbonato pH 9,6 incubadas durante a noite a 4°C. Antes do inicio da reacéo, as
placas foram lavadas 3 vezes com PBS Tween e incubadas com soros diluidos a 1:100 por
uma hora a temperatura ambiente. Ap6s lavagem das placas sensibilizadas, 150uL de solucéo
de bloqueio foram acrescentados a cada poco e a placa foi incubada de 1 a 2 horas em estufa a
37°C. Apds a lavagem com PBS Tween como descrito, foi adicionado o conjugado anti-1gG
humano (cadeia gama especifica) ligado a fosfatase alcalina (Sigma Chemical Company).
Novamente ap0Os esta incubacdo, as placas foram lavadas e adicionados 100 ul/poco de
substrato. O substrato utilizado foi o p-nitrofenilfosfatodissédico (SIGMA), diluido em
tampdo carbonato-bicarbonato pH 9,6 com 1mL de MgCl; na concentracdo de 1mg/mL. Apds
20’ a temperatura ambiente, estando os controles positivos com colora¢do esverdeada, a
reacdo foi interrompida com a adicdo de NaOH a 3M. A leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro multicanal para leitura de placas de microtitulagio com filtro 405nm
(Titesk-multican Spectrophotomater Flow-LaboratoriesAyreshire Scotland).

O resultado foi expresso em absorbancia e as diferencas das amostras que foram
analisadas foram consideradas ao se expressarem 0s resultados, mas independentemente do
método escolhido para relata-los, foi necessario determinar o limite de reatividade ou “cut-

off”. Valores acima do limiar de reatividade foram considerados positivos.

5.8. AVALIACAO “IN VIVO” DA IMUNIDADE CELULAR- INTRADERMORREACAO
DE MONTENEGRO (IDRM)

A IDRM foi realizada em todos os pacientes da amostra populacional, no momento da
inclusdo no inquérito epidemioldgico e imunoalérgico do estudo. O antigeno utilizado foi
fornecido pelo Ministério da Salude através da FUNASA, Coordenagdo Regional da Bahia, e
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produzido a partir de formas promastigotas de L. (L.) amazonensis mortas por ultrassonicagéo,
e padronizado em 40 pg/mL por MELO et al., 1977.

Técnica de aplicacdo - ap0s antissepsia com alcool a 70%, inoculou-secom seringa do
tipo tuberculinica 0,1ml da suspensdo do antigeno por via intradérmica, na face anterior do
antebraco direito. A leitura da reacdo foi efetuada ap6s 48 ou 72 horas do inoculo, utilizando
régua milimetrada, marcando-se a borda da endura¢do com caneta esferogréafica (SOKAL et
al., 1975). A interpretacdo foi baseada na area de enduracdo apresentada, sendo adotados 0s
seguintes valores de referéncia: < 5mm (negativo), e >5mm (positivo) (CUBA et al., 1978;
MARZOCHI et al., 1998).

5.9 DOSAGENS DE METAIS E METALOPROTEINAS NO PLASMA

Os niveis plasméaticos de Zn, Cu e Fe foram determinados através de
espectrofotometria de absorcdo atbmica usando uma mistura de ar/acetileno (AAS VARIAN,
modelo “chama”) de acordo com o seguinte procedimento:

Preparo das Solugbes: Triton X-100 (0,5% v/v) — foram diluidos 5 mL de Triton em
995mL de &gua desionizada; Acido nitrico (10% v/v) — foram diluidos 100mL de HNO3 em
990mL de agua desionizada. Solugdo Intermediaria de Cu, Zn e Fe (10 pg/mL) — foram
diluidos 100uL de cada metal para 9,9mL de &gua desionizada.

Sonicacdo: Pipetou-se 1mL do plasma em seguida adicionou-se 1 mL de TX-100
0,5% e 1mL de HNOj3 10%. O volume foi ajustado para 10 mL com agua mili-Q e em seguida
sonicamos por 10°. Apds sonicadas, as amostras foram armazenadas em temperatura de 4 °C

para posterior leitura no FAAS.

Curva de Calibracéo:

Concentragdo  Volume da solucéo Adicionar

(ug/mL) intermediaria (uL)

0 0 1 mL de HNO3 10% + 1 mL de Triton X-100 0,5%
0,05 50 1 mL de HNO3 10% + 1 mL de Triton X-100 0,5%
0,1 100 1 mL de HNO3 10% + 1 mL de Triton X-100 0,5%
0,5 500 1 mL de HNO3 10% + 1 mL de Triton X-100 0,5%
1,0 1000 1 mL de HNO3 10% + 1 mL de Triton X-100 0,5%
15 1500 1 mL de HNO3 10% + 1 mL de Triton X-100 0,5%

2,0 2000 1 mL de HNO3; 10% + 1 mL de Triton X-100 0,5%
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Obs: O volume foi ajustado para 10 mL.

As metaloproteinas fosfatase alcalina e ferritina, marcadores para o metabolismo de
Zn e Fe, respectivamente, foram dosadas no plasma por fluorimetria, usando kits comerciais
(Labtest Diagnostica SA). As mesmas foram dosadas no laboratério do Centro de Referencia

em Doencas Endémicas Piraja da Silva/PIEJ, pelo farmacéutico Alan Patricio Souza.



50

6. ANALISE ESTATISTICA

A anélise estatistica de possiveis fatores associados ao risco de infeccdo pela
Leishmania spp., foram realizados a partir dos dados obtidos através da aplicacdo dos
questionarios, e da aplicacdo das IDRM e a sorologia (ELISA), onde foi construido um banco
de dados no EPIINFO2000 for Window, Excel 2007 e as analises foram realizadas no Graph
Pad Prism 5. Para a analise descritiva, foram usadas frequéncias relativas e absolutas das
caracteristicas socio-demogréaficas (renda familiar, atividade exercida, escolaridade,
esgotamento, destino de dejetos, e lixo, tipo de roupa no trabalho, presenca de animais e
reservatorios de Leishmania spp.), de moradia (tipo de cobertura das casas, numero de
cdmodos, tipo de piso, borrifacdo, uso de mosquiteiro), e perfil dos individuos (idade, sexo,
raca, procedéncia). Realizou-se analises estatisticas descritivas como as frequéncias absolutas
e relativas, teste de correlagdo de Pearson e Spearman, teste qui-quadrado (x%), ANOVA e
Kruskal-Wallis, com p0s-teste de Bonferroni € Dunn’s, respectivamente, para comparagdes
maultiplas.

Fatores de risco para progressédo infecgdo e/ou doenga: as taxas de progressao para
infeccdo e/ou doenca foram estimadas ao longo do estudo. Estimativas do risco de progressdo
da infeccdo para a doenca foram obtidas comparando-se 0s grupos de expostos com 0s grupos
de ndo expostos a varios fatores de risco. Na analise univariada, as varidveis categoricas
foram analisadas em tabelas 2x2 ou 2x3 e determinadas as medidas de associacao (razdo de
chances) e as medidas de significancia estatistica (x°) e intervalo de confianca da razéo de
chances. O teste do (y?) teve correcdo de Yates quando um dos niimeros esperados (n.) foi <

5,0; ocorrendo dois ou mais ne<5,0 e/ou o n total < 20 foi aplicado o teste exato de Fisher.
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7 ASPECTOS ETICOS

O projeto foi aprovado pelo Conselho de Etica em pesquisa do CPqGM niimero
79/2005, credenciado na CONEP, Ministério da Saude. No caso de menores, 0s pais ou
responsaveis pelas criancas foram primeiramente esclarecidos pelos pesquisadores sobre a
natureza do estudo, seus objetivos e consequéncias, em linguagem clara e acessivel. Foram
também informados de que a autorizagdo para a participagdo ou ndo no presente projeto ndo
incorreria em prejuizo ao paciente, que seria conduzido de forma adequada frente ao seu
quadro clinico. Apo6s o0s esclarecimentos preliminares, 0s pais ou responsaveis que
concordaram com o ingresso da crianga no estudo, receberam um termo de consentimento
livre e esclarecido (TCLE), onde foram listados os objetivos e condutas a serem tomadas
frente ao paciente, sendo novamente fornecidas todas as informacBes e esclarecimentos
necessarios. Os pacientes ou os pais/responsaveis foram avisados de que a participacdo era
livre e que poderiam se retirar ou retirar a crianga em qualquer momento do estudo, sem
consequéncias para o participante do estudo (Anexo IV).

Todos os individuos participantes ou ndo do estudo pertencentes a comunidade e
mesmo aqueles que em qualquer uma das etapas se retiraram do estudo, mas, que evoluiram

para a doenca LTA receberam tratamento e foram acompanhados até sua cura clinica.
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8 RESULTADOS

8.1 RESULTADOS DO ESTUDO NO POVOADO DE SAO GONCALO — MUNICIPIO DE
CONTENDAS DO SINCORA - BAHIA

e Visita e Mapeamento da area estudada na regido Sudoeste do Estado da Bahia
(povoado de Sdo Gongalo-Municipio de Contendas do Sincord);

e Identificacdo das casas demarcadas, contatos com seus moradores definindo o estudo a
ser realizado nos locais escolhidos segundo objetivos propostos no estudo;

e Realizacdo de palestras educativas sobre a doenca LT, métodos de prevencdo, e
conduta diante de um caso suspeito nas localidades estudadas;

e Realizacdo de palestras educativas sobre salde bucal e como identificar os primeiros
sinais de aparecimento das lesGes mucosas na boca e nariz;

e Realizacdo de mutirdo da limpeza dos dentes e protecdo das gengivas, com aplicagéo
de fluor na populacédo cadastrada no estudo;

e Inquérito epidemioldgico e imunoalérgico com a populacdo do povoado de Séo

Goncalo.

Realizou-se a primeira fase do inquérito com o objetivo de determinar o perfil scio-
demografico e a prevaléncia da infeccdo por Leishmania spp., e também da doenca em Séo
Gongcalo, visto que nessa populacdo antes do surto epidémico ocorrido no ano de 2000 néo
havia registro de LT na populacdo. Neste periodo, foi realizado censo populacional com
mapeamento de todas as casas e cadastro dos moradores, perfazendo um total de 174
individuos distribuidos em 37 casas.

Dos 174 individuos residentes no povoado de Sdo Gongalo, 170(97,70%)
concordaram em participar do estudo, a idade destes variou entre 1 e 91 anos (media de 29,4 +
22,3), sendo 44,1% do sexo masculino, a maioria de cor negra n=119(73%). Quanto a origem
99,4% eram naturais de Sdo Goncalo, onde residiam desde o nascimento. A atividade
principal dos moradores foi o trabalho agricola com 55,6%, seguida de 22,2% de estudantes
(Tabela 3).



Tabela 3: Frequéncia das variaveis sécio-demograficas dos individuos do povoado de Sdo Gongalo —

Municipio de Contendas do Sincora — Bahia.

Caracteristicas ~ Frequéncia Absoluta Frequéncia Relativa (%)

Sexo
Masculino
Feminino
Idade
01-10
11-20
21-30
31-40
41-50

4 51
Ocupacéo
lavrador
estudante
aposentado
domestica

ignorado

75
95

33
49
25
13
18
36

85
34
7
01
26

44,1
55,9

19,0
28,0
14,0
7,5

10,0
21,5

55,6
22,2
4,5
0,7
17,0
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Quando analisamos o perfil sécio-econdmico dos moradores observamos que 73% das

familias tinham renda mensal inferior a 1 salario minimo, 86,5% das construcbes eram feita

de adobe, 59,5% tinham o piso de cimento, 43,2% dos moradores utilizavam 4agua,

proveniente de chuvas, 51,4% colocavam o lixo em terreno baldio e 43,2% desprezavam seus

dejetos em vala ou diretamente no ambiente (Tabela 4).
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Tabela 4: Frequéncia das condigdes sdcio-econdmica dos domicilios cadastrados no estudo, procedentes do
povoado de Sdo Gongalo — Municipio de Contendas do Sincora — Bahia.

Numero de pessoas por domicilio (media) 4,59 +2,11

Renda mensal familiar

< 1 salario minimo (sm) 27 (73,0%)
la2sm 08 (21,6%)
2a4sm 2 (5,4%)
Frequéncia Absoluta Frequéncia Relativa (%)

Tipo de parede

Alvenaria 4 10,8
Adobe 32 86,5
Taipa 01 2,7
Tipo de cobertura

Telha 33 89,2
Palha e outros 3 8,1
Mais que uma opcao 1 2,7
Tipo de piso

Cimento 22 59,5
Chéo batido 7 18,9
Outros 3 8,1
Mais que uma opcao 5 13,5
Origem da agua

Pogo comum, chafariz 3 8,1
Rio, riacho, lagoa 5 13,5
Outros (chuva) 16 43,2
Mais que uma opcao 13 35,1
Destino dos dejetos

Fossa séptica e negra 5 11,5
Vala 16 43,2
Outros (ambiente) 16 43,2
Destino do lixo

Terreno baldio 19 51,4
Queimado 11 29,7

Mais que uma opcao 07 18,9




55

A tabela 5 mostra o perfil de prevaléncia da infeccdo por Leishmania spp., na
populacdo de acordo com IDRM e ELISA, onde 22,4% e 23,5% dos individuos apresentaram
positividade para infeccdo respectivamente. Para a determinacdo dos individuos que ja
tiveram a doenca foi realizado além do relato, dados de prontuario do uso de Sb °*, 0 exame
fisico onde era constatada a presenca de cicatriz caracteristica (cicatriz circular, aplanada com
tecido de reparo sem regeneragdo) sendo que 11,2% dos individuos entrevistados

apresentaram histdrico para LT.

Tabela 5: Frequéncia da prevaléncia de infeccdo por Leishmania spp. e também da doenca LT (n=170) no
povoado de Sdo Gongalo — Municipio de Contendas do Sincora — Bahia.

Infeccdo e doenca

IDRM Frequéncia Absoluta Frequéncia Relativa(%o)
Sim 38 22,4
Né&o 125 73,5
*si 07 4,1
TOTAL 170 100
ELISA

Sim 40 23,5
Né&o 118 69,4
*si 12 7,1
TOTAL 170 100
LT

Sim 19 11,2
Né&o 151 88,8
TOTAL 170 100

*si- sem informacao

Condic0es associadas a infeccéo

Foram avaliadas condicdes que poderiam estar associadas a infeccdo; sendo que
86,5% das familias negaram o uso de mosquiteiros; 94,6% ndo usavam repelentes e 64,9%
relataram a presenca de mosquito no domicilio ou em suas imediacdes. A criacdo de animais
domésticos em domicilio foi referida por 83,8% das familias, sendo que 78,4% possuem mais
de uma espécie de animal no domicilio e 48,6% no peri-domicilio, a maioria das residéncia

estava proximo a rio, lago, vegetacéo e criagdo de animais (porcos, galinhas, etc.) (Tabela 6).
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Tabela 6: Frequéncia das variaveis relacionadas ao padrédo de moradia (n=37) e habito das familias no
Povoado de Sdo Gongalo — Municipio de Contendas do Sincora — Bahia.

Situacéo intra-domiciliar

Frequéncia Absoluta  Frequéncia Relativa(%b)

Animais doméstico

Sim 31 83,8
Né&o 06 16,2
Espécie de animal doméstico
Céo 03 8,1
Galinha 03 8,1
mais que uma opcao 29 78,4
*NSI 02 54
Uso de repelentes
Sim 02 54
Né&o 35 94,6
Uso de mosqueteiro
Sim 04 10,8
Né&o 32 86,5
Criadouros de mosquito
Sim 36 97,3
Néo 1 2,7
Presenca de mosquito em casa ou imediacoes
Sim 24 64,9
Né&o 10 27,0
*NSI 03 8,1
Situacao peri-domiciliar
Animais nas imediac6es Frequéncia Absoluta Frequéncia Relativa
Céo 10 27
Gato 03 8,1
Mais que uma opcéo 18 48,6
Ignorado 06 16,2
Residéncia proxima
Mata 02 54
Mais que uma opcao 35 94,6

*NSI (N&o sabe informar)
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Quando associamos o padréo familiar com a ocorréncia de LT observou-se uma razao

de prevaléncia de 3,2 vezes maior o risco de contrair a doenca e de se infectar, naquelas casas

que buscam &gua em poco comum ou chafariz, entretanto ndo foi estatisticamente

significante. (tabela 7).

Tabela 7: Analise da associacdo entre as variaveis relacionadas ao padréo de moradia das familias (n=37)

e a LT no Povoado de Sdo Gongalo — Contendas do Sincora/Ba.

Histérico de LT na residéncia

Variaveis Sim Nao Razao fie . p-valor
prevaléncia
n° % n° %
Origem da agua 0.25
Poco comum e 3 100 0 0,0 3,2
Chafariz
Rio, riacho 2 40,2 3 60,0 1,3
Outros (aguada 11 68,8 5 31,3 2,2
chuva, etc..)
+ que umaopgido 4 308 9 69,2 Referéncia
Tipo 0,31
Alvenaria 3 75,0 1 25,0 Referéncia
Adobe e Taipa 17 51,5 16 48,5 0,6
Piso 0,40
Cimento 11 47,8 12 52,2 Referéncia
Chéo batido 5 714 2 28,6 1,4
+que umaopcdo 2 400 3 60,0 0,8
Cobertura 0,71
Telha 17 51,5 16 48,5 Referéncia
Palha e Outros 3 750 1 25,0 1,5

Analisando a associagdo dos habitos de moradia das familias com a ocorréncia de LT

observou-se uma razdo de prevaléncia de 1,7 vezes maior o risco de contrair a doenca e de se
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infectar, naquelas casas cujos dejetos eram lancados no ambiente, entretanto nédo foi

estatisticamente significante. (Tabela 8).

Tabela 8: Andlise da associagdo entre as variaveis relacionadas aos habitos de moradia das familias (n=37)
e a LT no povoado de Sdo Gongalo, Municipio Contendas do Sincora, Bahia.

Histérico de LT na Residéncia

Variaveis Sim N&o Razéao Ade _ o-valor
prevaléncia

Destino do lixo n° % n° % 0,15

Queimado 7 63,6 4 36,4 2,2

Terreno baldio 11 57,9 8 42,1 1.1

Mais de uma opgdo 2 28,6 5 71,4 Referéncia

Destino dos dejetos 0,09

Vala 10 62,5 6 37,5 Referéncia

Fossa séptica 3 75,0 1 25,0 1,2

Outros (ambiente) 7 37,5 10 62,5 1,7

Possui animais domésticos 0,83

Né&o 3 50,0 3 50,0 Referéncia

Sim 17 54,8 14 45,2 11

Espécie de animal doméstico 0,54

Céo ou Gato 2 66,7 1 33,3 1,13

Mais de uma 17 58,6 12 41,4 Referéncia

opcao

Uso mosqueteiro 0,12

Nao 20 57,1 15 42,9

Sim 0 0 2 100

Quando analisamos a associacao entre as variaveis do peri-domicilio com a ocorréncia

de LT, ndo encontramos associacdo com a doenga (Tabelas 9).
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Tabela 9: Analise da associacdo entre as variaveis relacionadas ao ambiente peri-domiciliar das familias
(n=37) e a LT, no Povoado de Sdo Gongalo- Contendas do Sincora/Ba.

Histérico de LT na residéncia

Variaveis Sim Nao Razéo de

prevaléncia p-valor
mediacoes 056
Céo 6 60,0 4 40,0 Referéncia
Gato 2 66,7 1 33,3 1,1
Mais de uma opgédo 9 50,0 9 50,0 0,8
Residéncia proxima 0,91
Mata 1 50,0 1 50,0 Referéncia
Mais de uma op¢cdo 19 54,3 16 45,7 1,1

(rio, esgoto,
criacdode galinha
e/ou porcos

*NSI - ndo sabe informar

Analisando as variaveis socio-demograficas, com o IDRM encontrou-se uma razao de
prevaléncia de 1,8 vezes maior para a infec¢do nos homens, sendo que a faixa etaria de 41-50
anos apresentou razdo de prevaléncia de 3,3 vezes maior para a infeccdo, porém sem

apresentar significancia estatistica (Tabela 10).
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Tabela 10: Associagdo das variaveis socio-demograficas dos individuos com o teste IDRM no Povoado de
S&o Gongalo — Contendas do Sincora /Ba (n=163).

IDRM
Variaveis Positivo Negativo Razéo fje _ p-valor
prevaléncia
Sexo n° % n° % 0,07
Masculino 21 30,4 48 69,6 1,8
Feminino 17 18,1 77 81,9 Referéncia
Idade 0,34
01-10 4 12,5 28 87,5 Referéncia
11-20 10 20,8 38 79,2 1,7
21-30 4 26,7 11 73,3 2,1
31-40 3 25,0 9 75,0 2,0
41-50 7 41,2 10 58,8 3,3
51-4 9 27,3 24 72,7 2,2
Ocupacéo 0,47
Lavrador 24 28,6 60 71,4 1,3
Escolar 8 22,2 28 77,8 Referéncia
Aposentado 0 0 7 100
Outros 0 0 9 100

Analisando as variaveis sécio-demograficas e 0 ELISA encontramos uma razdo de
prevaléncia de 1,2 vezes maior para a infeccdo nos homens, sendo que a faixa etaria de 31-40
anos apresentou razao de prevaléncia de 2,9 vezes maior para a infeccdo com o valor p= 0,03
(Tabela 11).
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Tabela 11: Associagdo entre variaveis socio-demograficas, e ELISA em individuos estudados no povoado
de S&o Gongalo — Contendas do Sincora/Ba (n=158)

Sorologia
Variaveis Positivo Negativo Razéo fje _ p-valor
prevaléncia
Sexo n° % n° % 0,51
Masculino 19 27,5 49 72,5 1,2
Feminino 21 23,3 69 76,7 Referéncia
Idade 0,03
01-10 05 17,2 24 82,8 Referéncia
11-20 13 21,7 34 72,3 1,6
21-30 7 46,7 8 53,3 2,7
31-40 6 50,0 6 50,0 2,9
41-50 1 59 16 94,1 0,3
51- 4 7 21,9 25 78,1 1,3
Ocupacéo 0,63
Lavrador 22 25,9 63 74,1 1,8
Escolar 8 22,9 27 77,1 1,6
Aposentado e 2 14,3 12 85,7 Referéncia
Outros

Encontramos uma forte associacdo entre o teste de IDRM e a ocorréncia de LT nos
individuos que participaram do estudo, o que corrobora com o uso deste como parametro para

avaliar a ocorréncia de doenga com p = 0,00 (Tabela 12).

Tabela 12: Associagdo entre o teste de IDRM e a ocorréncia de LT nos individuos estudados no povoado
de S&o Gongalo — Contendas do Sincoréd/Ba (n=163).

IDRM
Positivo Negativo Razéo de
prevaléncia p-valor
Historiade LT n° % n° % 0,00
Sim 14 73,7 5 26,3 Referéncia
Né&o 24 16,7 120 83,3 0,23

Total 38 100 125 100
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Encontramos associacdo entre o teste de ELISA e a ocorréncia de LT nos individuos
que participaram do estudo, porém sem significancia estatistica com p = 0,15 (Tabela 13).

Tabela 13: Associacgdo entre o teste ELISA e a ocorréncia de LT nos individuos estudados no Povoado de
Sao Gongalo — Contendas do Sincora/Ba (n=158)

ELISA
Variavel Positivo Negativo Razédo de p-valor
prevaléncia
Historiade LT n° % n° % 0,15
Sim 7 36,8 11 57,9  Referéncia
Né&o 33 21,9 107 70,9 0,60
Total 40 100 118 100

Participaram da primeira fase do estudo 173 individuos e na segunda fase 134
individuos de acordo com o quadro abaixo. O namero de individuos varia em decorréncia das
dificuldades peculiares a cada exame.

Quadro 2: Frequéncia das variaveis laboratoriais estudadas nos individuos do Povoado de Sao
Gongcalo/Contendas do Sincora.

. 12 Fase 22 Fase
Variaveis
Estudadas
n=173 % n=134 %

IDRM+ 38 21,96 34 25,4
IRDM - 125 72,25 100 74,6
ELISA + 40 23,12 23 17,2
ELISA - 119 68,79 111 82,8
Zn def. 29 16,76 45 33,3
Zn nao def. 113 65,32 90 66,7
Cu def. 15 8,67 01 0,7
Cu néo def. 127 73,41 134 99,3
Fe def. 08 4,62 36 26,7
Fe ndo def. 134 77,45 99 73,3

8.2 PERFIL SOROLOGICO DOS NiVEIS DE METAIS NO POVOADO DE SAO
GONCALO/MUNICIPIO DE CONTENDAS DO SINCORA.

A figura 5 mostra os niveis de Cu, Zn e Fe detectados em amostras de plasma de
individuos analisadas nas 2 etapas do estudo. Pode-se observar que houve aumento nos niveis
de Cu e diminuicdo de Zn e Fe da 12 para a 2% etapa. Como sabemos que ha competicdo entre

Cu e Zn pelo mesmo substrato, podendo haver interferéncia nos niveis plasmaticos desses
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metais, resolvemos calcular a razdo entre Cu e Zn e encontrou-se aumento dessa razdo. Além
disso, faz-se necessério salientar que mesmo 0s niveis mais baixos de Fe apresentados na
etapa 2 mantiveram-se em niveis considerados fisioldgicos. Entretanto, as diferencas

observadas na 2° etapa do estudo, em relagdo a 1% etapa, ocorreram independentemente da
auséncia ou presenca de novas infeccoes.
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Figura 5: Quantificacdo dos niveis plasméticos de Cu, Zn e Fe nos individuos cadastrados nas duas etapas
do estudo (1)n=142; e (2)n=134) além das razbes Cu/Zn (teste t ndo paramétrico e pds teste Mann
Whitney, p<0.0001 para todas as comparag¢des Cu(l) vs Cu(2), Zn(2).

Quando avaliamos em amostras de plasma a comparacdo quantitativa dos niveis de
Cu, Zn e Fe nos subgrupos de individuos: (1.3) ndo infectados; (1.1) novas infeccdes, e (1.2)
LTA, na 12 etapa, ndo observou-se diferenca estatisticamente significante entre os subgrupos

analisados pelos métodos estatisticos ANOVA, pds-teste Kruskal-Wallis, como mostra a Figura
6.
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Figura 6: Quantificagdo dos niveis plasmaticos de Cu, Zn e Fe nos individuos da 12 etapa do estudo (n=87)
?n(;ci?)[.)aragéo entre os subgrupos: (1.3) ndo infectados (n=58); (1.1) novas infeccbes (n=5); (1.2) LTA

Nas figuras 5 e 6, observamos a diminui¢do dos niveis de Zn na populacdo analisada
da 1?2 para a 22 etapa do estudo, ndo havendo diferenca quando comparamos os subgrupos de
ndo infectados, novas infeccdes e LTA. Nossa préxima etapa entdo foi analisar se 0s niveis
reduzidos de Zn apontavam para o risco de ocorréncia de doenca. Realizamos analise
qualitativa entre os subgrupos: (1) novas infeccBes e (2) pacientes com LTA, separando 0s
individuos de cada subgrupo em deficiente (Def. Zn) e suficiente de Zn (Suf. Zn) para a 18
etapa, conforme mostrado na figura 7. Como se pdde notar 5/16(31,25%) pacientes com LTA
apresentaram deficiéncia de Zn, enquanto que 11/16(68.75%) apresentaram suficiéncia dos
niveis de Zn.

Em relacdo as novas infeccdes, encontramos somente 1/6(16,67%) individuo com
deficiéncia de Zn, enquanto que os outros 5/6(83,33%) individuos restantes eram suficientes.
Pode-se observar, dentre os individuos com deficiéncia de Zn, que a frequéncia relativa de
novos individuos infectados (16,67%) € cerca de 50% da frequéncia de pacientes com LTA
(31,25%). Entretanto, ndo foi encontrada uma associagdo dos niveis de Zn com aumento
significante do risco para desenvolvimento da doenca pelo teste Fisher (p=1.000 e RR=1,563,
intervalo 0,1595-20,73) (Figura 7).



65

11 i
10- e EE Defzn
S 9 o BE= SufZn
g 8- I:::I.l
— k"""
2 71 e
= 6 [ n e
4] »
o 51 prmm %ﬁ:
g 4= s W
E mﬁﬂ sl
=N 1
24 B e e
1+ e Y LR ﬁ
mwﬂ o N et atatatatat
0 P e
LTA Novas Infec¢des

Figura 7: Comparacdo qualitativa dos niveis plasmaticos de Zn nos individuos da 12 etapa do
estudo (n=21), entre os subgrupos de novas infecgdes e LTA.

Na analise qualitativa dos niveis de Zn entre os subgrupos ndo infectados e novas
infeccdes, separando os individuos de cada subgrupo em Def. Zn e Suf. Zn (Figura 8). Como
se observa 11/58(18,96%) individuos ndo infectados apresentaram deficiéncia de Zn,
enquanto 47/58(81,03%) apresentaram suficiéncia dos niveis de Zn.

Em relacdo as novas infeccBes, encontramos somente 1/5(20%) individuo com
deficiéncia de Zn, enquanto que 0s outros 4/5(80%) individuos restantes eram suficientes.
Pode-se observar, dentre os individuos com deficiéncia de Zn, que a frequéncia relativa de
individuos ndo infectados (18,96%) é muito semelhante a frequéncia de novos individuos
infectados (20%), sugerindo, de acordo com estes dados, que a ocorréncia ou nao de infecgédo
independe dos niveis de Zn. Portanto, como esperado até o momento, ndo foi encontrado
aumento do risco associado aos niveis de Zn para infeccdo (teste Fisher, p=1.000 e RR =
0,95) (Figura 8).

A incidéncia de infec¢do encontrada no grupo dos individuos com deficiéncia de zinco
foi de 9% em 9 meses, enquanto que no grupo suficiente de zinco a incidéncia foi de 7,8% no

mesmo periodo
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Na&o infectados Novas infeccdes

Figura 8: Comparacdo qualitativa dos niveis plasmaticos de Zn nos individuos da 12 etapa do estudo
(n=63), entre os subgrupos de ndo infectados e novas infeccdes.

8.2.1 Correlacdo entre niveis plasmaticos de Zn e tamanho da IDRM de infectados e pacientes
LTA.

Para avaliar a prevaléncia e incidéncia de LT, o teste de IDRM é o exame mais
utilizado. Como ndo foram observadas diferencas qualitativas nos niveis de Zn para os
diferentes grupos analisados, nem aumento do risco de doenca ou infecgéo, realizou-se uma
analise de correlacdo entre os niveis de Zn e tamanho da IDRM. Na figura 9, observa-se a
analise de correlagdo entre tamanho (cm?) da IDRM e a concentracdo plasmatica de Zn
(ng/ml) dos individuos. Entretanto, ndo foi encontrada correlagdo significante (p=0.062,
r’=0.22, Spearman).
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Figura 9: Correlagdo entre tamanho (cm2) da IDRM e concentracdo plasmética (ug/ml) de Zn (ambos
transformados em log) em pacientes com LTA na 12 etapa. Teste de Correlagdo de Spearman, r’=0,22;
p=0,062, n= 16.

8.2.2. Perfil dos niveis de proteinas plasmaticas dos individuos do Povoado de Sdo Gongalo
na 12 e 22 etapa do estudo.

Na figura 10A, observa-se que ndo houve alteracdo nos niveis da enzima FA detectada
em amostras de plasma de individuos, da 1% fase (FAl) para a 22 (FA2). Estes dados
mostraram que a FA ndo pode ser utilizada como marcador de desnutricdo dos individuos
analisados na 12 e 22 etapa deste estudo, diferente do encontrado para o Zn (Figura 1). Ja em
relacdo a ferritina (figura 10B), detectamos um aumento dos niveis dessa proteina da 12 para a
22 etapa, enquanto que os niveis de Fe (Figura 5) diminuiram de uma etapa para outra. Estes
dados nos sugerem que o aumento detectado nos niveis de ferritina reflita um aumento da
necessidade de Fe para tecidos onde houve um aumento da demanda por esse micronutriente,

nesses individuos.
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Figura 10: Quantificagdo dos niveis plasmaticos de fosfatase alcalina (FA) em todos os individuos do
estudo nas etapas 1 (n=150) e 2 (n=170);

Figura 10B. Quantificac@o dos niveis plasmaticos de ferritina em todos os individuos do estudo nas etapas
1(n=140) e 2(n=121).

8.2.3. Avaliagdo “ex-vivo” da imunidade humoral de individuos dos diferentes subgrupos

No que diz respeito a imunidade humoral o subgrupo de pacientes com LTA (tratados
ou nao) apresentou niveis mais elevados de IgG-anti-Leishmania, que diferiram somente em
relacdo ao subgrupo de ndo infectados (p=0.008), e ndo ao subgrupo de novas infecces.
Também ndo houve diferenca entre os subgrupos de ndo infectados, comparados com o
subgrupo de novas infecgdes (p=0.7). Entretanto, o valor de p=0.065 para a comparagédo
novas infecgdes vs LTA sugere que houve somente uma tendéncia a diferenca nos niveis de
IgG entre esses 2 subgrupos (Figura 11).
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Figura 11: Quantificaco dos niveis plasmaticos de IgGanti-Leishmania dos individuos de S&o Gongalo
participantes na 12 etapa do estudo e comparacdo entre os subgrupos: nao infectados (n=58), novas
infeccbes (n=5) e LTA (n=16). ANOVA, p=0.008, Kruskal-Wallys; Teste de multiplas comparagdes de
Dunn p<0.05, LTA vs ndo infectados. Os niveis de 1gG detectados sdo representados em intensidade éptica
(DO) obtido a um filtro de 405nm.
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8.3 RESULTADOS DO ESTUDO NO DISTRITO DE FLORESTAL (MUNICIPIO DE
JEQUIE —BAHIA).

12 Fase do estudo

e Visita e Mapeamento da area estudada no Municipio de Jequié (Sudoeste da Bahia);
e Identificagdo das casas demarcadas, contatos com seus moradores definindo o estudo a
ser realizado nos locais escolhidos segundo objetivos propostos no estudo;
o Realizacdo de palestras educativas sobre a doenga leishmaniose tegumentar, métodos
de prevencéo, e conduta diante de um caso suspeito nas localidades estudadas.
Realizou-se a primeira parte do inquérito, com o objetivo de determinar o perfil socio-
demogréfico, e a prevaléncia da infeccdo por Leishmania spp. e da LT em Florestal. Neste
periodo, foi realizado censo populacional com mapeamento de todas as casas e cadastramento

dos moradores perfazendo um total de 480 individuos distribuidos em 129 casas.

Dos 480 individuos residentes no Distrito de Florestal, a idade destes variou entre 1 e
93 anos (média de 31,9 + 22,3), sendo 56,7% do sexo masculino. A atividade principal dos

moradores foi o trabalho agricola com 34,1% seguida de 24,3% de estudantes (tabela 14).

Tabela 14: Frequéncias das variaveis sociais e laborais dos individuos do Distrito de Florestal - Jequié -
Bahia.

Caracteristicas  Frequéncia Absoluta  Frequéncia Relativa

Sexo

Masculino 271 56,7
Feminino 209 43,3
Idade

01-10 83 17,3
11-20 99 20,6
21-30 81 16,9
31-40 52 10,8
41-50 59 12,3
4 51 106 22,1
Ocupacéao

Lavrador 164 34,1
Estudante 116 24,3
Aposentado 32 6,8
Domeéstica 82 17,2
Outros 9 1,6
Ignorado 77 15,0

Quando analisamos o perfil s6cio-econdbmico dos moradores observamos que 69,8%
das familias tinham renda mensal inferior a 1 sal&rio minimo, 66,6% das construcdes era feita

de alvenaria, 50,4% tinha o piso de cimento e 54,3% dos moradores utilizavam agua da rede
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publica. Quanto ao destino do lixo 55% queimavam o lixo e 31,2% desprezava seus dejetos
em vala (tabela 15).

Tabela 15: Frequéncia das condic8es sécio-econdmicas dos individuos cadastrados no estudo, procedentes
do Distrito de Florestal — Jequié — Bahia.

Numero de pessoas por domicilio (média) 3,72+ 2,42

Frequéncia Absoluta Frequéncia Relativa
Renda mensal familiar
< 1 salario minimo (sm) 81 69,8
la2sm 27 23,3
2a4sm 03 2,6
>5sm 02 1,7
Ignorado 03 2,6
Tipo de parede
Alvenaria 84 66,6
Adobe 36 28,6
Né&o rebocada 02 1,6
Taipa 04 3,2
Tipo de cobertura
Telha 117 90,7
Palha 06 4,7
Outros 04 3,0
Ignorado 02 1,6
Tipo de piso
Cimento 64 50,4
Chéo batido 08 6,3
Ceramica 55 43,3
Origem da agua
Pogo comum, cacimba 13 10,1
Rio, riacho, lagoa 45 34,8
Chafariz 1 0,8
Rede publica 70 54,3
Destino dos dejetos
Rede de esgoto 02 1,6
Fossa séptica 18 14,0
Fossa negra 09 7,0
Vala 40 31,0
Outro 54 41
Ignorado 06 4,5
Destino do lixo
Coleta 03 1,6
Queimado 71 55,0
Terreno baldio 47 36,4
Mais que uma opcao 05 3,9
Outros 03 3,1

A tabela 16 mostra o perfil de prevaléncia da infeccdo por Leishmania spp. na
populacdo de acordo com IDRM, e ELISA, onde 12,7% e 19,6% dos individuos apresentaram

positividade respectivamente. Para a determinacgédo dos individuos que ja tiveram a doenca foi
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realizado além do relato, exame fisico, onde era constatada a presenga de cicatriz
caracteristica. Observou-se que 10,6% dos individuos entrevistados apresentaram historico

para LT.

Tabela 16: Frequéncia da prevaléncia de infeccdo por Leishmaniaspp (n=480) do Distrito de Florestal
Municipio de Jequié- Bahia.

Infeccdo e doenca

Frequéncia Absoluta Frequéncia Relativa
IDRM
Sim 61 12,7
Né&o 160 33,3
*Sl 259 54,0
TOTAL 480 100
ELISA
Sim 94 19,6
Né&o 253 52,7
*Sl 133 27,7
TOTAL 480 100
LTA
Sim 51 10,6
nao 428 89,2
*Sl 01 0,2
TOTAL 480 100

*Sl- sem informacéo

Condic0es associadas a infeccéo

Foram avaliadas condi¢cBes que poderiam estar associadas a infeccdo: 92,2% das
familias negaram uso de mosquiteiros; 85,3% ndo usavam repelentes. A criacdo de animais
domeésticos no domicilio foi referida por 70,5% das familias, sendo que 48,8% possuem mais
de uma espécie de animal no domicilio, e 77,5% no peri-domicilio, a maioria das residéncias

estava proximo a rio, lago, vegetacéo e criagdo de animais (porcos e ou galinhas), (tabela 17).
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Tabela 17: Frequéncia das variaveis relacionadas ao padrao de moradia (n=129) e habito das familias na
comunidade rural de Florestal — Jequié/Ba.

Situacéo intra-domiciliar

Frequéncia Absoluta Frequéncia Relativa(%o)
Animais domésticos
Sim 91 70,5
Né&o 36 27,9
Ignorado 02 1,6
Espécie de animal doméstico
Céo 23 17,8
Gato 08 6,2
Galinha 04 3,1
Outros 02 1,6
Mais que uma opcéo 63 48,8
N&o possuli 29 22,5
Uso de repelentes
Sim 18 14,0
Né&o 110 85,3
Ignorado 01 0,8
Uso de mosqueteiro
Sim 10 7,8
Né&o 119 92,2
Animais nas imediac6es
Céo 15 11,6
Gato 03 2,3
Sarigué 01 0,8
Mais que uma opcéo 100 77,5
Ignorado 10 7,8
Residéncia proxima
Rio ou lago 24 18,6
Mata 13 10,1
Criacéo de galinhas 01 0,8

Mais que uma opc¢éo 91 70,5
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Quando associamos o padrdo familiar com a ocorréncia de LT (tabelas 18 e 19)
observamos uma razdo de prevaléncia de 3,2 maior o risco de contrair a doenca, Nnos
individuos que residiam em casas que buscavam agua em po¢o comum ou chafariz, ndo sendo

significante estatisticamente.

Tabela 18: Analise da associacgéo entre as variaveis relacionadas ao padrdo de moradia das familias
(n=129) e a LT no Distrito de Florestal, Municipio de Jequié, Bahia.

Histérico de LT na residéncia

Variaveis Sim (n=39) Nao (n=89) RazéoAde _ o-valor
prevaléncia
n° % n° % 0,55
Origem da agua
Rede publica 20 28,6 50 71,4 Referéncia
Pogo comum 06 46,2 07 53,8 1,6
Rio, Riacho 13 28,9 32 71,1 1,0
Tipo (n=126) 0,19
Alvenaria 26 31,0 58 69 Referéncia
Taipa 01 25 03 75 0,8
Adobe 10 27,8 26 72,2 0,9
Sem reboco 02 100 00 00 3,2
Piso (n=127) 0,93
Ceramica 17 30,9 38 69,1 Referéncia
Cimento 20 31,3 44 68,8 1,0
Chéo batido 02 25 06 75 0,8
Coterre
Telha 35 29,9 82 70,1 Referéncia
Palha 02 33,3 04 66,7 1,1

Outros 02 50 02 50 1,7
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Tabela 19: Analise da associagdo entre as variaveis socio-demograficas relacionadas ao habito de moradia
das familias (n=129), e a LT no Distrito de Florestal, Municipio de Jequié, Bahia.

Histérico de LT na residéncia

Variaveis Sim Nao Razéo fje _ o-valor
prevaléncia
n° % n° % 0,52

Destino do lixo
Terreno baldio 15 31,9 32 68,1 Referéncia
Queimado 20 28,2 51 71,8 0,9

Mais de uma opgédo 03 60,0 02 40,0 1,9

Outros 01 25,0 03 75,0 0,8

Destino dos dejetos 0,70
Vala 13 32,5 27 67,5 Referéncia

Rede de esgoto 01 50,0 01 50 1,54

Fossa séptica 06 33,3 12 66,7 1,0

Fossa negra 01 111 08 88,9 0,35

Outros 18 33,3 36 66,7 1,0

Possui animais 0,23
domeésticos

N&o 08 22,2 28 77,8 Referéncia

Sim 30 33,3 61 67,0 1,5

Capicle e animal 000
Céo 05 21,7 18 78,3 Referéncia

Gato 01 12,5 07 87,5 0,58

Galinha 00 0 04 100

Mais de uma 26 41,3 37 58,7 1,9

opcao

Uso mosqueteiro 0,47
Sim 01 10,0 09 90 Referéncia

N&o 38 31,9 81 68,1 3,19

Quando analisamos a associacao entre as variaveis do peri-domicilio com a ocorréncia
de LT, observamos uma razdo de prevaléncia de 3,3 maior o risco para a ocorréncia da doenca
em individuos que residem nas casas que abrigam gatos (tabela 20). Entretanto ndo foi

significante estatisticamente.
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Tabela 20: Analise da associagdo entre as variaveis relacionadas ao ambiente peri-domiciliar das familias
(n=129) e a LT, em comunidades rurais do Distrito de Florestal, Municipio de Jequié, Bahia.

Histérico de LT na residéncia

Variaveis

Animais nas
imediacdes

Céo

Gato

Mais de uma opgéo
Residéncia proxima
Rio ou lago

Mata

Mais de uma op¢éo

Sim Nao Razéo de
prevaléncia p-valor

e % "o % 0,378
03 20,0 13 80,0 Referéncia
02 66,7 01 33,3 3,3
31 31,0 69 69,0 1,6

0,623
05 20,8 19 79,2 Referéncia
04 30,8 10 69,2 1,48
30 33,0 61 67,0 1,59

Ao analisarmos as variaveis socio-demograficas com a IDRM, encontrou-se uma razéo

de prevaléncia de 1,8 vezes maior para a infeccdo na faixa etaria entre 41-50 anos, com

significancia estatistica (p= 0,000) e uma razdo de prevaléncia de 3,1 vezes maior para a

infeccdo em lavradores, com p = 0,004 (tabela 21).
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Tabela 21: Associagdo entre variaveis socio-demograficas e o teste IDRM em comunidades rurais do
Distrito de Florestal, Municipio de Jequié - Bahia (n=213)

IDRM
Variaveis Positivo Negativo Razéo Fle _ p-valor
prevaléncia
Sexo n® % n® % 0,730
Feminino 30 28,0 77 72,0 Referéncia
Masculino 32 30,2 74 69,8 1,1
Idade 0,000
01-10 3 6,4 44 93,6 Referéncia
11-20 8 21,6 29 78,4 3,4
21-30 3 10,7 25 89,2 1,7
31-40 8 30,8 18 69,2 4,8
41-50 12 36,4 21 63,3 5,7
51- 4 27 54,0 23 46,0 8,4
Ocupacéo 0,004
Escolar 09 15,5 49 84,5 Referéncia
Lavrador 30 47,6 33 52,4 3,1
Aposentado 03 33,3 06 66,7 2,1
Domeéstica 16 34,0 31 66,0 2,2
Outros 01 14,3 06 85,7 0,9

Analisando as variaveis socio-demogréaficas e o0 ELISA encontramos uma razao de
prevaléncia de 1,2 vezes maior para a infeccdo nos homens, a faixa etaria acima de 50 anos
apresentou uma razao de prevaléncia de 8,1 vezes maior para a infec¢cdo com p = 0,000, e uma
razdo de prevaléncia de 4 vezes maior para lavradores, sendo estatisticamente significante p=
0,001 (tabela 22).



Tabela 22: Associagdo entre sexo, idade, e atividades laborais com ELISA em individuos estudados no
Distrito de Florestal, Municipio de Jequié, Bahia.

ELISA
Variaveis Positivo Negativo Razéo fje _ p-valor
prevaléncia
Sexo n° % n° % 0,200
Feminino 39 24,4 121 75,6 Referéncia
Masculino 55 29,4 132 70,6 1,2
Idade 0,000
01-10 03 5,6 50 94,4 Referéncia
11-20 9 3,2 59 96,8 0,6
21-30 11 22,0 39 78,0 3,9
31-40 15 34,9 28 65,1 6,2
41-50 16 34,7 30 65,3 6,2
51- 4 39 45,3 47 54,7 8,1
Ocupacéo 0,001
Escolar 08 10,3 70 89,7 Referéncia
Lavrador 49 41,2 70 58,8 4,0
Aposentado 10 35,7 18 64,3 3,5
Domestica 21 31,3 46 68,7 3,0
Outros 01 10,0 09 90,0 0,97
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Encontramos uma forte associacao entre a IDRM e a ocorréncia de LT nos individuos

que participaram do estudo, 0 que corrobora com o uso deste como parametro para avaliar a

ocorréncia de doenca com p = 0,00 (tabela 23).

Tabela 23: Associagdo entre o teste IDRM e a ocorréncia de LT nos individuos estudados no distrito de

Florestal- Jequié /Ba (n=163)

IDRM
Positivo Negativo Razéo de
prevaléncia p-valor
Historiade LT n° % n° % 0,000
Sim 26 92,9 2 7,1 Referéncia
N&o 36 19,5 149 80,5 0,21
Total 62 100 153 100

Encontramos associagdo entre o teste de ELISA e a ocorréncia de LT nos individuos

que participaram do estudo, estatisticamente significancia com p = 0,00 (tabela 24).
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Tabela 24: Associagdo entre o teste IDRM e a ocorréncia de LT nos individuos estudados no distrito de
Florestal- Jequié /Ba (n=163)

ELISA
Variavel Positivo Negativo Razéo de p-valor
prevaléncia
n° % n° %
Historiade LT 0,000
Sim 27 658 14 34,2 Referéncia
Né&o 67 22,2 235 778 034
Total 94 100 249 100

Participaram da primeira fase do estudo 421 individuos e na segunda fase 381

individuos de acordo com o quadro abaixo:

Quadro 3: : Frequéncia das variaveis laboratoriais estudadas nos individuos do Distrito de Florestal

12 Fase 22 Fase
Variaveis Estudadas
n=421 % n= 381 %

IDRM+ 65 15,44 123 32,28
IRDM - 190 45,13 176 46,19
ELISA + 110 26,13 65 17,06
ELISA - 284 67,46 282 74,02
Zn def. 104 24,70 245 64,30
Zn nao def. 290 68,88 98 25,72
Cu def. 5 1,19 45 11,81
Cu nédo def. 389 92,40 298 78,15
Fe def. 42 1,00 116 30,45
Fe ndo def. 352 83,61 227 59,58

8.4. PERFIL SOROLOGICO DOS NIVEIS DE METAIS NO DISTRITO DE
FLORESTAL/MUNICIPIO DE JEQUIE

A figura 12 mostra os niveis de Cu, Zn e Fe detectados em amostras de plasma de
individuos do Distrito de Florestal analisadas nas 2 etapas deste estudo. Pode-se observar que
houve diminuicdo nos niveis de Cu, Zn e Fe da (1% fase) para a 22 fase, diferente do
encontrado no povoado de Sdo Gongalo. Como se sabe que hd uma competicdo entre Cu e Zn
pelo mesmo substrato, o que pode interferir nos niveis plasmaticos desses metais, resolvemos

calcular a razéo entre Cu e Zn, e encontramos uma diminuigdo dessa razdo. Também
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diferentemente do encontrado em Sdo Gongalo, verificamos que houve uma diminuigdo da

razdo Cu/Zn nos individuos da (12 fase) para a (22 fase) do estudo em Florestal.
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Figura 12: Quantificagdo dos niveis plasmaticos de Cu, Zn e Fe nos individuos do estudo nas duas etapas
(1) n=394; e (2) n=341) além das razbes Cu/Zn (teste t ndo paramétrico e pos teste Mann Whitney, p<
0.0001 para as comparagdes Cu(l) vs Cu(2), Zn(1) vs Zn(2), Fe(1) vs Fe(2), e p=0.024 para Cuzn(1) vs
Cu/Zn(2).

No que diz respeito a comparacdo qualitativa dos niveis plasmaticos de Zn entre
individuos do distrito de Florestal, ndo infectados, novas infeccdes e novos pacientes LT, a
figura 13, observou-se a diminui¢do dos niveis de Cu, Zn e Fe na populacdo analisada, da (1%)
fase para a (2% fase. Nossa pergunta seguinte consistiu em analisar entdo se os niveis
reduzidos de Zn apontavam para o risco de ocorréncia de doenca. Realizamos uma analise
qualitativa entre os subgrupos ndo infectados, novas infeccGes e pacientes de LT, separando
os individuos de cada subgrupo em deficiente (Def. Zn) e suficiente de Zn (Suf. Zn) para a
(1%) fase do estudo (Figura 13).

Como se pode notar, nos individuos ndo infectados, 18/54(33,33%) apresentaram
deficiéncia de Zn, enquanto 36/54(66,67%) apresentaram suficiéncia dos niveis de Zn. Nos
individuos com novas infec¢Bes, encontramos 11/25(44%) individuos com deficiéncia de Zn,
enquanto que o0s outros 14/25(56%) individuos restantes eram suficientes. Nos novos
pacientes, surpreendentemente, encontramos que todos (6/6) apresentaram deficiéncia de Zn,
sugerindo fortemente uma correlacdo dos niveis de Zn com a progressdo de infec¢do para

doenca.
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A incidéncia de infeccdo em cinco anos, encontrada no grupo dos individuos com
suficientes de zinco foi de 28%, sendo que nenhum destes individuos evoluiram para a
doenca, enquanto que no grupo deficientes de zinco a incidéncia foi de 48% no mesmo

periodo, sendo que destes 17% progrediram para a doenca.
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Figura 13: Comparacéo qualitativa dos niveis plasméticos de Zn nos individuos da (1%) fase do estudo
(n=85), entre os subgrupos de ndo infectados (n=54), novas infeccBes (n=25) e novos pacientes (N=6), (Teste
de X2 para analise de risco (p=0,0067, p trend=0,0059)

Realizou-se uma analise qualitativa dos niveis de Zn entre os subgrupos de néo
infectados e com novas infec¢des, separando os individuos de cada subgrupo em Def. Zn e
Suf. Zn, conforme mostrado na Figura 14. Como se observa, 18/54 (33,33%) individuos ndo
infectados apresentaram deficiéncia de Zn, enquanto 36/54 (66,67%) apresentaram suficiéncia
dos niveis de Zn.

Ja em relacdo as novas infeccBes, encontramos 11/25 (44%) individuos com
deficiéncia de Zn, enquanto que os outros 14/25 (56%) restantes eram suficientes. Pode-se
observar, dentre os individuos com deficiéncia de Zn, que houve uma diferenca de 32% na
frequéncia relativa de individuos ndo infectados (33,33%) em relacdo a frequéncia de novos
individuos infectados (44%), sugerindo, de acordo com estes dados, que a ocorréncia de
infeccdo poderia depender dos niveis de Zn. Entretanto, ndo foi encontrado aumento do risco
associado aos niveis de Zn para infecgéo (teste de Fisher, RR = 0,76 [0,42 — 1,35], p=0,45).
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Figura 14: Comparacdo qualitativa dos niveis plasmaticos de Zn nos individuos da 12 etapa do estudo
(n=63), entre os subgrupos de ndo infectados (n=54) e novas infec¢des (n=25). Teste de Fisher para andlise
de risco (RR=0,76 [0,42-1,35], p=0,45).

8.4.1 Correlacéo entre niveis plasmaticos de metais e tamanho da IDRM de individuos ndo
infectados e infectados do distrito de Florestal.

Observamos anteriormente diferencas qualitativas nos niveis de Zn dos novos
pacientes (figura 13), mas ndo nas novas infeccdes (figural3 e 14). Assim, fizemos uma
avaliacdo da analise de risco realizando o teste de Fisher e encontramos aumento do risco
somente de doenca e ndo de infecgdo (figurasl3 e 14), ou seja, a progressdo para doenca
depende dos niveis de Zn, mas a infeccdo ndo. Portanto, na tentativa de encontrar uma
associacdo entre niveis de metais e IDRM nos individuos dos subgrupos ndo infectados e
novas infeccdes, do distrito de Florestal, realizamos uma anélise de correlacdo entre 0s niveis
de Zn e tamanho da IDRM.

Assim, obtivemos correlacdo positiva entre IDRM e niveis de Fe (p=0,046, r=0,25)

somente, mas ndo de Zn. (figura 15).
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Figura 15: Correlacdo entre niveis plasmaticos de metais Zn (A) ou Fe (B) e tamanho da IDRM de
individuos (n=33) ndo infectados e infectados da 12 etapa do estudo do distrito de Florestal. Teste de
Correlagéo de Spearman, ns (A); p=0,046, r=0,25 (B).

8.4.2 Correlacdo entre niveis plasmaticos de FA e tamanho da IDRM de individuos ndo
infectados e infectados da 12 etapa do estudo do distrito de Florestal.

Assim como observado no povoado de Sdo Gongalo na 12 etapa, os niveis da enzima
FA, detectada em amostras de plasma dos individuos do estudo no Distrito de Florestal (dados
ndo mostrados) foram semelhantes. Todavia, como se pode observar na figura 16,
encontramos uma correlacdo negativa entre os niveis de FA e o tamanho da IDRM, ou seja,
guanto maior os niveis de FA, menor é a area de IDRM nos individuos ndo infectados e

infectados da 12 etapa do estudo (p= 0,038, r =-0,36, teste de correlacdo de Spearman).
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Figura 16: Correlagéo entre niveis plasméticos de FA e tamanho da IDRM de individuos ndo infectados e

infectados da 12 etapa do estudo do distrito de Florestal (n=33). Teste de Correlacdo de Spearman
p=0,038, r=- 0,36.
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9 DISCUSSAO

9.1 CARACTERISTICAS SOCIOECONOMICAS DEMOGRAFICAS E AMBIENTAIS

A dindmica da LT pode apresentar caracteristicas clinicas e epidemiolégicas distintas,
entre os locais de ocorréncia em funcdo das varidveis relacionadas aos parasitos, aos vetores,
aos ecossistemas e aos processos sociais de producdo e de uso do solo (MARZOCHI et. al.
1992; MS, BRASIL, 2007,,).As caracteristicas demograficas de uma populacdo séo
fundamentais para o entendimento da morbidade da populacdo como também para o
planejamento de a¢Bes preventivas e de controle para as doengas infecto parasitéarias (DIPS).
As DIPs ocupam um papel relevante entre as causas de morte no Brasil se revestindo de
importancia por seu expressivo impacto social, ja que esta diretamente associado a pobreza e
a mé qualidade de vida, relacionada com condi¢Ges de moradia, alimentacdo e higiene
precaria (PAES & SILVA, 1999).

Foi observada nas populagdes de Sdo Gongalo e Florestal, um baixo poder aquisitivo,
onde 73% e 69,8% das familias apresentaram respectivamente uma renda familiar menor que
um salario minimo por més, porcentagem semelhante (66,7%) encontrada por Santos et al.,
2000, em seu estudo na regido de Corte de Pedra e por Nascimento et al., 2005, na localidade
Jardim Tropical leste da llha de Sdo Luis do Maranhdo, onde 65% das familias recebiam
menos que um salario minimo. De acordo com avaliacdo do IPEA (Instituto de Pesquisa
Econdmica Aplicada), este cenario de vulnerabilidade confirma a atualidade e urgéncia da
reforma agréaria como Unica forma de superar as condi¢des precarias de vida e a pobreza que
caracteriza o meio rural brasileiro.

Em relacdo a distribuicdo da populacdo por faixa etaria observou-se que no Povoado
de Sdo Goncalo 28% da populacdo pertencia a individuos na faixa etéaria entre 11-20 e no
Distrito de Florestal encontramos 22,1% da populacdo pertencia a individuos adultos com
faixa etaria acima de 51anos. De acordo com dados da literatura (BARRETTO et al., 1981;
SANTOS et al., 2000), o povoado de Sdo Gongalo mantém o padrdo de faixa etaria onde a
maior frequéncia sdo de criangas e adolescentes de 6-15 anos, porém 0 mesmo ndo ocorre na
Distrito de Florestal, este achado pode ser explicado pela evasdo da populacdo jovem do
Distrito de Florestal em busca de melhores condi¢fes de vida e também pela diminuicéo das
taxas de natalidade e mortalidade, além de ser a faixa etaria mais efetiva como méo de obra na
regiao.

Em S&o Gongalo o sexo feminino apresentou uma pequena predominancia em relacéo

ao masculino (55,9%), ja em Florestal o género masculino obteve uma pequena
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predominéncia em relagdo ao feminino (56,7%) resultado este que se assemelha aos de Nunes
et al., 2006, com 50,6% de homens na populagdo do Brejo de Mutambal em Minas Gerais e
68,5% no estado de Bolivar (Venzuela), que segundo Gonzélez et al. (2000), consequéncia
da maior migracdo do género feminino nos ultimos anos no fenémeno denominado
feminizacdo dos fluxos migratérios ou dos deslocamentos populacionais (BILAC, 1995;
LISBOA, 2007).

Em ambas as areas de estudo, a maioria da populacdo tem como ocupacéo o trabalho
rural, Sdo Goncalo (55,5%) e Florestal (34,1%), o tracado do perfil laboral da regiao,
demonstra a pobreza das localidades, dado que corrobora com os achados de Nunes et al.
(2006); Santos et al. (2000) e Rebelo et al. (2009). Dessa maneira, grande parte das
populacdes estudadas encontram-se dentro de grupos considerados de risco, sendo estes
grupos de alto risco para aquisicdo da doenca: agricultores, obreiros de fazendas, madeireiros,
cagadores, excursionistas e naturalistas (DOURADO et al., 1989; GONZALEZ et al., 2000).

Assim o perfil das populages demonstra maior susceptibilidade a infeccdo, pois
segundo Sosa-Estani (2001), existem trés fatores importantes responsaveis pelo incremento de
casos da doenca em determinadas areas: a destruicdo das florestas, as profundas alteracGes do
meio ambiente e a situacdo sdcio-econdémica da populacéo.

Na comunidade de Sdo Gongcalo parte das familias encontra-se em condigdes precarias
de habitacdo, com 86,5% das casas construidas de adobe. J& a comunidade de Florestal vive
com boa estrutura de moradia e energia elétrica, porém encontramos ainda uma parte das
familias em condicdes precérias de habitacdo, com 28,6% das casas construidas de adobe e
4,7% com cobertura tipo palha, contudo esses nimeros sdo inferiores aos dados de Silveira et
al. (1996); Caldas, (1998); Santos et al. (2000); Nascimento et al. (2005), onde encontraram
um predominio de construcdo tipo taipa e adobe e cobertura de palha, que segundo estes
autores, este tipo de moradia de constru¢bes mais abertas pode favorecer a entrada do vetor.
Segundo o PNAD (Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios), existem diferencas
marcantes entre os Estados do Nordeste quanto ao tipo de moradia das familias.

Quanto ao abastecimento de agua 100% das residéncias em S&o Goncalo e 45,7% das
residéncias de Florestal ndo possuiam agua encanada. Dados encontrados por Caldas (1998),
em um estudo feito em duas comunidades do Maranhdo: Vila Nova e Bom Viver
demonstraram que apenas 26,1% e 11,7% das comunidades respectivamente possuiam agua
encanada enquanto que Nascimento et al., 2005, descreveram que somente 2,5% das
habitaces possuiam &gua encanada, podendo esta agua muitas vezes ser canalizada de fontes

naturais, que chegam aos domicilios para uso diverso sem qualquer tratamento prévio
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(VANZELI e KANAMURA 2007), pois a localizagdo de residéncias afastadas torna dificil o
acesso a servicos publicos.

Se tratando do destino dos dejetos no Povoado de Sdo Gongalo, 86,4% das residéncias
relataram o uso de vala ou 0s mesmos eram lan¢ados no ambiente, enquanto que no Distrito
de Florestal 31,0% das residéncias utilizavam valas e apenas 15,6% das moradias relataram
possuir rede de esgoto ou fossa séptica. Em relagdo ao destino do lixo 51,4% das residéncias
de S&o Goncalo relataram lancar o lixo em terreno baldio, j& a maior parte da populacédo de
Florestal queimava ou jogava no terreno proximo a sua casa 55,0% e 36,4% respectivamente,
fatos ja observados por Caldas (1998) e Gama et al. (1998). O acumulo de lixo e dejetos na
regido do peridomicilio atraem alguns mamiferos e animais sinantrépicos (reservatorios) que
irdo favorecer a formacédo da biocenose artificial da LT da qual o homem faz parte (GOMES,
1983).

A auséncia de animais domésticos nas residéncias das comunidades de S&o Gongalo e
Florestal ocorreu em apenas 16,2 e 27,9% respectivamente, porcentagens similares foram
encontradas por Santos, et al. (2000) e Caldas, (1998), que constataram a auséncia de animais
em 19,6% e 13,4% respectivamente, corroborando assim, com o padrdao da familia rural
brasileira, onde temos familias compostas por seres humanos e animais domésticos. Vale
ressaltar que sao geralmente encontrados mais que uma espécie de animal no ambiente
domiciliar (CALDAS, 1998). A presenca de animais domésticos pode aumentar o risco de
infeccdo ao homem, visto que o sangue destes animais pode exercer atracdo sobre os
flebdtomos transmissores, possibilitando que estes insetos invadam o ambiente domiciliar,
expondo seus moradores (BARROS et al., 1985; PEDROSA, 2007).

Como a transmissdo da LT se da através da picada do inseto vetor, perguntamos no
inquérito sobre a presenca de mosquitos (insetos) em suas residéncias, 64,9% das familias de
Sdo Gongalo referiram existir mosquitos no domicilio, enquanto Florestal apresentou valor
relativamente maior com 79%, sendo que estes percentuais estdo proximos aos encontrados
por Caldas (1998) com 63,8% e 67,4% nas comunidades de Vila Nova e Bom Viver
respectivamente. A domiciliacdo do vetor pode ser estimulada pela destruicdo de seus
ecotdpos, onde encontram nas residéncias abrigos e alimentagdo farta representada pelos
moradores, animais domésticos e pelo acumulo de lixo, que propicia a proliferacdo do vetor,
fatos observados na comunidade (BARROS et al.1985; BRASIL 2007). Apesar da presenca
dos mosquitos a maioria dos individuos ndo utilizava protecdo individual como o uso de

repelentes ou mosqueteiros.
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De acordo Marzochiet al., 1997, residéncias proximas a criacdo de animais, rios ou vegetacdo
€ uma caracteristica relevante na epidemiologia das leishmanioses. 83,7% das residéncias de
Sdo Gongalo e 92,2% de Florestal apresentaram animais em seu peridomicilio, e 94,6% e
70,5% das residéncias de Sdo Goncalo e Florestal, respectivamente, situavam-se proximas a
vegetacOes, rios e criacbes de animais, dados que se assemelham a outras regiGes rurais
estudadas no Brasil (CALDAS et al., 2002; TEODORO et al., 2007).

9.2 ESTUDO EPIDEMIOLOGICO

As condicGes ambientais de uma populagdo estdo estreitamente relacionadas com as
condicBes socio-econdmicas das familias e ttém um importante papel no desenvolvimento das
DIPs. Os elementos fundamentais que servem como indicadores para avaliar incremento na
qualidade de vida, sdo: 0 acesso a agua potavel, destino do lixo e moradia adequada (TONIAL
& SILVA, 1997).

Na comunidade de Florestal as residéncias que ndo possuiam agua encanada tiveram
uma prevaléncia maior para infeccdo por Leishmania spp., do que aquelas que possuiam agua
encanada, ja na comunidade de S&do Gongalo ndo possui um sistema de abastecimento de agua
canalizada, todos os moradores se deslocam para buscar agua, fato que indica maior
exposicéo ao vetor, 0 que aumenta o risco de infeccdo, apesar de ndo ter sido estatisticamente
significante este dado, existe consisténcia com dados da literatura (CALDAS et al., 2002;
NASCIMENTO et al., 2005; PASSOS et al., 2001).

As residéncias cuja cobertura era feita de palha apresentaram uma maior razéo de
prevaléncia a infeccdo com 1.5 e 1.1 vezes respectivamente para Sdo Gongalo e Florestal,
porém, esses dados ndo sdo estatisticamente significantes. Casas de construcdes mais abertas
podem favorecer a entrada do vetor, predominando a cobertura de palha e construgdo tipo
taipa (CALDAS et al., 2002). Segundo Caldas et al., 2002, casa com cobertura de palha,
paredes de taipa, piso de chdo batido, auséncia de abastecimento de agua e coleta de lixo
apresentaram prevaléncia maior de infeccdo por Leishmania spp.

A presenca de animais domésticos mostrou uma maior prevaléncia a infeccéo
principalmente quando se tratava da presenga de varias espécies, dado similar aos de Pedrosa
(2007) e Nascimento et al., 2005, onde contrario a este estudo, obteve uma relagédo
estatisticamente significante entre presenca de animais domesticos e IDRM. Entretanto a
presenca isolada do cdo assim como neste estudo nédo teve relacdo com a infeccdo. Animais
domeésticos incrementam o risco quando se encontram em numero de igual ou superior a trés
(TEODORO et al., 1995; SOSA- ESTANI et al., 2001). Isto contribui com os achados que
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associam a LT com a presenga de animais como galinhas, suinos, vacas, equinos e cachorros
em domicilio e peridomicilio (VELA, 1996; REBELO et al., 2009). A positividade de caes,
equinos e roedores domeésticos infectados por Leishmania spp., sugere a participacdo dos
mesmos na domiciliacdo da LT (FOLLADOR et. al., 1999). Sosa-Estaniet al., 2001, mostra
um risco significativo na transmissdo de LT em ambiente domiciliar precario com presenca de
animais domésticos. Sendo assim, basta que a infeccdo entre em circuito peridoméstico, por
intermédio de animais sinantropicos ou domésticos, para que a doenca se estabeleca e se
incremente devido as condi¢des insalubres e miseraveis de vida (MARTINS et al., 2004). Na
comunidade de Florestal, o uso de mosquiteiros apresentou uma reducdo na prevaléncia
apesar de n&o ter sido significante p= 0,47. Nascimento (2005), ndo observou a utilizagdo do
mosquiteiro como fator protetor o qual justifica o resultado pelo uso inadequado do mesmo.

Estudos realizados por diversos autores demonstraram que a infeccdo por Leishmania
spp. pode ocorrer no peridomicilio e estd associada a moradias proximas as florestas
(FOLLADOR et al., 1999; CAMPBEL-LEDUM et al., 2001, VANZELI e KANAMURA,
2007). Neste estudo, encontramos que casas proximas a rios, vegetacbes e a criacdo de
galinhas, tiveram uma maior prevaléncia, ndo mostrando, porém significancia estatistica.

As casas proximas as matas nas comunidades, tanto de Sdo Gongalo quanto de
Florestal, deixam os individuos mais expostos ao vetor, aumentando assim a possibilidade de
serem infectados, dados que corroboram com diversos estudos quando afirmam que alteracdes
ambientais implicam diretamente quanto ao risco do homem adquirir a infeccdo, pois se
atribui as formas de ocupacdo dos ambientes florestais como fator determinante para
aquisicdo da doenca (FALQUETO et al., 1986; FOLLADOR et al., 1999; MARTINS et al.,
2004; VANZELI e KANAMURA et al., 2007). As moradias proximas aos rios com bosque e
animais domésticos ajudam a propagacdo do vetor no domicilio e peridomicilio tanto em
ambientes rurais como periurbanos (SOSA-ESTANI, 2001).

No que se refere ao género e a infeccdo tanto a IDRM quanto o ELISA, o género
feminino apresentou uma pequena protecdo com razdo de prevaléncia de 1,1 e 1,2 em
Florestal e 1,8 e 1,2 em Sdo Gongalo, mas ndo foram significantes estatisticamente. Esta
caréncia de associacdo quanto ao género pode ser devida a existéncia de um ciclo de
transmissdo da infeccdo na regido do peridomicilio e domicilio (DOURADO et al., 1989;
FOLLADOR et al., 1999; MONTEIRO et al., 2008). GONZALEZ et al., (2000) justificaram
a infeccdo entre as mulheres, pela exposicdo destas nos horarios vespertinos na regido do
peridomicilio para atividades préprias do lar como: lavar roupas e lougas, varrer o péatio e

molhar o jardim. Contrario aos nossos dados, Nunes et al. (2006) em seu estudo encontrou
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uma maior predominancia de homens infectados com um OR para a populacdo masculina de
1,67 com significancia de p= 0,002. O que corrobora com os achados de Vvarios outros estudos
(MARTINS et al., 2004; CHAGAS et al., 2006; SILVA et al., 2007; REBELO et al., 2009).
Demonstrando uma transmissdao extradomiciliar ja que este género passa a maior parte do
tempo fora do domicilio, por estar hipoteticamente relacionado a inser¢do nas atividades
produtivas.

A correlacdo entre idade e infeccdo também ndo diferiu quanto aos testes realizados
(IDRM e ELISA), sendo ambos estatisticamente significantes, mostrando que existe uma
relacdo entre infeccdo e idade, onde a prevaléncia da infeccdo aumentava com a idade,
semelhante aos dados encontrado por Dourado et al. (1989), que observaram um crescimento
continuo da taxa de infeccdo quando se observava as faixas etarias mais jovens até as faixas
de 55 a 74 anos, onde se situava o pico da infeccdo com uma prevaléncia de 56,3%. Barreto et
al.(1981), também verificaram o aumento na taxa de infeccéo a partir do grupo de 21-30 anos,
corroborando com os achados prévios de Gonzalez et al. ( 2000); Martins et al. ( 2004); Silva
et al. (2007) e Nunes et al. (2006) observaram que o OR crescia diretamente com a idade.
Vale ressaltar que estas faixas etarias com indice maior de infeccdo sdo as faixas mais
solicitadas para as atividades laborais.

O tipo de ocupacdo assim como a idade mostrou correlagdo com a infec¢do constatada
pelo IDRM e pelo teste sorolégico ELISA. Os lavrados tiveram maior prevaléncia a infeccao,
resultado que se assemelha a outros autores. Dourado et al. (1989) observando a relacdo entre
infeccdo por Leishmania spp., e a ocupacdo desempenhada pelos individuos, viu que 0s
lavradores e garimpeiros sdo os mais infectados (66,8%) do que os individuos que exercem
outras ocupacdes inclusive as donas de casa (39,0%). Martins et al.(2004) encontraram uma
predominancia da doenca em lavradores, seguidos pela ocupacdo doméstica e Nogueira e
Sampaio (2001) verificaram que a ocupacdo com maior prevaléncia a infeccdo por
Leishmania spp., foi a de trabalhadores ligados ao meio rural (29,7,1%), outros grupos que
tiveram prevaléncia importante foram os estudantes (17,1%) e as donas de casa (14,9%).

A maior parte da dos individuos das comunidades de S& Gongalo e Florestal é
composta por homens lavradores, nas faixas etarias mais ativas no campo, que desenvolve a
aragem de terra, plantio e colheita, atividades que recaem no periodo diurno estendendo-se
quase sempre a noite 0 que permite um maior contato com o vetor. O mesmo perfil foi
encontrado por Santos et al.,(2000) na regido de Corte de Pedra — BA e por Silva et
al.,(1979) em trabalhos pioneiros na regido de Buriticupu - MA, onde ja discorria sobre a

incidéncia da doenca, sobretudo em lavradores adultos do género masculino, onde estes
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estavam mais propicios a transmissdo. O presente estudo reafirma os achados descritos por
Silva, que encontrou maior incidéncia da doenga em adultos e trabalhadores rurais.

O perfil descrito confere a LT o carater de doenca ocupacional. Contudo o aumento de
mulheres atendidas, assim como, pessoas com ocupa¢do doméstica e estudante, demonstra
certa alteracdo nesse carater que se deve a transmissdo peridomiciliar ou intradomiciliar. A
elevacdo de mulheres atingidas pode ser devido ao fato de estarem atuando em areas antes
restritas ao género masculino (NOGUEIRA e SAMPAIO, 2001).

9.3. PREVALENCIA DA INFECCAO POR LEISHMANIA SPP.

A IDRM constitui uma ferramenta Gtil em estudos epidemioldgicos, para verificar a
exposicdo prévia da populacdo aos antigenos dos parasitos do género Leishmania,
considerando ter mais de 90% de sensibilidade e especificidadeaplicadas a amostras
representativas da populagdo rural de determinadas areas, sendo considerado um bom teste
para avaliar o carater endémico da LT (FOLLADOR et al., 1999; GOZALEZ et al., 2000).
Onde nossos dados corroboram com estes autores visto que foi encontrado apenas 7,1% de
falsos negativos, contrario ao ELISA que obteve um ndmero maior 34,2%.

Testes soroldgicos sdo de utilidade clinica limitada para o diagnostico da LM, forma
onde a sensibilidade e especificidade sdo baixas (ZAJTCHUK et al., 1989). Ao contrario,
esses mesmos testes sdo altamente sensiveis para o diagnostico da LV. O problema
relacionado ao seu uso no diagndéstico da LV consiste na especificidade, pois ha falso positivo
em infecgbes assintomaticas por Leishmania spp., ou em outras doencas infecciosas
(LOUREIRO et al., 1998).

Em nosso estudo a prevaléncia da infec¢do por Leishmania spp., nas comunidades de
Sdo Goncalo e Florestal, foi obtida através do teste de Montenegro (IDRM) e do exame
sorologico ELISA, sendo os valores dessa prevaléncia praticamente similares para ambos os
testes (IDRM - 23,3%), enquanto que, (ELISA - 25,3%) em S&o Goncalo e em Florestal
(IDRM - 28,8%) e (ELISA - 27,4%). Estas prevaléncias ou porcentagens de positividade se
mostraram similares a outras populac¢Ges rurais como em Las Rosas e Valle Hondo com
prevaléncias respectivas de 22,6% e 24,8% (AGUILAR, 1985). Nunes et al., (2006)
aplicaram a IDRM em 1.120 individuos no Brejo de Mutambal (Distrito Varzelandia/Minas
Gerais) com leitura de teste em 1020 identificardo 282(27,6%) de casos positivos, ja a
pesquisa de anticorpos anti —Leishmania spp., pelo RIFI(reacdo de imunoflorescéncia
indireta) e ELISA mostrou positividade em 127(13,1%) e 170 (17,5%) respectivamente.

Segundo o autor a alta prevaléncia de reatividade a IDRM (27,6%) dos casos, foi tambeém
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assinalada em outras &reas endémicas de LT. Prevaléncias superiores tambeém foram
encontradas em outras comunidades rurais dentre elas estdo uma comunidade rural da
Venezuela com prevaléncia de 33,9 (GONZALEZ et al., 2000), e em éreas rurais de
Lencois/Bahia com 43,3% de prevaléncia (DOURADO et al., 1989).

O nosso estudo se torna relevante por demonstrar dados epidemioldgicos e soroldgicos
de pacientes e individuos infectados com LT de diferentes regides da Bahia. Reforca também
o nivel de complexidade que envolve esta doenca, que vai desde fatores intrinsecos
(moleculares, bioquimicos, celulares, fisiologicos, nutricionais, resposta imune), até
extrinsecos (parasita, vetor, condi¢fes socioecondmicas, demogréficas, habitacionais e
ambientais). As diversas combinacGes resultantes dessas diferentes possibilidades podem
variar desde a resisténcia até a susceptibilidade, passando gradativamente pelos individuos
ndo infectados, assintomaticos, infectados e pacientes com as formas mais graves. Todos estes
aspectos deveriam ser avaliados e considerados no tocante a esquemas de tratamento e
vacinagdo para leishmaniose, que teriam elevado impacto para o desenvolvimento cientifico e
tecnoldgico relativo ndo s6é a leishmaniose, como também para outras doencas

infectoparasitarias.

9.4. PERFIL SOROLOGICO DOS NIVEIS DE METAIS (Zn, Cu, Fe) NAS
COMUNIDADES DE SAO GONCALO E FLORESTAL

Doencas parasitarias e desnutricdo permanecem como 0s maiores problemas de salde
nas &reas tropicais e subtropicais. Caréncias nutricionais envolvem, geralmente, escassez de
proteinas, calorias e varios micronutrientes. Estudos sobre desnutricdo apontam deficiéncias
graves, principalmente de vitamina A e dos minerais cobre (Cu), zinco (Zn) e magnésio (Mg).
De acordo com Chandra (1997), a desnutricdo proteico-caldrica esta associada com falha
significante da resposta imune mediada por células, além da funcéo fagocitaria, do sistema
complemento, da concentracdo de IgA secretada e da producdo de citocinas. Os
micronutrientes sdo elementos quimicos essenciais para replicacdo celular, crescimento e
desenvolvimento dos sistemas fisiologicos (MACEDO et al., 2010).

De Acordo com Prasad (2000), individuos sadios quando submetidos a uma dieta
deficiente de Zn, apresentam diminuicdo da producdo de citocinas Thl. Deficiéncias de um
unico nutriente, como: Zn, selénio (Se), ferro (Fe), Cu, vitaminas A, C, E, B6 e acido folico,
tém resultado em alteragdo da resposta imune.

H& relatos sobre a importdncia do Zn na resposta imune em algumas doencas
infecciosas e ndo infecciosas (PRASAD, 1995; ARAUJO, 2007; FRANKER, et al., 2000).
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Entretanto, sdo poucos os dados sobre o possivel papel do Zn na patogénese da leishmaniose
humana. Um estudo mostra que em pacientes turcos com LC houve baixos niveis de Zn e Fe,
ambos corrigidos ap6s tratamento com Sb*®> (KOCYYIGIT et al., 1998). Em outro estudo
realizado por nosso grupo (WEYENBERG, et al., 2004), observamos que em pacientes com
LCL, LM e LV, houve diminuicdo ou até marcante deficiéncia dos niveis de Zn.

Contribui para essas observagoes, o resultado visto em bidpsia de pacientes com LCL,
no qual a Superoxido-dismutase (CuZnSOD-1) apresentava niveis elevados nas leses desses
pacientes, sustentando a inflamacdo crénica (KHOURI, et al., 2009). Sabe-se que 0 Zn e o Cu
sdo requeridos como cofatores da SOD, e como vimos em nossos dados que os niveis de Zn
sérico estavam diminuidos nos individuos de Florestal, podemos sugerir assim que uma
diminuicdo de Zn sérico poderia estar associada ao aumento de SOD na lesdo. Logo, 0s
metais estariam sendo deslocados do soro para participar da composicdo de novas enzimas
SOD, recém-produzidas nos macréfagos teciduais residentes ou que migraram para o local,
levando ao aumento da producdo de superoxido, metabdlito que é toxico e, em excesso,
aumentaria o tamanho da lesdo. Por outro lado, niveis suficientes de Zn, Cu e Fe sdo
necessarios para o desenvolvimento da resposta imune, tanto para proliferacdo e maturacao
das células do sistema imune, quanto para mudancas de seus niveis S€ricos em processos
inflamatorios e infecciosos. Dessa maneira, quanto maior os niveis de Zn, maior a resposta
imune celular controlada como observado em nosso estudo.

Apesar de ndo encontrarmos associa¢do de aumento do risco para infeccdo com 0s
niveis dos metais, esse aumento do risco para infeccdo foi observado nas duas localidades
quando associado com as condicBes socio-econdmicas. Observou-se ainda associagdo dos
niveis de Zn com o aumento significante do risco para desenvolvimento da leishmaniose nos
individuos que participaram do estudo na area endémica do distrito de Florestal. Além disso,
foi interessante notar que houve uma gradacdo tanto nos nimeros absolutos quanto relativos
de individuos com deficiéncia de Zn, partindo dos nédo infectados (18/54 ou 33,33%), para
novos infectados (11/25 ou 44%) até os pacientes (6/6 ou 100%), de maneira semelhante ao
que aconteceu com os niveis de IgG nos individuos de S&do Gongalo.

No que diz respeito a fosfatase alcalina (FA), uma diminui¢do nos seus niveis poderia
estar correlacionada com deficiéncias no estado nutricional, assim como, a diminui¢cdo nos
niveis de Zn da 12 para 22 etapa do estudo. Além disso, 0 Zn funciona como um cofator da
enzima FA. A ferritina, por sua vez, é a mais importante proteina de reserva do ferro e é
encontrada em todas as células. Seus niveis, portanto, refletem os niveis de Fe. Assim,

tivemos o interesse em avaliar o perfil dos niveis das proteinas ferritina e FA, que fazem parte
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do grupo das proteinas de fase aguda, ou seja, elevam-se em resposta a infecgdes, e, portanto,

poderiam ter algum papel na resposta imune, patogénese ou diagnostico da LT.

10 CONCLUSOES

Ap0s a realizacdo do estudo nas areas de Sdo Gongalo (Municipio de Contendas do

Sincord) e Florestal (Municipio de Jequié) em dois momentos distintos, pode-se considerar as

seguintes conclusoes:

10.1. ESTUDO EPIDEMIOLOGICO E IMUNOALERGICO

Necessidade de elaborar estratégias de vigilancia e controle da LT nas areas estudadas,
apos termos conhecido os possiveis focos de transmissdo da Leishmania spp., no

circuito de transmissao domiciliar e extradomiciliar;

A IDRM mostrou-se mais indicado como marcador de infeccdo por Leishmania spp.,
nas areas estudadas, quando comparado ao teste soroldgico (ELISA), tendo sido
importante tanto na detec¢do da infec¢do quanto da LT, entretanto h& necessidade de
associarmos outros exames (imunoldgicos e parasitolégicos), juntamente a clinica,

para podermos validar o diagnostico final,

A maior prevaléncia de infeccdo por Leishmania spp., foi observada em individuos
adultos, trabalhadores rurais, género masculino nas comunidades estudadas entretanto

sem significancia estatistica.

10.2 ESTUDO DOS MICRONUTRIENTES (Zn, Cu, Fe)

Quando foram avaliados os niveis de Zn, Cu, Fe nos individuos nas duas fases do
estudo, notou-se que a deficiéncia de Zn sugere aumento do risco para o
desenvolvimento da doenga LT, mas ndo para a infeccdo por Leishmania spp., no

Distrito de Florestal;

Os niveis plasmaticos de Zn ndo se correlacionaram com a resposta imune celular

(tamanho medido em mm da IDRM) nas duas comunidades;
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e A deficiéncia de Zn na LT indica a possibilidade de sua administracdo, associado a
uma droga leishmanicida para o tratamento da LT, podendo constituir-se em uma das

alternativas de tratamento inclusive das formas consideradas mais agressivas.

11 LIMITACOES EM NOSSO ESTUDO

11.1 TRABALHO DE CAMPO

Os estudos foram desenvolvidos nas localidades de S&o Gongalo/Contendas do
Sincoréa e Florestal/Jequié, Bahia, cerca de 430 km e 385 km respectivamente da cidade de
Salvador. Para esta etapa inicialmente formamos um grupo de profissionais (Médico
infectologista, Bidlogos, Pds-graduandos, Estudantes de Graduacgdo, Técnicos de Salde do
PIEJ). Nesta etapa, contamos com o0 apoio da Coordenacdo do PIEJ (Centro de Referéncia do
Estado da Bahia), liberando os seus técnicos e veiculos para que pudéssemos nos deslocar até
as localidades trabalhadas. Com as dificuldades financeiras, o desenvolvimento do projeto
ficou prejudicado, inclusive com o abandono de alguns técnicos que estavam trabalhando na

fase inicial do mesmao.

11.2. ATIVIDADES NO LABORATORIO

Esta etapa também sofreu solucdo de continuidade por um bom tempo em funcdo das

dificuldades de aquisicdo de kits e insumos para o processamento das amostras,
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12 PERSPECTIVAS DO ESTUDO

Espera-se que os resultados obtidos em nosso estudo, que mostra a deficiéncia de (Zn)
em pacientes com a doenga LT, possa servir como alerta a classe médica para a possibilidade
de sua utilizacdo associado a uma droga leishmanicida no tratamento da leishmaniose cutanea

localizada (LCL) em nosso meio.
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ANEXQOS

Anexo |

CENSO POPULACIONAL

N° DA FICHA: DATA DO PREENCHIMENTO:

LOCALIDADE:
MUNICIPIO:
CHEFE DA FAMILIA:

APELIDO:
ENDERECO (rua, n°, quadra, n° da FNS, etc)
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TOTAL DE MORADORES DA CASA:

DADOS DOS MORADORES:

01 -NOME D.N. / /
02 - NOME D.N. / /
03 - NOME D.N / /
04 - NOME D.N / /
05-NOME D.N / /

EXISTEM CAES NA CASA? SIM (1) NAO (2) QUANTOS?
RESPONSAVEL PELO CENSO:
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Anexo |1
Inquérito Epidemioldgico e Imunoalérgico - Questionario Familiar:

Casa N@ Data do Preenchimento / /

1 — Dados de Identificacdo

1 - Nome Apelido

2 — Data de Nascimento / / Idade

3 —Sexo ( )1-Mas. ( )2-Fem. ( )9-NSI
4 —Cor ( )1-Branca ( )2-—Negra ( )3 -—Parda

( )4—Amarela ( )9-NSI
5 — Ultima procedéncia
6 — Residéncia atual
7 — H& quanto tempo?
8 — Endereco para contato

Ponto de Referéncia
9 — Situacéo conjugal do entrevistado: ( ) 1 - casado ( )2 - solteiro ( ) 3 - morando
junto ( )4 - separado ( )5 -divorciado ( ) 6-viavo () 9— NSI
9 — Atividade principal do entrevistado

2 — Dados demogréficos e Sociais
10- Quantos moram na residéncia

11— Sabe ler e escrever? ( )1-Sim ( )2-Nao ( )9-NSI
Pai  ( )1-Sim ( )2-Nao ( )3-So6assina ( )4-Ignorado
Mde ( )1-Sim ( )2-Nao ( )3-So6assina ( )4-Ignorado

13 — Quantas pessoas trabalham na casa?

14 — Qual a renda mensal?
() 1-<1salario minimo () 2- 1a2salarios minimos
() 3- 2a4salarios minimos () 4- >5salarios minimos ( )9-NSI

15 — De onde vem a &gua da casa para beber?
() 1- Redepublica—aguaencanada ( )2 -Poco artesiano

() 3-Pog¢o comum, cacimba ()4 - Rio, riacho, lagoa
()5 - Chafariz () 6 -outros
16 — Qual o destino dos dejetos?
( )1-Rededeesgoto ( )2- Fossaséptica () 3-Fossa negra
( )4-Vala ()5 -Outros ( )9-NSI

17 — Onde se joga o lixo?
() 1-Carrode lixo daprefeitura ( ) 2- Terreno baldio ( )3 - Queimado
()4 -0Outros ( )9-NSI

18 — Existe energia elétrica na Residéncia

( )1-Sim ( )2-Nao ( )9-NSI
Classes Econdmicas:
Posse de Itens: Circular o Quadrado Correspondente
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Nao tem

Tem

N
o
[
+

Televisdo em cores

Radio

Banheiro

Automovel

Empregada mensalista

Aspirador de p6

Maquina de lavar

Videocassete ou DVD

Geladeira

eliellelleliellelle]ielie] o)
RPININEFPIFRPINDNNEFPIN P

Freezer (aparelho independente ou
parte da geladeira duplex)

RN RPN w| N
RN R[PSS w
RN Rk o]0

19. Classificacdo Econdmica Brasil
Total de pontos para posse de itens

20. Grau de instrucao do chefe de familia

(0) Analfabeto/primario incompleto

(1) Primério completo/ginasial incompleto

(2) Ginasial completo/colegial incompleto

(3) Colegial completo/superior incompleto

(5) Superior completo
OBS: primario corresponde hoje da 12. a 4. Série do ensino
fundamental (antigo primeiro grau), o ginasial da 5. A 82.
Série do ensino fundamental e o colegial correspondente ao
antigo segundo grau.

Total de pontos para grau de instrucdo do chefe de familia

3 — Reservatorios/moradia

21 — Vocé reside em casa
() 1-Propria
()4 -Outros

() 2-Alugada (

22 — Tipo de Moradia
() 1-Alvenaria (
( )5-Naorebocada (

) 2 - Palha
)9 - NS

23 — Tipo de cobertura

( )1- Telha ( )2-Palha ( )3-Laje (
24 — Tipo de piso

( )1-Ceramica ( )2- Cimento
25 — NUmero de cobmodos

( )1-o01 ( )2-02

( ) 3-Taipa (

)4 -0Outros  (

() 3-Chao batido

( )3-03 (

POSSE 00

N

INSTRUCAO

) 3 - Cedida

) 4 - Adobe

)9 - NSl

()4 -Outros

)4- >03

26 — Quantas pessoas dormem em um mesmo comodo (média)
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( )1-01 ( )2-02 ( )3-03 ( )4->03
27 — Borrifacdo no ultimo ano:
( )1- Sim ( )2- Nao Tipo:
28 — Utilizacdo de produtos tradicionais como repelentes:
( )1-Sim ( )2-Nao ( )9-N.S.
29 — Uso de Mosquiteiros
( )1-Sim ( )2-Nao ( )9-NSI
30 — No trabalho. Qual tipo de roupa é usada?
( )1-Calgacomprida ( )2-Bermuda ( ) 3-Calcao
( )4 - Sem camisa () 5-Camiseta () 6 —Camisa manga longa
( ) 7- Qutros ( )9-NSI
31 — Protecdo dos pés
( )1-Sim ( )2-Nao ( )NSI
32 — Existem animais domésticos na casa
( )1-Sim ( )2-Néo ( )9-NSI
33 — Espécie de animal:
( )1-Caéo ( )2-Gato ( )3-Galinha ( )4 -Cavalo
() 5-0Outros ( )9-NSI
34 — Nas imediacOes de sua casa ha presenca de animais
()1-Céo ( )2-Gato ( )3-Sarigué ( )4-Raposa ( )5-Outros

35 — Na sua casa e ou imediac@es ha presenca de mosquitos

( )1-Sim ( )2- Nio

( )9-NS.I

36 — Existem criadouros de mosquito na residéncia ou proximo a ela?

( )1-Sim ( )2-Néo (
37 — A residéncia fica localizada proximo
() 1- Terrenos alagados
() 3-Rio, lago, (
( )5-Mata
( )9-N.S.I

)9 -N.S.|

() 2- Esgotos a céu aberto
) 4 - Criacdo de porcos
() 6 - Criacao de galinhas

38 — Existéncia de pessoas com LT ou que tiveram LT na residéncia

( )1-Sim ( )2-Néo

()9 NSI

39 — Nome da pessoa que teve ou estd com a doenca LTA.

Ano da doenca

Ano da doenca

Ano da doenca

Ano da doenca

Ano da doenca

Nome Idade
Nome Idade
Nome Idade
Nome Idade
Nome Idade
Nome Idade

Ano da doenca




40 — Foi tratado?

( )1-Sim ( )2-Naéo ( )9-NSI
41 - Com que?
() 1- Antimonial pentavalente (Glucantime) () 2 — Medicacéo caseira
() 3—Regressédo espontanea ()4 —Outros ( )9-NSI
42 — Existéncia de pessoas com LT na vizinhanca no ultimo ano?
( )1-Sim ( )2-Naéo ( )9-NSI
Exames Laboratoriais realizados:
12 Fase: IDRM/ Data Leitura apés 48/72hs resultado mm
22 Fase: IDRM/Data Leitura ap6s 48/72hs resultado mm

12 Fase: ELISA/Data
22 Fase: ELISA/Data
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Anexo 111

QUESTIONARIO INDIVIDUAL.:

Casa N¢ Data do Preenchimento / /

1 — Dados de Identificacdo

1 - Nome Apelido

2 — Data de Nascimento / / Idade

3 —Sexo ( )1-Mas. ( )2-Fem. ( )9-NSI
4 —Cor ( )1-Branca ( )2-—Negra ( )3 -—Parda

) ( )4—Amarela ( )9-NSI
5 — Ultima procedéncia

6 — Residéncia atual

7 — Ha quanto tempo?

8 — Endereco para contato

Ponto de Referéncia

9 — Situacédo conjugal do entrevistado:
( ) 1-casado () 2- solteiro () 3-morando junto
( )4- separado ( )5-divorciado ( )6 -vilvo ( )9-NSI
9 — Atividade principal do entrevistado

10 — Teve LT ou apresenta alguma sintomatologia sugestiva

( )1-Sim ( )2-Néo ( )9-NSI
11 — Foi tratado?
( )1-Sim ( )2-Néo ( )9-NSI
12 - Com que?
() 1- Antimonial pentavalente (Glucantime) () 2 — Medicacéo caseira
() 3—Regressédo espontanea ()4 -—0Outros ( )9-NSI
Exames Laboratoriais realizados:
12 Fase: IDRM/ Data Leitura ap6s 48/72hs resultado mm
2% Fase: IDRM/Data Leitura apds 48/72hs resultado mm

12 Fase: ELISA/Data
22 Fase: ELISA/Data
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Anexo 1V

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O objetivo desta pesquisa é determinar o que leva algumas pessoas a desenvolver a doenca
leishmaniose tegumentar (ferida brava). Nds estamos convidando vocé e a sua familia para
participarem neste estudo intitulado “Estudo da Associacao de Micronutrientes (Zinco, Cobre
e Ferro) na Infeccéo e ou Progressao para a Leishmaniose Tegumentar em duas Comunidades
Rurais do Estado da Bahia”, porque vocés residem em uma regido onde a LT é comum. Noés
acompanharemos sua familia com visitas domiciliares, com objetivo de identificar se alguém
da familia foi infectada pelo parasita que causa a leishmaniose tegumentar. Para isto, nos
consultaremos as pessoas que moram em casa. Solicitaremos que vocés doem um pouco de
sangue (aproximadamente uma colher de sopa = 15cc). Este sangue sera usado para avaliar a
resposta imune (defesas) contra o parasita que causa a leishmaniose. Nés também
realizaremos os testes intradérmicos para determinar exposicdo a leishmaniose. Se alguém
apresentar algum sinal de doenca serd encaminhado a um centro de salde ou hospital para
realizacdo de exames laboratoriais e tratamento, caso seja necessario.

PROCEDIMENTQOS
Abaixo estd descrito o procedimento a ser sequido para agueles gue concordarem em

participar:

1. Responder um questionario referente a sua saude;

2. Realizacéo de exame fisico;

3. Doacdo de sangue, vocé podera ingerir sua dieta normalmente no dia da doacdo. NGs
faremos a assepsia do seu braco com alcool e em seguida usaremos o torniquete. NGs
coletaremos sangue do seu braco, utilizando técnica estéril.

4. O teste intradérmico seré realizado atraves da colocacdo dos antigenos de Leishmania
(teste de Montenegro) na face anterior do antebraco, utilizando seringas de 1cc.
Retornaremos ap6s 48 horas para avaliar a resposta e entregar o resultado dos exames
realizados.

RISCOS

Os riscos possiveis associados a participacdo neste estudo sdo o0s seguintes: Os riscos
relacionados a coleta de sangue sdo sangramentos ou equimoses, infeccdo e desmaio. Os
riscos do teste cutaneo sdo infecgdo e uma area grande de enduracédo cujo tratamento seré feito
utilizando esterdide topico.

BENEFICIOS

Os beneficios em participar deste estudo sdo que vocé, os membros de sua familia serdo
monitorizados para avaliar se apresentam algum sinal de infeccdo ou se sdo imunes a
desenvolver a LT. Para os doadores de sangue, ndo ha beneficio aparente. No entanto, espera-
se que o resultado desde estudo seja medidas mais efetivas para o controle da LT.

Além de nossa pesquisa, nds realizaremos testes sanguineos e de pele que podem indicar se
vocé tem algum problema médico. Nés trataremos os problemas médicos mais simples. Ndo
havera 6nus para vocé em decorréncia dos testes ou tratamento que realizaremos. Para
problemas médicos mais complexos, vocé sera encaminhado a um posto de satde ou hospital.
Este estudo ndo reembolsara por tratamento realizado.
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CONFIDENCIALIDADE DO ESTUDO

Registro da participacdo neste estudo serd mantido confidencial, até o limite permitido pela
lei. No entanto, agéncias Federais regulamentadoras no Brasil, o comité de Etica da Fundagéo
Oswaldo Cruz-FIOCRUZ- Bahia, pode inspecionar e copiar registros pertinentes a pesquisa e
estes podem conter informagdes identificadoras.

NOs guardaremos 0s registros de cada individuo, em sala trancada, e somente os médicos
trabalhando na equipe terdo acesso a estas informagdes. Cada individuo receberd um nimero
para ser utilizado no laboratoério. Se qualquer relatorio ou publicacédo resultar deste trabalho, a
identificacdo do paciente ndo sera revelada. Resultados serdo relatados de forma sumarizada e
o individuo n&o sera identificado.

DANO ADVINDO DA PESQUISA

Se houver algum dano ou se algum problema ocorrer decorrente deste estudo, o tratamento
médico sera fornecido sem 6Onus para o paciente e sera providenciado pelo Dr. Jackson
Mauricio Lopes Costa ou médico que esteja trabalhando com ela. Se houver despesas
oriundas de outras clinicas ou hospitais, cada individuo sera responsavel pelas despesas.

PARTICIPAGAO VOLUNTARIA

Toda participacdo € voluntaria. Ndo ha penalidade para alguém que decida ndo participar
neste estudo. Ninguém também sera penalizado se decidir desistir de participar do estudo, em
qualquer época. O tratamento para a LT ndo sera diferente caso vocé decida participar ou nao
desta pesquisa.

PERGUNTAS

Estimulamos que vocés facam perguntas a respeito da pesquisa. Se houver alguma pergunta,
por favor, contate o Dr. Jackson M.L.Costa (71) — 3176-2200 Ramal 351 no Centro de
Pesquisas Gongalo Moniz-FIOCRUZ Bahia, Rua Waldemar Falcdo, no 121, Candeal,
Salvador, Bahia, CEP 40.296-710, Brasil.

Nome da pessoa (letra de
forma):

Responsavel Testemunha

Familia

Assinatura do responsavel
COMPROMISSO DO INVESTIGADOR

Eu discuti as questdes acima apresentadas com os individuos participantes no estudo ou com
0 seu representante legalmente autorizado. E minha opinido que o individuo entende 0s riscos,
beneficios e obrigacdes relacionadas a este projeto.

Salvador-BA, de de

Assinatura do Pesquisador



Anexo V

Mapas das Fazendas Cadastradas Durante o Estudo de Campo na
localidade do Distrito de Florestal Jequié- BA
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e
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CONVENGOES : 1
I I PROGRAMA DE LEISHMANIOSE - LTA
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CONVENCOES
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Anexo VI

Avaliacdo do Comité de Etica do CPqGM — Projeto “Relacdo parasita-
hospedeiro na co-infeccao HIV x Leishmania e sua Evolucdo para a
Leishmaniose Tegumentar”

Ministério da Satide

FIOCRUZ
Fundag¢do Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas Gongalo Moniz

T

PARECER N° 79/2005
Protocolo: 173

Projetoc de Pesquisa: intitulado “Relagdo parasita-hospedeiro na co-
infecgdo HIV X Leishmania sp e sua evolugdo para a Leishmaniose
tegumentar”.

Pesquisador Responsavel: Dr. Jackson Mauricio Lopes Costa

4
Instituicdo ou Departamento: LIP/FIOCRUZ /
Consideragoes:

Apbs andlise ética do projeto e realizagdo dos esclarecimentos solicitados pelo
responsavel, o CEP considera que o projeto atende aos principios éticos de
autonomia, beneficiéncia, ndo maleficiéncia, equidade e justica.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisas do Centro de Pesquisas
Gongalo Moniz da Fundagao Oswaldo Cruz (CEP-CPgGM/FIOCRUZ), conforme
atribuigdes conferidas pela CONEP/CNS/MS (Carta Doc.32/04/97), com base na
Resolugao 196/96, julga aprovado o projeto supracitado.

Salvador, 28 de dezembro de 200

Comité de Etica em Pesquisa - Rua Waldemar Falcao, n® 121, Brotas, Salvadgr, Bahia, CEP 40295-
001, Brasil
Tel: (71) 3356-8785 ramal: 239 Fax: (71) 3356-2155
e-mail: cep@cpqgm.fiocruz.br



