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RESUMO
A leishmaniose visceral (LV) é uma doencga ocasionada por protozodrios do
complexo Leishmania donovani, cuja infecgdo possui espectro clinico variando
desde infeccdo assintomatica a doencga ativa caracterizada por febre, caquexia,
hepatoesplenomegalia e imunossupressédo. A cura ou protecdo exigem uma
imunidade antigeno especifica do tipo 1. O teste cutaneo de Montenegro (DTH)
tem sido interpretado como um marcador de imunidade protetora. No entanto,
nao se sabe a correlagdo do DTH com a resposta tipo 1 e se o DTH e a
imunidade do tipo 1 sdo mantidos a longo prazo. Assim, um estudo longitudinal
de 8 anos, aninhado a uma coorte familiar realizada no Brasil, documentou o
status do DTH e a producéo de citocinas por células mononucleares do sangue
periférico em resposta a estimulo antigeno-especifico. Os resultados obtidos
mostram que 46,2% dos individuos analisados foram DTH positivos no inicio do
estudo. A prevaléncia do DTH positivo e o tamanho da enduragdo aumentaram
com a idade (p = 0,0021). 15,7% dos individuos DTH positivos
‘retroconverteram” a negativos e 50,4% (64) dos individuos DTH negativos
tornaram-se positivos. O tamanho da enduracdo do DTH correlacionou-se
significativamente com a producdo antigeno induzida de IFN-y (r=0,6186,
p=0,0001). IL-6 foi secretado em niveis mais elevados por células
mononucleares do sangue periférico dos individuos que “retroconverteram” de
DTH positivo para negativo do que os individuos que mantiveram o status de
DTH estavel (p=0,005). Assim, o IFN-y, produzido por células mononucleares
do sangue periférico, pode ser um marcador substituto para a imunidade
protetora em vez da resposta DTH. Além disso, as diferencas na resposta
imune inata podem determinar se os individuos mantém ou eliminam a infeccéo

por L. infantum chagasi em assintomaticos.



1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) ou calazar € uma doenca ocasionada por
protozodarios do complexo Leishmania donovani, cuja infeccdo possui espectro
clinico variando desde infec¢do assintomatica, documentada pelo teste cutaneo
de hipersensibilidade do tipo tardia (DTH) ao antigeno de leishmania (teste de
Montenegro), a doenca ativa caracterizada por febre, caquexia,
hepatoesplenomegalia e imunossupressao (1).

Interacdes coordenadas entre os componentes da resposta imune-celular,
como a ativacdo de células T, especificas para a producdo de citocinas do
padrdo Thl, o recrutamento de células imunes efetoras para o local da
infeccdo, induzidas por quimiocinas, e a ativacdo de macrofagos sao cruciais
para a resolucdo de infeccdo pela leishméania (2;3). No modelo humano e
experimental, o desenvolvimento de resposta Thl esta associado com o
controle de infec¢cdo e a resposta Th2 com a progressao da doenca (4-6).

Individuos com forma subclinica de LV mostram uma forte resposta
proliferativa celular e DTH positivo, produzindo maiores niveis de IFN-y do que
aqueles que evoluiram para doenca (7;8). Além disso, a resposta DTH positiva
tem se mostrado associada, como marcador fenotipico, ao desenvolvimento de
resisténcia adquirida a doenca (9), estando relacionada com genes ligados a
capacidade de montar uma resposta imune adquirida a infeccdo por

Leishmania infantum chagasi, medida pelo teste de Montenegro (10;11).



No Brasil, a doenca era focalizada inicialmente em areas agricolas rurais
e caracterizada por casos esporadicos (12). Contudo, nos ultimos anos, a LV
se expandiu até as metropoles, favorecida pelo crescimento urbano
desestruturado (13-15). Esse aumento populacional das grandes cidades,
oriunda de migracao rural-urbana (13-16), entre os quais individuos e/ou seus
cédes infectados, aliado ao acumulo de lixo doméstico, propicios a proliferacao
do Lutzomia Longipalpis, principal vertor da L. infantum chagasi, no ambiente
peridomicilar (17), proporcionaram a formagdo de um ciclo urbano de
transmissdo. Como conseqiéncia, houve a infeccdo de um importante
contingente de residentes que evoluiram em sua maioria para as
apresentacdes subclinicas ou assintomaticas, cuja exposi¢cao € detectada, em
estudos epidemiologicos, pela reagao postiva ao DTH (18-22).

Por outro lado, hipéteses sugerem que possa haver um subconjunto de
pessoas com infeccdo assintomatica que aparentemente ndo desenvolvem
teste cutaneo positivo (23) ou que se tornaram negativos com o tempo, como
observado em Bangladesh (24). A existéncia desses grupos precisa ser
definida, pois desta forma uma quantidade maior de infectados previamente
estdo sendo classificados inadequadamente e podem subestimar um
contingente maior de individuos que foram expostos a leishmania,
principalmente nas areas urbanas. Nesses locais, a leishmania torna-se um
importante agente de infeccdo oportunista em pacientes imunossuprimidos,
como AIDS, com formas clinicas diversificadas ou fatais e recaidas poés-
tratamento, além de renais cronicos e transplantados, habitualmente residentes

em grandes cidades, (25;26). Essa sobreposicdo, com areas de



imunossuprimidos, alerta para riscos futuros de forte impacto no perfil clinico e
epidemiologico dessas doencgas (27).

Do mesmo modo, hipéteses buscam explicar quais fatores levam a
longevidade da resposta celular a L. infantum chagasi, traduzida pela
permanéncia da positividade ao DTH ao longo do tempo. Imunocompeténcia,
estimulacdo de citocinas do tipo Thl e persiténcia do parasita sdo provaveis
fatores. Ademais, a associagcédo entre uma resposta permanentemente positiva
ao DTH e protegcdo contra o desenvolvimento das formas clinicas € outra
lacuna presente no conhecimento da evolugcdo natural da leishmaniose
visceral.

Adicionalmente, ha ainda a necessidade de demonstrar qual a influéncia
gue os tipos de antigenos de leishmania, utilizados no teste cutaneo de DTH,
possuem sobre sua sensibilidade. Estudos revelam que, quando a espécie de
leishmania, utilizada como fonte de antigeno, ndo é a mesma causadora de
infeccdo no local avaliado, o teste cutdaneo pode mostrar-se com baixa
sensibilidade (28).

Assim, uma compreensdo dos fatores determinantes que levam a cura
clinica pos infeccdo, com manutencdo ou perda da resposta ao DTH, e quais
sd0 os parametros imunes de resisténcia ou risco para o desenvolvimento da
doenca sdo muito importantes para o entendimento da relacdo do parasito-

hospedeiro.



1.1.OBJETIVOS

1.2.0bjetivo geral
O objetivo deste estudo € identificar os fatores condicionantes da
manutencdo da resposta ao DTH em individuos com histéria de infeccdo para

L. infantum chagasi em areas endémicas.

1.3.Objetivos especificos
1. Determinar a histéria natural e mecanismo(s) envolvido(s) na

manutencao da resposta a antigenos de leishméania (DTH).

2. Avaliar se a resposta DTH positiva € um marcador de controle da

infeccdo por L. infantum chagasi.

3. Determinar se a manutencdo ou perda do DTH é associada com

citocinas do tipo Thl e/ou Th2.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.Historico

A leishmaniose visceral (LV) ou Calazar € uma doenca ocasionada por
protozoarios do complexo Leishmania donovani, que parasitam células do
sistema reticulo endotelial e que determina alteracdes clinicas caracterizadas
por febre irregular de longa duracéo, palidez cutaneo-mucosa, perda de peso e
hepatoesplenomegalia, além de outras alteracdes clinicas e laboratoriais
marcantes (29).

Os primeiros relatos textuais da LV se seguem a 1858, quando o
governo britanico assume formalmente o poder sobre a india. Na época, o
governo de Bengal, regido do Nordeste indiano, tornou-se interessado por
relatos de uma epidemia da febre quinino-resistente que ocorria no distrito de
Burdwan. A consequéncia da epidemia foi enorme em virtude da mortalidade
elevada, impactando na produtividade das terras e nas receitas do governo.
Posteriormente, oito a dez anos apos a epidemia da “Febre de Burdwan”, na
regido de Garo Hills, localizada ao sudoeste, autoridades chamavam atencao
para uma particular e virulenta febre, que se assemelhava a malaria e que
estava dizimando a populacdo. Esta doenca foi localmente conhecida como
Kala-azar ou doenca negra (do hindu: Kala=negro, azar=doenca, afeccéao),
assim chamada pelo escurecimento da pele nas extremidades e no abdémen,
gue é um sinal da forma indiana da doenca (30).

Anteriormente ao ano de 1820, a historia do calazar € imprecisa. Varios
s&o os relatos, na india, de casos de doencas febris acompanhados de anemia

com e sem esplenomegalia que faziam diagnostico diferencial com malaria,



mas que nao tinham confirmacgdo etioldégica e que foram aventados como
possiveis casos de calazar. Seguidamente, j& em 1824, surgiram 0s primeiros
relatos de epidemias no vilarejo de Mahomedpore, regido de Bengal, cujos
pacientes apresentavam aumento do figado e baco associados com febre
intermitente ou remitente, de aparéncia semelhante a febre tiféide e que
freqlentemente evoluiam para a morte, chegando a se disseminar por regides
vizinhas e quase a despovoar vilas inteiras (30).

Apenas em 1900, o Tenente-General escocés William Boog Leishman,
patologista do exercito britanico, observou corpos ovais quando examinou
espécimes patolégicos do baco de um soldado que havia morrido de calazar e
que tinha estado na regi&o de Dum Dum na india. Leishman publicou o caso no
British Medical Journal em 1903, onde relatou ter varios desses casos e que
tinha encontrado, nos exames patologicos, formas mortas e degeneradas de
tripanossomas, sugerindo timidamente que o calazar era uma forma de

tripanossomiase (30;31).

Em julho de 1903, Charles Donovan, professor de fisiologia ha medicina
do Madras College, localizada em Chennai, india, descreveu um parasita
desconhecido que havia descoberto na polpa do baco, encontrado durante a
vida e na autépsia de casos de febre remitente com esplenomegalia e que
posteriormente foi descrito como semelhante ao relatado por Leishman (30;31).

Dando continuidade as descobertas, Ronald Ross, médico sanitarista e
entomologista, nascido em Almora, publicou um artigo no British Medical
Journal, em novembro 1903, contrapondo-se com a “Teoria Leishman” de que
0s corpos encontrados na polpa do baco eram tripanossomas degenerados. Na

ocasido, ele sugeriu que se tratava de um novo parasita semelhante a doenca



gue Donovan havia descrito, considerando assim um género novo e que,
portanto, devia ser chamado de Leishmania donovani. Uma vez que a
Leishmania donovani tinha sido identificada como o organismo causador do
calazar, noticias de sua existéncia e isolamento do parasito vieram de outras
areas, como o Sudéao, em abril de 1904 e, dois meses mais tarde, o Egito, onde
hoje a doenca ainda é endémica (30;31).

A participacdo dos cdes como reservatorios da leishmaniose foi descrita
por Charles Nicolle em 1908 através de estudos experimentais, no entanto, foi
apenas em 1942, quase quarenta anos depois da demonstracdo de
reservatorios, que se mostrou a participacdo de flebotomineos como vetor do
calazar (30), fechando assim o ciclo dessa zoonose.

O primeiro relato do calazar no Brasil foi feito em 1934, quando foram
encontradas, por Henriqgue Penna, amastigotas de leishmania em cortes
histolégicos do figado de pessoas que morreram com suspeita de febre
amarela (12). Foi desse modo que ele, ocasionalmente, encontrou 41 casos de
leishmaniose visceral, a maioria, em criancas da regido Nordeste,
principalmente Ceara e trés casos no Norte, todos no Para. Posteriormente, em
1937, Evandro Chagas e Marques da Cunha descrevem o parasito no Brasil
com suas peculiaridades e diferencas do descrito na india e denominam o novo
agente infeccioso de Leishmania chagasi (32). Contudo, somente 17 anos
(1955) depois, é que se registrou o primeiro surto da doenca ocorrido em 1950
na cidade de Sobral, no Ceara, em areas rurais localizadas nos “pés de serras”
(33). Posteriormente, jA& em meados dos anos 80, a doenca passa por uma
transformacdo drastica na sua distribuicdo geografica, antes restrita as zonas

rurais do Nordeste brasileiro, avancando para outras regibes indenes,



alcancando inclusive a periferia de grandes centros urbanos do Nordeste,

Centro-Oeste e Sudeste do Brasil (34).

2.2.Caracteristicas da leishmaniose visceral

Considerada primariamente como uma zoonose, a leishmaniose
visceral, a exemplo das leishmanioses, podem acometer o homem, quando ele
entra em contato com o ciclo de transmissdo do parasito (35). Causada por
protozodarios intramacréfagos € uma doenca que se caracteriza pela
diversidade e complexidade das apresentacbes clinicas, abrangendo uma
ampla gama de manifestacbes. A infeccdo permanece assintomatica ou
subclinica, em muitos casos, ou pode seguir evolu¢cdo aguda, subaguda ou
cronica. O calazar classico € uma sindrome exemplificada pelos pacientes que
estdo fortemente infectados em todo o sistema mononuclear fagocitario e
desenvolvem um quadro progressivo, com risco de vida, apds um periodo de

incubacao de semanas a meses (29).

2.3.Epidemiologia
A leishmaniose visceral encontra-se mundialmente distribuida, com
registro em 65 paises, sendo que 90% dos casos notificados ocorrem em areas
rurais e suburbanas de cinco paises: Bangladesh, india, Nepal, Suddo e Brasil
(Figural) (17). E estimado, no mundo, um total de 200 milhées de pessoas
vivendo em é&reas de risco, 500.000 novos casos a cada ano e mortalidade

anual avaliada em 59.000 casos (17;36).



Figura 1. Distribuicdo mundial da leishmaniose visceral

Fonte: Adaptado de Desjeux, P. Disease Watch Focus: Leishmaniasis.
Nature Rev. Microbiol. 2, 692—693 (2004).

Globalmente séo descritos dois padrdes epidemiologicos para a
ocorréncia de casos de leishmaniose visceral. No sul da Asia e na Africa
subsaariana, a LV se comporta predominantemente como antroponose de
transmissao urbana, causada por Leishmania donovani, sendo o homem o
reservatorio e insetos do género Phlebotomus, o vetor. Na Europa, na regido
Mediterranea, e nas Américas, a transmissdo é rural e periurbana. E
considerada uma antropozoonose, que possui mamiferos domésticos e
silvestres como reservatérios, causada, principalmente, por Leishmania
infantum infantum na Europa e, exclusivamente, por Leishmania infantum
chagasi nas Américas, e os vetores sao insetos do género Phlebotomus e
Lutzomyia, respectivamente (37). Em alguns paises da Africa e da Asia, ha

infeccdo tanto por L. donovani quanto por L. infantum infantum (38).
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N&o obstante, mudancas no padrdo epidemiolégico dos casos de LV
vém sendo observadas no mundo, desde o inicio da década de 90. Essa
situacdo causou preocupacdo as autoridades sanitdrias mundiais, devido a
elevacdo das taxas de incidéncia, além de expansado das areas afetadas e o
processo de urbanizag&o. Fatores, como éxodo rural e migragédo urbano-rural,
além de zonas de conflitos e fenbmenos naturais sdo apontados como
facilitadores dessa mudanca (39).

Na india, estima-se que cerca de 100.000 casos ocorrem anualmente.
Saliente-se que, o estado de Bihar responde por mais de 90% dos casos (40).
Na regido de Bangladesh, um estudo de casos revelou incidéncia anual de 2%,
com letalidade elevada, principalmente na faixa etaria adulta do sexo feminino
(19%). Os pacientes sao oriundos das areas rurais, caracterizadas por extrema
pobreza e com dificuldade ao acesso dos servicos de saude, ocasionando,
portanto, retardo no tratamento dos doentes e prolongamento da
transmissibilidade, por la ser uma antroponose (41).

Na Africa ocidental, o fendémeno de migracdo de refugiados e
trabalhadores temporarios de areas endémicas para ndo endémicas favorece a
disseminacao da LV, determinando novas areas de transmissao. Esse padréo
foi constatado na regido do Sul do Sudédo, onde uma epidemia ocasionou
100.000 mortes em uma populacdo de 1.000.000 de pessoas (42).
Diferentemente, na regido do Mediterraneo, os casos de LV, que inicialmente
eram apenas na faixa etaria infantil (dai o nome de L. infantum), somente
comecaram a ganhar a atencdo quando a coinfeccdo com o “Human

immunodeficiency virus” (HIV) foi documentada. Tal fato foi observado entre os
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anos 1980 e inicio de 2001, quando mais de 1.900 casos foram notificados no
Sudoeste da Europa (43).

Na América Latina, a doenca ja foi descrita em pelo menos 12 paises,
onde é amplamente distribuida, estendendo-se desde o México, ao norte, até a
Argentina, ao sul. Até 1984, estimava-se, no entanto, que mais de 90% dos
casos registrados no Novo Mundo eram do Brasil e, de um total de 8.959 casos
registrados no pais, 7.882 (88%) eram da regido Nordeste e 992 do Sudeste
(44;45).

Contudo, a leishmaniose visceral no Brasil se expandiu
surpreendentemente nos ultimos anos, desde as pequenas cidades (menor que
100mil habitantes) até as metropoles, ocupando espaco nas regides Norte,
Centro-Oeste e, mais recentemente, no Sudeste e Sul do pais (13-15). Do total
de casos notificados no ano 2000, 83% (4.029/4.858) ocorreu na regiao
Nordeste. Posteriormente, houve uma expansdo gradativa para as regides
Norte, Sudeste e Centro Oeste, que juntas passaram de 17,1% (829/4.858), do
total de casos em 2000, para 52% (1.665/3.204), do total de casos em 2007.
Ficando assim, neste ultimo ano, a regido Nordeste responsavel por 48%
(1.533/3.204) das notificacBes (Figura 2) (46;47). Os ultimos dados disponiveis
do Ministério da Saude informam que, até o ano de 2010, 21 unidades

federadas ja registraram casos autoctones.

1089 - 1994 1995~ 2000 2001 2007

Figura 2. Distribuicdo espacial dos municipios com casos de LV no Brasil, 1989 a 2007.
Fonte: OPAS. Indicadores basicos para a saude no Brasil: conceitos e aplicacdes. 2 ed.
Brasilia: 2008
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Juntamente com o fenGmeno da expansao territorial, a urbanizacao da
leishmaniose visceral no Brasil tem mantido elevadas as taxas nacionais. Antes
de 1980, quase todos 0s pacientes eram de areas rurais ou pequenas vilas,
embora alguns casos ja houvessem sido relatados em cidades menores desde
1950 e em cidades um pouco maiores, como Sobral e Aracati, no Ceard,
Jacobina, na Bahia, e Santarém, no Para (48). Posteriormente, jA no ano de
1981, ficou mais evidente o inicio da urbanizagdo em Teresina, capital do Piaui,
onde 55 casos da doenca foram notificados, diferentemente das notificacdes
esporadicas de casos importados durante o ano. No ano seguinte, 0 processo
de urbanizacdo apareceu em Sao Luis, Maranhdo, e Montes Claros, Minas
Gerais, expandindo-se depois para varias outras grandes cidades (13).

No Nordeste brasileiro, a LV comecou a preocupar as autoridades a
partir de 1950, quando, na cidade de Sobral, estado do Ceard, foram
notificados 177 casos, cujos pacientes eram predominantemente (96%)
oriundos das zonas rurais. Ja nas ultimas décadas, diferentemente do que
ocorreu no inicio, as capitais Sao Luis (Maranhao), Teresina (Piaui), Natal (Rio
Grande do Norte), Aracaju (Sergipe) e Fortaleza (Ceard) foram as localidades
mais acometidas (33).

Apesar do decréscimo de casos nos ultimos anos (1990 a 2008) e da
expansdo da LV para outras regides, o Nordeste brasileiro notificou 41.587
casos confirmados em todos os estados da regido, com média de 2.189 casos
por ano. As maiores incidéncias ocorreram nos estados da Bahia (12.376),
Maranhéo (8.157), Ceara (5.894) e Piaui (5.557) (49).

A mudanca epidemiolégica da LV no Brasil deve-se a quatro novos

eventos iniciados ap6s a década de 80: (i) a transmissdo da doenca em areas
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completamente urbanizadas; (ii) a propagacéao rapida, no Nordeste e em varias
cidades no Norte, Centro-Oeste e Sudeste; (iii) a grande propor¢céo de casos
urbanos versus rurais e, por fim, (iv) o surgimento de grandes epidemias
urbanas com ciclos de dez anos (13). Acredita-se que esse processo de
urbanizacdo esta relacionado as alteracdes do ambiente, migracdo
populacional, interacdo e disseminacdo de reservatérios silvestres e caes
infectados em areas sem transmissdo, além da adaptacdo do vetor Lutzomyia
longipalpis ao ambiente peridomiciliar (33).

Varias sdo as observacdes que buscam elucidar as causas das
mudancas ocorridas e o impacto na morbi-mortalidade. Especula-se que areas
recentemente afetadas tendem a apresentar elevadas incidéncias, ja que a
L.infantum chagasi determina imunidade. Portanto, quando a populacdo nao
esta imune, os casos ocorrem, em média, nos mais velhos, faixa também mais
susceptivel a letalidade. Outra possibilidade é a associacdo da ocorréncia dos
casos, que sdo agrupados nas periferias urbanas, com moradia em areas
limitrofes com zonas de florestas e pastagens verdes, regides de maior contato
com o0s vetores e reservatorios silvestres. Secas em regides endémicas
parecem ter facilitado as epidemias, ocasionando a emigracdo dos seres
humanos e cées infectados para as cidades. A invasdo das cidades por Lu.
Longipalpis se deveria as mudancas ecoldgicas, com atrativos biolégicos
urbanos, pois os flebotomineos tém habitos alimentares bastante diversificados
(13;33;34). Todavia, as hipéteses levantadas até agora, em relacdo ao
processo de urbanizacao, parecem nao conseguir explicar o fenébmeno inteiro e

sdo, portanto, ainda insuficientes.
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No Rio Grande do Norte, semelhantemente aos outros estados do
Nordeste, a doenga era inicialmente endémica em regides rurais. Contudo,
apo6s o ano de 1989, ela tornou-se urbana, determinando uma epidemia na
cidade do Natal, no qual 316 casos foram relatados até o ano de 1992, sendo
49% em criangcas menores de cinco anos de idade (50). O sexo masculino foi
mais acometido no total dos casos (relagéo de 1,7), entretanto, nos menores de
cinco anos houve leve inversao (relacdo de 0,8). A maioria dos casos era dos
distritos norte e oeste da cidade, locais compostos por areas periféricas de
transicdo urbana e vegetacdo, que anteriormente tinham casos esporadicos.
Febre, perda de peso, dor abdominal e fadiga foram os principais sintomas,
acompanhados de neutropenia, anemia e hipergamaglobulinemia. L. infantum
chagasi foi a espécie isolada. Cerca de um terco dos contactantes
intradomiciliares e vizinhos dos casos tinham o teste de Montenegro positivo,
mas com predominancia de positividade maior se eles eram moradores

intradomiciliares.

Posterior estudo, para caracterizar o padrdo e o espectro clinico da
infeccdo por L. infantum chagasi no ambiente urbano de Natal, foi realizado.
Avaliacdo clinica e laboratorial de familias residentes nas areas endémicas
permitiu identificar quatro grupos compostos por individuos: com presenca de:
leishmaniose visceral (LV+); com infec¢cdo assintomatica com controle imune,
determinado pela presenca de uma resposta de hipersensibilidade retardada
(DTH +) positiva sem histéria de LV; com resultados de DTH negativos, mas
anticorpos anti-Leishmania positivos (Ab+); DTH negativo e anticorpos

antileishmania negativos (21).
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Os resultados revelaram que 12% dos individuos apresentavam LV, 35%

tinham autoresolugéo de infeccdo sem sintomas (DTH+) e 1,9% mostrou

evidéncias de infeccdo assintomatica aguda ou recente (Ab+). A proporcao de
individuos sintomaticos, infectados por L. chagasi, foi de 25% em relacdo a
todas as infec¢cdes documentadas. A média de idade dos pacientes com LV
ativa foi de 11,4 anos, havendo um progressivo declinio do nimero de casos a
medida que havia aumento da idade. Quanto aos fatores ambientais, a
presenca do cao no domicilio ndo foi associada com casos de LV e ndo houve
aumento significativo no numero de cdes em familias com individuos
assintomaticos (DTH +), sugerindo que a posse desses animais parece nao
aumentar o risco de infecg@o assintomatica com L. infantum chagasi (21).

Apesar do que foi anteriormente descrito, quanto ao papel do
reservatorio canino na epidemiologia da LV no estado, outro estudo mostrou a
existéncia de sobreposicdo em curvas temporais nas distribuicbes de casos
humanos e caninos de LV no Rio Grande do Norte (51). Além do mais, grande
porcentagem de cdes com infeccdo inaparente foi detectada (83,3%),
associada as areas de alta prevaléncia vetorial, caracterizadas pela presenca
de Lu. Longipalpis.

Assim, podemos inferir que, ao analisarmos o domicilio, 0 cdo nédo se
mostra associado com casos de infeccdo humana; mas, ao analisarmos 0s
aglomerados humanos, o cédo infectado se mostra relacionado com a presenca
de infeccdo entre os residentes. Talvez isso se deva as caracteristicas de
criacdo desses animais nas regides de periferia, em que ficam soltos e
vagueiam pelas ruas, sendo fontes ambulantes de leishmanias, além do que

flebotomineos possuem autonomia de voo de até 1.000m (52;53). Isso
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determina a necessidade de evidéncia da participacdo dos cdes nha
epidemiologia da LV em nosso meio, a exemplo de outros locais, para que
haja, assim, a identificacdo precoce dos animais positivos, potenciais fontes de
protozoérios aos flebotomineos e, posteriormente, aos seres humanos.

Quanto a prevaléncia vetorial, observa-se a abundancia de Lu.
longipalpis nas areas periurbanas da regido leste do Rio Grande do Norte,
incluindo a regido metropolitana de Natal, predominantemente no més de maio,
demonstrando atividade temporal e acentuado grau de adaptacdo dessa
espécie as areas sob influéncia antropica (54;55). A presenca de vetores e
distribuicAo de casos, nessa regido, estdo associadas a caracteristicas
demograficas, crescimento desordenado da area metropolitana, condi¢ces de
vida e degradacdo ambiental, fatores estes de dificil controle por parte dos
entes publicos (55). Adicionalmente, a criacdo de animais no peridomicilio,
prevalente em regides periféricas, fornece abrigo e alimento aos flebotomineos,
aumentando o risco de transmissao de L. infantum chagasi (56).

Andlise temporal, durante o periodo de 1990 a 2009, revelou que o Rio
Grande do Norte registrou um total de 2836 casos de leishmaniose visceral,
predominando no sexo masculino, em criancas até os 10 anos de idade e com
taxa de letalidade de 5,7%. Os casos abrangem principalmente seis
municipios: a capital (Natal) e mais quatro municipios da regido
perimetropolitana, a saber, Parnamirim, Macaiba, Sdo Goncalo do Amarante e
Ceara-Mirim, além de Mossord, na regido oeste do estado. Juntos, esses
municipios notificaram 60% do total dos casos de LV durante o periodo (27).

O municipio de Mossoré, segunda cidade do estado em numero de

habitantes, com populacao de 234.389 habitantes, vem recentemente sendo o
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local de expansdo da doenca (57). Apesar de possuir clima semiarido e
registrar baixas pluviosidades anuais, diferentemente da area perimetropolitana
do Natal, a LV vem se mantendo de forma epidémica nessa localidade,
contribuindo com 50% dos casos notificados no estado nos ultimos dois anos.
No mesmo periodo, observa-se em Mossor6O um crescimento na taxa de
infeccdo canina, com cerca de 46% dos animais testados infectados por
leishméania. Além do mais, o vetor Lu. longipalpis &, contrariamente ao que
ocorre no litoral leste, encontrado em abundancia em todos os meses do ano,
em todas as localidades do municipio, onde sao realizadas pesquisas
entomologicas (58).

Por fim, a presenca de aglomerados de casos de LV nas cidades mais
urbanizadas do estado, que compreendem a regido litoranea leste do estado e
a cidade de Mossoro¢ (figura 3), também areas de maior notificacéo de casos de
AIDS (57), predizem alteracBes no aspecto clinico e epidemiologico das duas
doencas no estado, levando a ocorréncia de casos de LV associados a
imunossupressdo, que cursam com maior gravidade e tratamento mais

complexo, conforme observado em outros paises (59;60).
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Figura 3. Transmissdo de LV humana no Rio Grande do Norte, de acordo com a média de
casos humanos por municipio, no periodo de 2008 a 2010. (Fonte: SUVAM/CPS/SESAP)
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2.4.Agente etiologico, reservatorios e transmisséo vetorial da
leishmania

O agente etiologico €é um protozodrio pertencente ao filo
Sarcomastigophora, ordem Kinetoplastidae, familia Trypanosomatidae, género
Leishmania e espécie donovani. Como causador da leishmaniose visceral séo
conhecidas trés espécies pertencentes ao complexo Leishmania (Leishmania)
donovani (29): a que agrupa Leishmania (L.) donovani, que € agente causador
de uma antroponose na india e em algumas regies da Africa, onde o homem é
0 Unico hospedeiro mamifero encontrado infectado, sendo, portanto o Unico
reservatorio; a L. (L.) infantum encontrada em parte do continente asiatico,
africano e europeu, sendo agente etiologico de uma zoonose de canideos
silvestres, tendo o cdo como reservatorio domestico do protozoario; e a L.(L.)
chagasi, que é agente causador da zoonose no Novo Mundo, chamada de
leishmaniose visceral americana (LVA), com forma idéntica a L. (L.) infantum
(32).

Quanto a classificacdo, a inclusdo de L. chagasi no complexo L. (L.)
donovani é amplamente aceita, ainda que sua afinidade taxonémica e origem
sejam uma questdo polémica (61;62). Existem divergéncias quanto a real
existéncia de um novo agente etiolégico causador da LVA ou se ele foi
introduzido no Novo Mundo a época da colonizacdo européia e, neste caso,
deveria ser classificado como L. infantum. Trabalhos realizados com as
espécies do complexo L. donovani, utilizando analises genéticas e fenética,
nao mostraram distincdo entre L. infantum e L. chagasi e, por isso, acredita-se
gue os parasitos constituem uma Unica espécie (63-65), além do que, recente

revisdo propde uma nova taxonomia, na qual Leishmania infantum e L.
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donovani sdo as Unicas espécies reconhecidas do complexo L. donovani (66).
Por outro lado, autores baseados em diferencas observadas nas técnicas de
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) e KDNA (DNA do
cinetoplasto) tém usado a nomenclatura L. L. infantum infantum e L. L. infantum
chagasi, sugerindo que a separagdo taxondmica dos parasitos poderia ser
subespecifica (44), o que foi corroborado por outro estudo (67), o qual enfatiza
gue a ultima nomenclatura, segundo o cédigo da Comissao Internacional de
Nomenclatura Zooldgica, estaria absolutamente correta.

As leishméanias séo parasitas digenéticos apresentando-se sob duas
formas morfologicas principais: amastigota, arredondada e intracelular,
encontrada dentro dos macrofagos, e promastigota, flagelada e extracelular,
encontrada no intestino do inseto transmissor (68). Possuem ciclo de vida
heteroxénico, alternando estadios de vida entre hospedeiros mamiferos e
invertebrados.

Entre os hospedeiros mamiferos, além do homem, encontra-se grande
variedade de espécies, sendo o cao (Canis familiaris) o principal reservatorio,
visto que pode adoecer ou ser portador assintomatico e habita o ambiente
domeéstico (44;69). Essa assercédo torna-se mais firme, quando estudos indicam
haver uma associacao entre a presenca de casos caninos e humanos de LV,
bem como uma relacdo entre elevadas taxas de infeccdo canina e
probabilidade de transmissdo humana (70), além de demonstrar que a
eliminacdo sumaria de caes soropositivos diminuiu a incidéncia de LV humana
e canina nas areas estudadas (71). Entretanto, outros autores questionam a
sua importancia como fonte de infec¢cdo e ainda sugerem o proprio homem

como provavel reservatorio. Essa afirmacéo € baseada em dados recentes que
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mostram, contrariamente, que a eliminagdo dos cées soropositivos das areas
endémicas ndo proporcionou impacto no decréscimo de infeccdo em humanos
e que a presenca de caes soropositivos no peridomicilio ndo estava associada
com infeccdo humana (72-74). Logo, se faz necessério, como ja mencionado, a
elucidacéo da participacdo do cdo doméstico na cadeia de transmissdo da LV
humana, visto que sua eliminacdo requer grande aparato logistico da vigilancia
epidemioldgica e produz problemas afetivos aos donos dos animais.

No meio silvestre, animais como a raposa (Dusicyon vetulus) e
marsupiais como o gamba (Didelphes albiventris e Didelphes marsupialis)
possuem grande importancia, visto que sao considerados reservatorios
naturais de leishméania e possuem habitos peridomiciliares, podendo servir
como fonte de infeccédo para cdes e humanos (75-77). Varios outros animais
como roedores (Rattus rattus), edentados (tatu, tamandua e preguica) e
primatas também ja foram encontrados parasitados, mas seus papéis na
epidemiologia da doenca precisam ser mais bem investigados, considerando-
se a auséncia, atté o momento, de evidéncias que o0s coloquem como
reservatorios de importancia no ciclo de transmisséao (44).

Nos invertebrados, a leishméania estabelece ciclo de desenvolvimento
em fémeas hematofagas de insetos denominados flebotomineos pertencentes
ao género Lutzomya e Psychodopygus no continente americano e
Phlebotomus nos demais continentes (35;78). A espécie longipalpis €
considerada como principal vetor da L. infantum chagasi nas Américas (44),
embora as espécies cruz, evansi e, mais recentemente, a almerioi também

foram descritas como possiveis transmissores (79-81).
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Diferentemente de outros vetores de importancia no NnoSso meio, como
o Aedes aegypti, o ciclo larval do Lu. longipalpis ndo é feito na 4gua e este
inseto obedece ao perfil dos flebotomineos, que fazem seus criadouros na
matéria organica Umida, o que dificulta seu combate e favorece ainda mais
sua adaptacdo no habitat doméstico e peridoméstico (79;82). Inicialmente, o
Lu. longipalpis mostrava-se como uma espécie silvestre, mas com capacidade
de adaptacédo aos ambientes peridomicilares. Mais recentemente, foi visto que
0 inseto tanto se instala na é&rea rural, habitando tocas de roedores, ocos de
arvores velhas e aberturas de pedras, como esta adaptado ao meio urbano,
onde pode ser capturado em fissuras das casas, abrigos de animais, lixo
doméstico e em qualquer ambiente rico em matéria organica, calor e umidade
7).

As fémeas de flebotomineos necessitam ingerir certa quantidade de
sangue para completar seu desenvolvimento ovarico. Nestes insetos, ocorre
entdo o repasto sanguineo, em que ele utiliza pecas bucais rigidas, capazes de
penetrar na pele do hospedeiro, incluindo os vasos sanguineos ali presentes.
Nesse momento, podem infectar-se ingerindo formas amastigotas que se
encontram livres ou dentro de macréfagos presentes na pele, juntamente com
restos celulares e sangue que extravasa dos capilares, vénulas e arteriolas
lesados pela picada (68;83). No interior do seu tubo digestivo, o protozoario
passa por diversas mudancas morfoldgicas e fisiologicas, até se diferenciar, em
parte, em formas infectantes para o hospedeiro mamifero, denominadas
promastigotas metaciclicas (68;83;84). Durante um novo repasto sanguineo,

por regurgitacdo esofagiana, essas formas podem ser transmitidas a um
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hospedeiro mamifero susceptivel, fechando assim o ciclo de transmisséo

vetorial (vertebrado reservatorio - vetor - vertebrado susceptivel).

Depois de inoculadas na pele do hospedeiro mamifero, as promastigotas
séo internalizadas por células fagocitérias, principalmente macréfagos, através
de receptores, ocasido em que perdem o flagelo e se transformam em
amastigotas (85). Essas formas s&o resistentes a acdo das enzimas
lisossomais, o que lhes permite residir e multiplicar-se no interior dos
fagolisossomas, como veremos adiante. A multiplicagcdo dos parasitos dentro
dos macro6fagos favorece o rompimento da membrana celular e a liberacdo dos
parasitos, os quais infectam outros macrofagos, protegendo-se da acédo do
complemento e de anticorpos, podendo iniciar nova fase de multiplicacao.
Seguidamente, macrofagos parasitados podem disseminar-se para orgaos do
sistema fagocitario mononuclear, determinando as varias formas clinicas da
doenca (86).

A leishméania ainda pode ser transmitida por forma néo vetorial, que
inclui 0 uso de seringas contaminadas, hemotransfusao, via transplacentaria e
contaminacao laboratorial ocupacional (87-89). Atualmente, a transmissao por
uso de seringas e hemoderivados tem sido importante fonte de aquisicdo em
algumas regides, principalmente naquelas com alta prevaléncia de pacientes
coinfectados com HIV (90). Na regido do Mediterraneo, onde 70% dos casos
de LV séo infectados pelo HIV, o padrao tradicional de transmisséo vetorial foi
modificado pela coinfeccéo, visto que esses pacientes possuem resposta pobre
ao tratamento, grande numero de recidivas e alta parasitemia, favorecendo,
portanto, a persisténcia do reservatério humano em areas de transmissao

antroponatica (90). Trabalhos mostram que, nesses casos, pode haver um ciclo
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de transmisséo artificial com compartilhamento de seringas e agulhas, o que
tem sido constatado pela detecgcdo de DNA de leishménia, por reagdo em
cadeia da polimerase (PCR), em seringas e em amostras de sangue de

pacientes HIV positivos (91;92).

2.5.Imunologia

Nas leishmanioses, o parasitismo depende da capacidade de evasao
gue a leishméania possui de ambos os sistemas imunes (inato e adaptativo).
Interacdes coordenadas entre os componentes da resposta imune-celular,
especificamente a ativacdo de células T, especificas para a producdo de
citocinas apropriadas e ativacdo de macrofagos, sdo cruciais para a resolucéo
de infeccdo pela leishmania. No modelo murino, o desenvolvimento de
resposta Thl esta associado com o controle de infeccdo e a resposta Th2 com
a progressao da doenca. No entanto, a dicotomia Thl e Th2, no sistema
humano néo é tao distinta como em camundongos, e 0 modelo murino nao se
aplica estritamente a leishmaniose humana (5;93).

Ao entrar no organismo, as promastigotas de leishméania sofrem adeséo
do complemento (C3b) com moléculas de superficie do parasito (gp63 e LPG).
Posteriormente, ha internalizacdo na célula fagocitaria pela interacdo com
receptores do complemento (CR1 e CR3) da superficie da célula (94). Como
mecanismo de defesa da leishmania, a glicoproteina gp63 converte o C3b em
iC3b, e essa conversao leva a auséncia da lise fagocitica, tornando o parasito
resistente a degradacao (95).

Neste momento, os macréfagos possuem um importante papel na

defesa do hospedeiro, pois sdo os principais locais de multiplicacdo da
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leishméania. ApGs sua ativacdo, essas células desenvolvem a capacidade de
eliminar o parasito a qual resulta da producdo de intermediarios reativos de
oxigénio (ROI) dependentes da enzima oxidase fagocitica (Phox), e de
intermediarios reativos de nitrogénio (RNI) dependentes da enzima éxido nitrico
sintase induzida (iNOS), ocasionando a producao de enzimas &cidas, radicais
superoxidos e hidroxilas (96). Essa ativacao € mediada por citocinas geradas
por diversas outras células do sistema imune, como também produzidas pelos
préprios Macrofagos e sao determinantes no curso da doenca como IL-12 e
TNF-a, responséaveis pela destruicdo do parasito, bem como IL-10 e TGF-§,
favoraveis a multiplicacdo dos parasitos (97).

Contudo, a leishmania possui o Lipofosfoglicano (LPG), que inibe as
enzimas lisossomais, e uma bomba de prétons que mantém o Ph proximo ao
neutro, além de produzir fosfatases acidas que inibem os radicais superoxidos
e hidroxilas (2) Desta forma, a leishmania pode desenvolver mecanismos de
sobrevivéncia a digestdo macrofagica e, em seu interior, escapar da acao do
sistema imune humoral.

A imunidade humoral nas leishmanioses € caracterizada pelo
aparecimento de anticorpos antileishmania no soro dos pacientes. Altos titulos
de anticorpos antileishmania sdo bem documentados na forma visceral,
embora o papel desses anticorpos para protecdo ou patogénese seja ainda
obscuro e com resultados ainda controversos. A maioria dos dados nesta area
foi obtida em modelos experimentais de leishmaniose cutanea, em que a
resisténcia foi observada com deplecdo das células B, e a susceptibilidade foi
aumentada por transferéncia dessas células (98). Em contraste, outro estudo

nao observou qualquer defeito na capacidade desses camundongos mutantes
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em controlar a infeccdo e montar uma resposta Thl (99). Na leishmaniose
visceral, maior resisténcia também foi demonstrada em camundongos
mutantes com auséncia de células B (100). Este resultado pode esta
relacionado com os titulos muito elevados de anticorpos antileishméania durante
a fase ativa da doenca e a queda consecutiva no titulo de anticorpos apds cura
bem sucedida.

Na leishmaniose humana e experimental, a imunidade &
predominantemente celular, mediada pelos linfécitos T. Eles desempenham
papel importante na geracdo de respostas especificas e de memdria para
parasitas intracelulares. Estas células apresentam duas subpopulacdes com
funcdes distintas e com producdo de citocinas a depender da resposta. O
subtipo Thl & capaz de produzir IL-2, TNF-p e IFN-y; e o subtipo Th2, as
interleucinas IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13 (5;101;102). O paradigma Th1/Th2 é
largamente baseado em investigacbes com L. major, em que a maioria das
linhagens de camundongos resistentes (C57BL/6, C3H, CBA) desenvolve
doenca cutanea autolimitada quando infectados. Nestes camundongos, a
resolucdo da infeccdo € mediada por ceélulas Thl que produzem IFN-y,
induzindo, posteriormente, a producdo de Oxido nitrico (NO) em células
fagociticas, levando consequentemente a destruicdo do parasita (103). Nas
linhagens de camundongos susceptiveis (BALB/c), ha predominio de citocinas
produzidas por linfocitos Th2, sendo a doenca progressiva e fatal (1).

Apesar de estabelecido o padrdao de resposta Th1/Th2, um mecanismo
de contrarregulacdo entre as subpopulacdes desses linfocitos tem sido
proposto, nele ha a participacdo de células regulatérias induzidas, a exemplo

da subpopulagédo de linfocitos Th3, desenvolvidas a partir da célula TCD4 e
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produtoras de TGFp (104). Como exemplo, tem sido demonstrado que a
susceptibilidade ou a resisténcia a infec¢ao pela leishmania, no modelo murino,
estdo associadas com o surgimento de células T reguladoras (T reg), fontes
potenciais de citocinas IL-10, que s&o inibidores eficazes da producao de IFN-y
e desempenham papel fundamental na persisténcia do parasito (105-107).
Adicionalmente, a participacdo das células regulatérias naturais foi descrita
como capaz de reativar a infeccdo cronica por leishmania, onde a transferéncia
de células T reguladoras (Treg) para camundongos infectados cronicamente foi
suficiente para provocar a reativacao da doenca e impedir a expressao de uma
resposta de memoria efetora (108).

Estudos in vitro tém atribuido a interleucina 6 (IL-6) como uma citocina
chave na regulacdo do desenvolvimento de células Trg (109;110). Os
resultados demonstram que a IL-6 desempenha um papel critico na ativacéo de
células T, superando a supressdao mediada por células Treq Especificamente
na leishmaniose, essa interleucina tem sido demonstrada como supressora da
resposta Th2 por controlar a expansao de celulas T CD4" produtoras de IL-10,
favorecendo, portanto, ao controle da infeccao (111).

Analogamente ao observado no modelo experimental, estudos de
infeccBes com espécies viscerotropicas de Leishmania donovani (L. infantum
infantum e L. infantum chagasi) em pacientes com LV apresentam evidéncias
de supressdo de células Thl e ativacdo de células Th2 (6). Aumento na
expressao de citocinas Th2 tem sido relatado com niveis elevados de IL-4 e IL-
13 em pacientes com doenca ativa, voltando ao normal apos o tratamento bem
sucedido. Células mononucleares de sangue periférico de tais individuos néo

conseguem proliferar ou produzir IFN -7 quando expostas ao antigeno in vitro.
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A adicdo de anticorpos anti-IL-10R as células T colhidas desses pacientes
restaura as respostas das citocinas, e a cura da doenca foi associada com uma
gueda nos niveis de IL-10 mRNA. Andlises em populacdes de areas endémicas
mostram que, nos individuos com forma subclinica de LV, had uma forte
resposta proliferativa e DTH positivo, além de eles produzirem maiores niveis

de IFN-y do que aquelas que evoluiram para doenca (7;8).

Entretanto, ainda ha a necessidade de maior evidéncia para a dicotomia
da resposta Thl1l/Th2 na leishmaniose humana. O resultado da infeccéo
provavelmente é determinado pelo equilibrio entre as duas populacbes de
células T (Figura 4). Além do mais, parece que outros mecanismos tambéem
séo importantes, havendo evidéncias de que fatores genéticos e nutricionais do
hospedeiro e fatores ambientais desempenham um papel fundamental na
determinacdo da resposta em humanos apos infeccéo por leishmania (54;112-
114). Recentes estudos também analisam o papel das células dendriticas
nesse contexto e demonstram que seu mecanismo de apresentacao antigénica
e de interacao celular, pos-infeccdo por leishmania, com as células T nédo é
uniforme entre todas as células infectadas (115). Isso sugere a existéncia de
um subconjunto de células dendriticas parasitadas que recebem menos
atencdo e podem permitir a sobrevivéncia do parasito. Adicionalmente, outras
citocinas menos estudadas podem mostrar-se como importantes na
imunorregulacdo de leishmaniose humana, da mesma forma que o papel das

células T reguladoras (T reg) precisa ser melhor estudado.
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Figura 4. Dicotomia Th1/Th2 nas leishmanioses
Fonte: Adaptado de Sharma U. Indian J Exp Biol 2009;47(6):412-23.
Recentemente, um novo subconjunto de células Th tem sido descrito.
Células Th17, produtoras de IL-17, tém sido associadas com inflamagéo em
varias doencas autoimunes, estimulando uma variedade de células
(fibroblastos, macrofagos, células endoteliais) a produzir mediadores
inflamatorios, incluindo IL-1, TNF-« e quimiocinas (116). Contudo, nas doencas
parasitarias em seres humanos, muito pouco € conhecido sobre a producéo de
IL-17, embora participe de mecanismos de defesa contra certos patdégenos
(117). Modelos experimentais e humanos com leishmaniose tegumentar
revelam que a IL -17 € expressa em células no sangue periférico e em tecidos,
havendo associacdo do numero delas com a intensidade do infiltrado
inflamatorio, determinando a patogénese da lesdo (118;119). Por outro lado,
estudo em individuos com infeccdo por L. donovani evidencia que a IL -17
desempenha papel complementar em matéria de protecdo natural contra o
desenvolvimento do calazar (120). Assim, estudos adicionais que caracterizem

o papel das células Th1l7, durante infeccdo por leishmanias, e como essas
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células CD4 regulam a diferenciacdo de células T, mediando os efeitos de
protecdo, sao areas importantes para investigacfes futuras.

Tentando-se ainda esclarecer como nosso sistema imune responde a
infeccédo pela leishmania, as quimiocinas e receptores de quimiocinas tém se
mostrado importantes para desempenhar um papel crucial na determinagao do
resultado da leishmaniose (121). Quimiocinas séo citocinas quimiotaticas que
coordenam o recrutamento de leucdcitos envolvidos na homeostase, tanto na
resposta imune inata como na adaptativa. Elas s&o divididas em quatro
subfamilias, dependendo da posicédo de seus residuos de cisteina: CC, CXC,
CX3C e XC, em gue X= aminoacido e C= cisteina. Na subfamilia CXC, um
aminoacido separa as primeiras 2 cisteinas, enquanto, na subfamilia CC, os
primeiros dois residuos de cisteina s&o adjacentes um ao outro. Cada
subfamilia possui seu préprio receptor e tem funcdes diferenciadas uma da
outra. As quimiocinas CXC sao quimiotaxicas para neutrofilos, enquanto as CC
ndo agem neste Ultimo grupo celular, atraem mondcitos, basofilos e
linfocitos(122).

Na leishmaniose visceral, os principais mecanismos mediados pelas
guimiocinas ocorrem no baco e no figado. A producdo de CCL2, de CXCL9
(“Monokine Induced by IFN-7", MIG) e de CXCL10 (IFN-T "Inducible Protein
10”7, IP-10), seguida pelo acumulo de macréfagos e células Thl no figado
infectado, resulta na formacdo de granulomas e eventual resolucdo da
infeccdo. Contrariamente, ocorre uma comprometida migracdo e apresentacao
antigénica entre células dendriticas e células T, promovidas pela regulacédo de
CCL19, CCL21 e CCRY7, juntamente com a persistente falta de producdo de

CXCL10, resultando na persisténcia do parasita no baco (3). Entretanto, o
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verdadeiro papel que as quimiocinas possuem na resposta imunolégica global
carece de mais profunda compreensdo, mas as descobertas, até o momento,
possuem potencial na busca de estratégias em defesa do hospedeiro.

Outro fator importante na resposta imune é sua manutencao através de
células T CD4 + efetoras, que medeiam respostas de hipersensibilidade do tipo
tardia (DTH) e o desenvolvimento da imunidade protetora de longa duracéo a
reinfeccdo por leishméanias, os quais parecem depender da presenca
continuada dos parasitas (123). Estudos experimentais revelam que, sob
algumas condicfes, a imunidade induzida pela infeccdo é perdida e animais
previamente imunes tornam-se altamente suscetiveis a reinfeccdes (124). Essa
mudanca no perfil de resisténcia tem sido associada ao completo clareamento
dos parasitas, sugerindo, assim, que 0s parasitas persistentes sdo importantes
para a manutencdo das respostas de memodria antileishmania (125;126).
Entretanto, ainda € impreciso o completo entendimento dos fatores de
persisténcia do parasita e o seu papel na resposta imune, pois células T de
memoaria central respondem a estimulo antigénico, na auséncia de parasitas
persistentes, tornando-se efetoras e mediando protecéo (127).

Assim, é notério que sdo necessarios estudos para que consigamos
compreender integralmente a resposta imune na infeccdo por leishméania. Os
dados disponiveis até o momento sugerem que mecanismos imunes mais
complexos determinam resisténcia ou suscetibilidade a leishmania, parecendo
ser ainda uma combinacao de fatores do hospedeiro com a cepa do parasito,

gue, em ultima instancia, determina o resultado da doenca.
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2.6.Quadro clinico

A leishmaniose visceral, do ponto de vista clinico, caracteriza-se por ser
uma doenca espectral, abrangendo ampla gama de manifestacdes. A infeccéo
permanece, em muitos casos, assintomatica ou subclinica, podendo seguir, no
entanto, para a forma classica, que possui as fases inicial, de estado e final
(21;128-130).

A sindrome de infeccéo assintoméatica visceral é aquela em que ndo ha
manifestacbes clinicas, encontrada principalmente em pacientes de &reas
endémicas, cujo diagndéstico é realizado por: pesquisa de DNA do parasito,
através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR); pela sorologia, que detecta
anticorpo antileishmania no sangue; ou pelo teste intradérmico de Montenegro
positivo, que demonstra resposta imune celular ao antigeno de leishmania.
Estudos de coorte mostram que, ap0s soroconversdo, a proporcdo de
assintomaticos em relacdo a doenca sintomatica varia de 5:1 até 18:1 em
diversas populacdes avaliadas (9;72;131). Apesar da auséncia de sintomas,
alguns individuos tém apresentado a presenca de DNA da L. infantum chagasi
no sangue e a depender da resposta imune desenvolvida, os pacientes
assintomaticos podem, assim, permanecer ou evoluir para as formas subclinica
ou classica (8;9;132).

A forma subclinica é caracterizada por sintomas menos intensos ou
oligossintomaticos e também esta presente nas areas endémicas para LV. S&o
decorrentes da presenca do parasito nos macréfagos teciduais, nos pulmdes,
linfonodos, intestino e 6rgdos hematopoiéticos. Cursa com sintomas que duram
de 10 dias a 180 dias e séo inespecificos como febre baixa, tosse improdutiva,

diarréia, adinamia e discreta visceromegalia. O mielograma pode se mostrar
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positivo ou negativo, mas a hipergamaglobulinemia e elevagéo do VSH podem
chamar a atencdo para o quadro. O hemograma e contagem de plaquetas
podem se apresentar normais. Esse quadro pode evoluir para a forma classica
em um periodo 2 a 10 meses ou para a cura, sem tratamento especifico, apds
um periodo prolongado de aproximadamente 36 meses (131;133).

O periodo de progressao para o calazar classico normalmente ocorre
dentro de 3 a 14 meses apos a infeccdo, podendo ainda ser tdo precoce
guanto duas semanas (29;72;134;135). Manifesta-se como uma sindrome,
exemplificada pelos pacientes que estdo fortemente infectados em todo o
sistema mononuclear fagocitario, desenvolvendo posteriormente doenca com
risco de morte. A sintomatologia mais registrada € a triade: febre, anemia e

hepatoesplenomegalia (129).

O quadro inicia-se com uma fase inicial febril, de instalacdo geralmente
insidiosa, encontrada principalmente em criancas menores (135). A febre
persiste continua ou intermitente, associada a fraqueza, anorexia e perda de
peso que progridem por semanas ou meses (136). Seguidamente, instala-se o
periodo de estado, em que de forma geral, o paciente cursa com febre,
caquexia, hepatoesplenomegalia (esplenomegalia geralmente predomina),
pancitopenia (anemia, trombocitopenia, leucopenia com marcada neutropenia,
eosinopenia e relativa linfomonocitose) e  hipergamaglobulinemia
(principalmente 1gG policlonal por ativacdo de células B) com hipoalbuminemia
(129;135-137). Alteracdes pulmonares ou digestivas podem ocorrer, revelando,
respectivamente, acometimento intersticial e enterite causada pela L. infantum
chagasi e sdo caracterizadas por tosse seca, dores abdominais e diarréia (138-

140).



33

No periodo final, soma-se o surgimento de epistaxe, gengivorragia,
ictericia, edema, ascite e desnutricdo importante (140). Nessa situacdo, caso o
paciente ndo seja tratado adequadamente a tempo, ha risco progressivo de
Obito, devido a complicacbes associadas a infeccbes ou hemorragias,
principalmente quando ele apresenta anemia grave, diarréia e ictericia,

consideradas fatores de mau prognéstico (141).

2.7.Diagnostico

O diagnostico da leishmaniose visceral € complexo, devido as suas
caracteristicas clinicas semelhantes a outras doencas, como malaria, febre
tifoide e esquistossomose, além de o parasito encontrar-se em tecidos,
profundos como baco, medula 6ssea ou linfonodos, o que dificulta ainda mais
esta questdo. Todavia, dispomos de um conjunto de exames que nos auxiliam,
direta ou indiretamente, na busca de evidéncia para a atividade da doenca.
Assim, o diagnostico laboratorial da leishmaniose pode ser feito pelos
seguintes exames: (i) demonstracdo do parasito em tecidos de relevancia, por
exame microscopico de luz do espécime corado, em cultura in vitro ou
inoculacdo em animais, (ii) deteccdo do DNA do parasita em amostras de
tecido, (iii) deteccdo do antigeno do parasita, por imunodiagnostico em tecidos,
sangue ou urina, (iv) deteccdo inespecifica ou especifica de anticorpos
(imunoglobulinas), ou ainda (v) a busca de células especificas da resposta
imune para leishmania.

A visualizacdo direta da forma amastigota do parasita é o padrdo ouro
para confirmacdo diagnéstica, entretanto, requer centro especializado, com

profissionais capacitados para coleta e analise microscopica. O aspirado
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esplénico € um dos métodos mais valiosos, com sensibilidade superior a 95%,
embora esteja associado com o risco de hemorragia fatal em inexperientes
maos e apresenta contraindicacbes como gravidez, anemia e tendéncia
hemorragica (17;136;142). Assim, o aspirado de medula 6ssea torna-se o
método mais seguro de deteccdo direta do parasito, embora, possua menor
sensibilidade, que varia de 55 a 77%, e, as vezes, necessite de puncdes
repetidas (142;143). Nao obstante, recente estudo mostrou que o aspirado de
medula éssea pode apresentar sensibilidade tdo elevada quanto o esplénico
(96,6% versus 93%), quando as laminas sao analisadas cuidadosamente e por
tempo adequado (144). Os linfonodos também podem fornecer material para
visualizacdo parasitaria, contudo, apesar de possuir menos desconforto e baixo
risco de complicacdes, esse espécime possui sensibilidade que fica em torno
de 60% (142).

Cultivos de tecidos contendo leishméanias geralmente sdo demorados,
sendo necessarios dias ou semanas, 0 que dificulta a busca rapida do
diagnostico. Semelhantemente, a inoculagdo em animais, como hamsters,
requer tempo prolongado que varia de 1 a 3 meses, ficando, na maioria das

vezes, restrito a trabalhos de pesquisa (142;143).

A imunofluorescéncia indireta (IFl) e o ensaio imunoenziméatico (ELISA)
sdo os métodos sorologicos mais amplamente utilizados para pesquisa de
anticorpos antileishmania. Todavia, eles utilizam o parasita inteiro ou extrato do
parasito como fonte de antigeno, tornando-os com menor especificidade e com
capacidade de possuir reacbes cruzadas com leishmaniose tegumentar,
doenca de Chagas, hanseniase, tuberculose, esquistossomose e malaria

(143;145;146). Além do mais, esses métodos dificultam a concluséo
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diagnéstica de doenca em atividade, pois titulos elevados sdo observados por
meses ou anos, em casos de infec¢do assintomatica ou apos o tratamento bem
sucedido (12;137;147). Exatamente por possuir alta sensibilidade e deteccao
de anticorpos persistentes, é que o ELISA, utilizando antigenos de extrato
bruto, é utilizado em analises de infeccdo assintomética em areas endémicas
para a leishmania, afastando-se outros agentes causadores de reacdo cruzada
(21;50;128;148-152) .

Durante a LV, causada por membros do complexo L. donovani, foi
demonstrado que o antigeno recombinante rK39 é especifico para a deteccao
de anticorpos antileishmania (153). Esse antigeno é altamente sensivel com
previsdo de evocar titulos de anticorpos elevados no inicio da doenca aguda,
além de ter um alto valor preditivo para a deteccdo de LV em pessoas
imunodeprimidas, como a AIDS (142). No entanto, esse antigeno ndo se
mostrou util em casos indianos, onde outros antigenos sdo atualmente
estudados (142;154;155). No Brasil, mostrou especificidade de 90% a 100% e
no Rio Grande do Norte, sensibilidade de 94% e especificidade de 99,5%,
sendo detectavel em apenas 2,7% de individuos assintomaticos com teste
intradérmico positivo, o que confirma o rK39 como um marcador de doenca
ativa (156-158). No ano de 2010, o Ministério da Saude disponibilizou a mesma
proteina utilizada em plataformas imunocromatograficas rapidas (DiaMed IT-
LEISH®), que permitem execuc¢ao simples e interpretacdo visual das reacoes.
O teste ja foi validado para o diagndstico da leishmaniose visceral em quatro
areas endémicas do Brasil, revelando sensibilidade de 93% e especificidade de
97% (159) e parece ser promissor, principalmente nas regides mais carentes

de recursos em saude.
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Apesar de diferentes métodos moleculares terem sido sucessivamente
avaliados para o diagnoéstico da leishmaniose, ensaios baseados na reacao em
cadeia da polimerase (PCR), atualmente, constituem a principal abordagem de
diagnéstico molecular de pesquisadores e profissionais de saude, sendo um
dos métodos mais sensiveis em pacientes HIV, além de servirem como
marcador para risco de recidiva pés cura clinica (37;160;161). Embora esses
métodos mostrem consideravel sensibilidade (deteccdo de somente 50-100
parasitas), o seu uso potencial no diagnéstico de rotina é dificultado pelo
complexo processo de realizacdo, fazendo com que essas técnicas continuem
restritas a hospitais de referéncia ou centros de investigacdo (161). Diversas
amostras podem ser utilizadas na PCR, como sangue periféerico (162-165),
linfonodos (160), creme leucocitario (164) e medula 6ssea (160;166), na qual
100% das amostras se mostram positivas. Como ultimo avanco, entre as
modernas técnicas lancadas, a PCR em tempo real é capaz, além de
guantificar o DNA, de identificar a espécie de leishmania, destacando-se pela
maior velocidade do resultado e pela possibilidade de avaliacdo da resposta
terapéutica (167;168).

Avaliacbes buscando a deteccdo de antigenos sdo testes mais
especificos do que aqueles baseados em presenca de anticorpos, possuem
baixa reatividade cruzada e podem distinguir infeccbes ativas de passadas
(37;143). Dependendo do método e antigeno utilizado, a deteccdo de
antigenos mostrou elevadas especificidades de até 100%, mas com
sensibilidades variadas (48-96%), além de ndo serem detectaveis dentro de

trés semanas apods tratamento, sugerindo que o teste tem grande valor
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prognostico (37;169-171). Contudo, ainda sdo necessarios estudos futuros
para avaliar sua utilidade para o diagndstico e prognaostico de LV.
2.8.Intradermorreacdo de Montenegro

Hipersensibilidade do tipo tardia (DTH) ou imunidade mediada por
células T é um grupo de resposta imune especifica. Testes de DTH sao
amplamente utilizados como método de triagem para a identificacdo de
pessoas com resposta imune positiva contra M. tuberculosis, em que recente
meta-analise indicou uma sensibilidade global de 77 % para a tuberculose ativa
(172;173). A intradermorreacédo de Montenegro (teste cutaneo de Montenegro)
€ um teste de DTH especifico para a leishmaniose introduzido em 1926 por
Montenegro como uma ferramenta de diagnostico para a leishmaniose cutanea
e mucocutanea e foi usado, pela primeira vez, em areas endémicas de LV no
Quénia, no ano de 1959 (24). Classicamente é utilizado em estudos
epidemiologicos para a deteccdo de exposicdo a leishmania, caracterizada
como infec¢des subclinicas ou assintomaticas (18-22;143;145).

Individuos com forma subclinica de LV, conforme anélises em
populacdes de areas endémicas, mostram uma forte resposta proliferativa
celular e teste cutaneo de hipersensibilidade do tipo tardia positivo, além de
produzirem maiores niveis de IFN-y do que aqueles que evoluiram para doenga
(7;8). Nos casos agudos de LV, o teste mostra-se negativo, devido a auséncia
da resposta de hipersensibilidade tardia, tornando-se posteriormente positivo,
nos casos curados, em torno de um ano apos o tratamento especifico, o que o
caracteriza como um indicador de prognéstico pés tratamento
(143;145;147;174), além de ter se mostrado como um marcador para o

desenvolvimento de resisténcia adquirida a doenca (9). Portanto, a reacéo
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positiva ao DTH constitui-se um marcador fenotipico, com provavel controle
genético, pois € encontrada em agrupamentos familiares (10) e relacionada
com genes LECT2 e TGFBI, associados com a capacidade de montar uma
resposta imune adquirida para infec¢ao por L. infantum chagasi (175).

Todavia, h4 ainda a necessidade da producdo de reagentes seguros,
eficazes e padronizados em ambito mundial, j& que o antigeno é obtido de
diferentes formas com varias concentracdes e diluentes (176). Na india, por
exemplo, o teste cutaneo para avaliacdo de DTH revelou baixa sensibilidade
em pacientes curados de LV, quando utilizado antigenos de espécies de
leishméania diferentes da L. donovani, causadora de LV naquele pais,
mostrando a necessidade de padronizacgao local, caso contrario ha dificuldade
de avaliacdo de exposicao prévia com esse exame (28).

No Brasil, estudos foram concebidos para analisar as respostas do teste
cutaneo a antigenos de leishméania na leishmaniose visceral americana (LVA)
(177;178). Verificou-se que, apos a recuperacao clinica, os pacientes tiveram
reacdes de hipersensibilidade tardia positiva a promastigotas de L. infantum
chagasi em até 95%-100% dos individuos, ndo produzindo respostas positivas
em controles saudaveis, pacientes com tuberculose, ou portadores de
esquistossomose, e baixas respostas positivas (<5%) nas pessoas com doenca
de Chagas, além de que extratos solUveis de antigenos de L. infantum chagasi
podem ser estaveis em suas preparacfes e sao raramente perdidos com o
passar do tempo. Posteriormente, esses testes cutaneos de Montenegro foram
feitos em populacdes selecionadas. Na cidade de Jacobina-BA, 89% dos
pacientes com LV confirmada desenvolveram Montenegro positivo quando

testadas de 1 a 6 anos apoés tratamento (128). Em Natal, numa area endémica
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da L. infantum chagasi, foi observado desenvolvimento de Montenegro positivo
de 8 meses a 3 anos apds tratamento com sucesso (21). No Ceara, uma coorte
encontrou que 76% dos individuos que se tornaram anticorpos positivos foram
também reagentes ao teste de Montenegro, e 86% das pessoas que foram
confirmadas como portadoras da leishmaniose visceral tornaram-se DTH+ apés
tratamento (179). Desta maneira, em nosso pais, um teste Montenegro
positivo, na auséncia de histéria de LV, é considerado como evidéncia de
infec¢do passada por L. infantum chagasi assintomatica ou autorresolucao.

Estudos realizados em éareas endémicas para leishmania mostraram
claramente que a evolucdo da infeccdo por este microorganismo é espectral,
com caracteristicas de susceptibilidade e resisténcia a desenvolver formas
graves da doenca. Essas categorias fenotipicas sdo criticas para analise
imunogenética de infeccdo. Estudos longitudinais sugerem que pode haver um
subconjunto de pessoas com infec¢cdo assintomatica que aparentemente néo
desenvolvem teste cutaneo positivo ou ndo mantiveram uma resposta DTH
duradoura, tornando-se negativos ao longo do tempo (9;24). A existéncia
desses grupos precisa ser definida, pois desta forma uma quantidade maior de
infectados previamente estdo sendo classificados inadequadamente como nao
expostos e podem subestimar um contingente maior de individuos que foram
expostos a leishmania.

Os dados disponiveis até entdo nao determinam se as pessoas
infectadas e que apresentam um teste de Montenegro negativo, inicialmente,
desenvolveram e, posteriormente, negativaram a resposta DTH com a
eliminacdo do parasita, ou se eles, primeiramente, nao conseguiram

desenvolver resposta. Da mesma forma, ndo sabemos se a resposta DTH
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positiva se mantem duradoura, se € um marcador de controle da infeccao por
L. infantum chagasi, quais sdo os fatores relacionados com a perda ou
manutencdo dessa resposta ao longo do tempo e quais as citocinas e
guimiocinas envolvidas nessas condigdes.

Presume-se que a infeccdo assintomatica com L. infantum chagasi
resulte em um estado de resisténcia ao desenvolvimento de LV, e a
persisténcia do DTH positiva pode ser devido a exposi¢cado continua para L.
chagasi, mas faltam dados na literatura que apontem nesse sentido. Também
suplOe-se que este estado de resisténcia, marcado por uma resposta DTH
positiva, € mantida ao longo da vida em individuos que nao se tornam
imunocomprometidos (9;180). No entanto, evidéncias referentes a esses
pressupostos estdo faltando, inspirando-nos a embarcar em um cuidadoso
exame dos individuos assintomaticos e com passado de leishmaniose visceral
com "presumido estado imune”. Como tal, pareceu justificado examinar-se a
duracédo e a estabilidade do estado de infeccdo assintomatica, definida por uma
resposta imune detectada por um teste de Montenegro positivo, bem como a
duracdo e a estabilidade do estado de “resisténcia” pds-calazar, em uma

populacéo exposta constantemente.
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3. METODOS
3.1.Desenho do estudo

Para alcancarem-se os objetivos 1 e 2, foi realizado estudo prospectivo
do tipo coorte, com uma amostra retirada de um universo presente em estudo
iniciado em 1996 e que tinha como objetivo a compreenséo dos determinantes
envolvidos na evolucéao diante da infec¢ao por L. infantum chagasi (21). Neste
estudo inicial, foram inclusos os residentes de areas caracterizadas por
transmissao de infecgdo por L. infantum chagasi e endémica para leishmaniose
visceral.

Para o alcance do o objetivo 3, simultaneamente, realizou-se estudo
caso-controle aninhado utilizando individuos que perderam a resposta DTH
para antigenos de leishmania com o passar do tempo, mantenedores das
respostas DTH (positiva ou negativa) e agueles que possuiam passado de
leishmaniose visceral.

3.2.Local do estudo

O estudo foi realizado em cidades do estado do Rio Grande do Norte e
englobou a capital Natal, além de alguns municipios da regido
perimetropolitana, a saber: Macaiba, Parnamirim, Sdo Gonc¢alo do Amarante,
Nisia Floresta, S&o José de Mipibu, Extremoz, Maxaranguape, Touros, lelmo
Marinho e Ceara-Mirim (figura 5). Esses municipios possuiam transmissao da
infeccdo por L. infantum chagasi com notificacdo pregressa de casos de LV.

Na capital, foram inclusos o0s seguintes bairros: Loteamento Boa
Esperanca, Lagoa Azul, Nova Republica, Pajucara, Redinha, Vale Dourado e

Potengi na regido Norte, além do Planalto na regido Oeste.
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Natal

Figura 5. Local do estudo

3.3. Populacao Estudada
3.3.1. Identificacdo dos individuos da coorte

3.3.1.1. Critérios de Incluséo: Os sujeitos oriundos do estudo familiar
gue possuiam resultado anterior do teste de Montenegro e analise soroldgica
para presenca de anticorpos antileishmania, residentes nas areas atualmente
caracterizadas por transmisséo de infeccdo por L. infantum chagasi.

3.3.1.2. Critérios de Exclusdo: Individuos com historia atual de LV,
passado ou presente de leishmaniose cutanea, doenca de Chagas ou ainda
aqueles que ndo quiseram realizar coleta de sangue ou o teste de Montenegro.
3.3.2. Identificacdo dos individuos do estudo caso controle aninhado.

Os individuos identificados, cujo DTH mostrou alteracdo (DTH + para

DTH-) durante o seguimento das visitas, tiveram coletada uma aliquota de
sangue adicional para estudos imunologicos. Uma vez identificado o caso, 0

préximo individuo mantenedor da resposta DTH +, bem como o mantenedor de
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DTH — ou aquele com passado de leishmaniose visceral foram selecionados

como controles pareados.

3.4.Coleta de dados epidemiol6gicos e amostra sanguinea da coorte

Ap6s a selecdo dos participantes, que preencheram os critérios de
inclusédo, foi lido o termo de consentimento livre e esclarecido (apéndice 2).
Para os individuos selecionados no estudo e que assinaram o termo de
consentimento, foram aplicados os questionarios individuais padronizados
(apéndice 1). As coletas dos dados foram feitas exclusivamente pelo autor do
projeto.

As variaveis estudadas foram divididas em: 1) demograficas: sexo,
idade, tempo de moradia, mudanca de domicilio, nimero de pessoas
residentes no domicilio; 2) resposta imune recente a coinfeccdo por outros
agentes nos ultimos 15 dias, caracterizada pela presenca de febre, perda de
peso, anorexia, tosse, dor muscular, diarréia, outros sintomas infecciosos, além
de diagnéstico médico de infeccdo recente; 3) comorbidades: hipertenséo
arterial sistémica, insuficiéncia cardiaca congestiva, diabetes, tuberculose,
hipotiroidismo, gravidez, AIDS, hanseniase, helmintiases, desnutricdo,
neoplasia, doenca reumatica e/ou uso de medicacBes imunossupressoras; 4)
exposi¢cdes recentes a antigenos em vacinagdes pregressas: sarampo,
poliomielite, febre amarela, tétano, hepatite B, rubéola, influenza e BCG; 5)
risco de exposicdo ao flebotomineo: tipo de moradia, residéncia proxima a area
de vegetacdo e presenca de animais no peridomicilio; 6) presenca de
reservatérios (humano e canino) e vetores para L. infantum chagasi na

localidade.
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Todos os participantes foram submetidos a avaliacdo nutricional de peso
e altura para afericido do indice de Massa Corporal (IMC) (181;182). As
medidas de peso e altura foram obtidas por aparelhos padronizados e
mensuradas por um pesquisador treinado. Uma balanca digital de pesagem,
com precisao de 100 gramas e uma capacidade de 150 kg (Plenna, S&o Paulo,
Brasil) foi utilizada para medir o peso. A altura foi medida com um antropdmetro
portatil (Invicta Education, Leicester, United Kingdom) com uma precisao de 0,1
cm. Nas criancas e adolescentes menores de 15 anos, peso para a idade,
estatura para idade, relacdo peso/altura e escores z, para indice de massa
corporal, foram calculados utilizando-se Epi-Info software, versdo 3.4.1
(Atlanta, GA-2000-Centers for Disease Control and Prevention).

Para os maiores de 16 anos de idade, também foram mensuradas as
dobras cutaneas para efetuar a avaliacdo da composicao corporal (calcula a
massa de gordura corporal) (183) por meio de adipémetro (Lange Skinfold
Caliper, Beta Technology, EUA), além das medidas de circunferéncia
abdominal e da relagéo cintura-quadril por meio de fita métrica com precisao de
0,1cm.

Os individuos com sintomas clinicos foram submetidos a exame fisico
para avaliacdo diagndstica de quaisquer outras comorbidades que pudessem
interferir na resposta imune. Os individuos com problemas de saude
encontrados foram referenciados aos centros de salde para tratamento
adequado ou, quando possivel, foram resolvidos pela equipe de campo. Os
individuos receberam os resultados dos exames laboratoriais, de hemograma

com contagem de plaquetas, durante a visita para leitura do DTH. Todos os
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dados clinicos foram registrados no questionario, incluindo o estado de saude
atual.

Finalizando a visita, foram coletados 10 ml de sangue em veia periférica
e estocados em tubos Vacutainer® secos e com EDTA para a avaliacéo
laboratorial dos anticorpos antileishménia e realizagdo de hemograma com
contagem de plaquetas, respectivamente. Os soros foram obtidos apos
coagulacdo em temperatura ambiente, posteriormente armazenados em tubos

Eppendorfs® e congelados a —20° C até a realizacéo do teste.

3.5.Amostra sanguinea para avaliagdo imune do estudo caso-
controle
Para essa avaliacédo, foram coletados adicionalmente 15 ml de sangue
em veia periférica e estocados em tubos BD Vacutainer® Plus com Heparina
de Sodio para posterior mensuracdao das citocinas e quimiocinas, conforme

explicitado adiante.

3.6.Definicdo de infeccdo por Leishmania

3.6.1. Diagnostico de infeccdo por Leishmania utilizando extrato
soluvel de antigenos, obtidos de promastigotas de Leishmania
chagasi (SLA)

A presenca de anticorpos antileishmania no soro dos individuos foi

realizada por ELISA, utilizando antigenos solUveis de L. infantum chagasi
(184). Os antigenos foram diluidos em tampao carbonato (15mM) bicarbonato

(28mM) pH 9,6, sendo aplicados & microplaca (Falcon Probind, cat. n 3915) e
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incubados por 18 horas, a 4°C. Apds a incubacgéo, o excesso de antigeno foi
removido por lavagem, e o tampdo de bloqueio (PBS/Tween20 1%) foi
adicionado e mantido por 1 hora, a temperatura ambiente. Em seguida, a
placa foi lavada 4 vezes com PBS/Tween20 0,1% e os soros dos pacientes e
dos controles negativos, diluidos em PBS, foram aplicados nas diluicbes de
1:100, 1:500, 1:1000 e 1:10000, sendo incubados por 1 hora, a temperatura
ambiente. Subsequentemente, procedeu-se a remocao do soro e a lavagem
dos pocos, conforme descrito anteriormente. ApOs essa etapa, 0 anticorpo
secundario (conjugado anti-lgG-peroxidase, diluido 1:4000) foi adicionado e
incubado por 1 hora. O excesso de anticorpo secundario foi, entéo,
desprezado, e a placa foi novamente lavada, nas mesmas condicOes
anteriores, para aplicacado do substrato (peréxido de hidrogénio), na presenca
do cromogeno (ABTS, 0,001 mM) diluido em tampé&o citrato (29,3 mM)-fosfato
(41,1 mM, pH 4.2). A reacao permaneceu a temperatura ambiente por 1 hora,
guando foi interrompida pela adicdo de SDS 5%. A intensidade da cor
desenvolvida é proporcional a quantidade de anticorpo presente na amostra. A
densidade optica foi lida a 405nm (Titerteck Instruments, Inc., Huntsville, AL,
EUA), com posterior estabelecimento de um ponto de corte, que corresponde
a média das absorbancias dos soros controles negativos na diluicdo 1:500 e

1:100 mais trés desvios padroes.
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3.6.2. Diagnostico de infeccdo por leishméania utilizando o teste de

hipersensibilidade tardia-DTH (teste de Montenegro)

Para avaliar a imunidade celular especifica, foi realizado o teste de
Montenegro (DTH), utilizando-se antigeno de leishmania produzido pelo
Centro de Produtos e Biolégicos (CPPI, Curitiba/PR). Cada frasco ampola
com 1 ml contém suspensao de Leishmania (Leishmania) amazonensis
(cepa de referéncia OMS MHOM/BR/73/PH8), na concentracao de 40ug/mi
de nitrogénio proteico.

O frasco foi agitado por 30 vezes antes de usado, retirado o lacre
central, feita a assepsia da parte exposta da rolha com solugcdo anti-séptica
(alcool a 70%), perfurando a rolha com agulha de insulina e retirando-se 0,1
ml do antigeno.

Apoés a preparacdo da seringa, procedeu-se a assepsia da pele do
paciente, no local da aplicacdo, com solugcédo antisséptica, onde foi injetado
0,1ml do antigeno via intradérmica na face anterior do antebrago, 2 a 3 cm
abaixo da dobra do cotovelo (dobra antecubital), e observada a elevacédo ou
papula de £1 cm ocorrida no momento da inoculacéo, no local da aplicagao.
A aplicacdo foi realizada logo depois de retirado o antigeno do frasco,
evitando que a suspensdo sedimentasse no frasco e/ou na parede da
seringa.

O teste foi realizado pelo autor da tese (Hénio Lacerda), bem como a
leitura, que foi efetivada entre 48 a 72 horas apds a inoculagao, utilizando-se
a técnica da caneta esferografica para medir a enduracdo (140). Nessa
técnica, € exercida pressdo moderada, tracando lentamente uma linha com

uma caneta a partir de um ponto exterior, que dista 1 a 2 cm da area de
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inoculacdo, até encontrar resisténcia. Quando encontrada resisténcia, foi
levantada a caneta da pele e observado o ponto (cacifo) indicando um dos
limites da enduracao que foi medida. Repetiu-se a mesma operacgao no lado
oposto da enduragdo. Desta forma, permitiu-se visualizar as bordas da
enduracao ou papula, cujo didametro pode-se determinar medindo a distancia
entre as linhas opostas.

A reacdo foi considerada negativa quando houve auséncia de
gualquer sinal no ponto de inoculacdo ou presenca de uma papula ou nédulo
com menos de 5 mm de diametro. Reacdo positiva foi considerada na
presenca de uma papula ou nodulo, igual ou superior a 5 mm ou ulceragao.

O teste foi realizado com no minimo um ano do anterior, para evitar o
efeito “booster”, em que a repeticdo de testes em curto espaco de tempo
pode amplificar as reacdes subsequentes, transformando em reatores fortes

os individuos inicialmente pouco reatogénicos..

3.7.Determinacdao de citocinas e quimiocinas

Células mononucleares do sangue periférico (PBMCs), oriundas do
sangue venoso heparinizado, de individuos do estudo caso-controle, foram
purificadas e conservadas com estimulagdo com antigenos de L. infantum
chagasi para determinar o perfil das citocinas e quimiocinas quanto ao
respectivo grupo estudado. Nesse ensaio, foram transferidos 10 ml de sangue
heparinizado (~160ul Heparina/10ml de sangue) para um tubo cénico de 50 mL
e adicionada igual volume de solucdo salina estéril, sendo entédo
homogeneizado. A essa solucédo, foram adicionados, com cuidado, 10 ml do

reagente Ficoll-Paque na parte inferior da mistura e centrifugado a 1600 rpm
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por 30 minutos em temperatura ambiente. Foi em seguida removida
suavemente a camada mononuclear com uma pipeta de 10 ml, transferindo-a
para um tubo conico de 50 ml e adicionado solugdo salina para preencher o
tubo. Posteriormente, foi centrifugada a 4°C, em 1400 rpm por 13 minutos,
sendo entdo desprezado o sobrenadante e homogeneizado com o vortex
suavemente, repetindo-se essa etapa por mais 2 vezes. A camada
mononuclear obtida foi diluida na propor¢cao de 20ul:400ul de células:salina e
contada na camara de Neubauer, sendo calculado o volume para 1.0 x 10’
cells/ml. Na placa de 96 pocos, foram colocados, por poco, 140 uL de RPMI
suplementado (10% soro AB negativo e 100ug/mL streptomicina/gentamicina),
40uL das células, 20 pL de SLA a 100ug/ml (no pogo ficou 10 pg/ml) e
incubados a 37 °C, com 5% de CO; para 72hs. Apés esse tempo, foi aspirado
0 sobrenadante de cada poc¢o e armazenado a -80°C em tubos Eppendorf®,
antes da realizacdo do experimento.

A deteccdo e quantificacdo das diferentes citocinas (IL-4, IL-6, IL-7, IL-
10, IL-12, TNF-a e IFN-y) e quimiocinas (CXCL9/MIG e CXCL10/IP-10) foram
obtidas por ensaio comercial multiplex (Luminex® Extracellular Assay Protocol,
Invitrogen Corporation) realizado no laboratorio do Departamento de Medicina
Interna, Microbiologia e Epidemiologia da Universidade de lowa, na cidade de
lowa, EUA. A tecnologia Luminex € uma matriz de citometria projetada para
realizar simultaneamente varias andlises, usando contas espectralmente
distintas em um unico poco de uma microplaca, utilizando-se volumes de
amostra muito pequena (isto €, tdo pouco como 25 microlitros) e ja utilizada na
analise de secrecdo citocinas e quimiocinas induzidas por amastigotas de

leishméania (185;186).
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Por essa tecnologia, anticorpos monoclonais especificos para as
citocinas e quimiocinas estudadas sdo acoplados a microesferas (Invitrogen
catalog, em www.invitrogen.com/luminex). Igual nimero de conjuntos de micro
esferas acopladas € combinado para cada ensaio. Apdés a introducdo do
sobrenadante, contendo as interleucinas, elas se acoplam aos anticorpos
monoclonais anti-interleucinas especificos. Seguidamente, s&do colocados
anticorpos de deteccao biotinilados (acoplados com Biotina) e, finalizando a
reacdo, é adicionado um conjugado de estreptavidina com R-ficoeritrina (SAV-
RPE), em que a estreptavidina € uma proteina purificada a partir do
Streptomyces avidini, que possui uma afinidade extremamente alta pela biotina,
e a R-ficoeritina € uma proteina fluorescente, pertence a familia
ficobiliproteinas, uma familia de proteinas altamente sollveis e fluorescentes
derivados de cianobactérias e algas eucaridticas. Dessa forma, ao final da
reacao, niveis de citocinas nos soros dos pacientes sdao quantificados, com

este procedimento de imunoensaio, pela medicdo da fluorescéncia em uma

estacédo BioPlex (Bio -Rad Laboratories, Hercules , CA).

3.8.Analises clinicas e sorolégicas caninas para deteccdo de
potenciais reservatorios de leishmanias

Foram realizadas avaliacGes clinicas, exame fisico e sorologias para

deteccédo de reservatérios caninos nos domicilios dos entrevistados, escolhidos

aleatoriamente, em 26 (63,4%) dos 41 bairros estudados. As analises caninas

e coletas de sangue dos animais foram realizadas exclusivamente pela médica

veterinaria Paula Viviane Queiroz, como parte de sua tese de doutorado. Sinais

e sintomas sugestivos de calazar canino foram investigados em questionario
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padrdo (anexo 1) com posterior exame fisico. Por fim, foi realizada coleta de
amostra sanguinea para diagnostico de infeccdo por leishméania utilizando
extrato sollvel de antigenos, obtidos de promastigotas de Leishmania chagasi
(SLA), em protocolo semelhante ao realizado para investigagdo humana

supracitado.

3.9.Armazenamento dos dados

Os questionarios foram armazenados para cada individuo no programa
Microsoft Acess®, que é um programa responsavel pelo armazenamento de
dados em forma estruturada utilizando uma linguagem especifica SQL
(Structured Query Language), padronizada pela ANSI (American National
Standard Institute) para banco de dados. Os participantes foram identificados
por um Numero de ldentificacdo do Paciente (PID), gerado quando ele entrou
no estudo e por um Numero de Identificacdo no Estudo (SID).

3.10. Analise dos dados e tamanho de amostra

Os participantes do estudo foram seguidamente avaliados quanto a
resposta imune (DTH e sorologia), em relacdo a primeira visita, realizada em
estudo familiar, conforme mencionado. Esses dados serviram para verificar os
parametros epidemioldgicos envolvidos com a resposta DTH, como também
suas influéncias na mudanca dessa resposta e dos titulos de anticorpos ao
longo do tempo e se o padrdo responsivo corresponde aos determinantes
imunoldégicos do perfil Th1/Th2.

Para determinar a histéria natural e os mecanismos envolvidos na
manutencdo da resposta a antigenos de leishmania, o ponto final (“Endpoint”)

foi a aquisicdo dos dados das varidveis estudadas com a resposta DTH nas
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visitas sequenciais realizadas. De outra forma, para determinar se a
manutencdo ou perda do DTH est4 associada com citocinas e quimiocinas do
tipo Thl e/ou Th2, o “Endpoint” foi a aquisicdo dos dados individuais das
respectivas mensuracdes entre os fendtipos distintos.

Com base em dados clinicos, sorolégicos e imunolégicos, a populacao
estudada, na primeira e segunda visita, foi caracterizada em quatro fenétipos, a
saber:

1. LV: Paciente com histéria pregressa de LV.

2 .DTH+: Individuo que apresentou autorresolucdo da infeccédo, detectado
por positividade ao teste de hipersensibilidade tardia a antigenos de
leishmania, sem histéria de tratamento para leishmaniose.

3. Ac+ (DTH-/Anticorpo +): Individuo com teste de hipersensibilidade tardia
a antigenos de leishmania negativo e sorologia positiva (presenca de
anticorpo antileishmania no soro). Este grupo de individuos provalvemente
teve infeccdo recente podendo evoluir para qualquer um dos fenotipos
indicados (21;72).

4. DTH- (DTH-/Anticorpo-): Individuo residente na area endémica para LV,
sem sinais de infeccéao.

Para as investigacbes de fatores epidemioldégicos ambientais e
individuais envolvidos na resposta celular humana, andlises univariadas foram
realizadas em casos e controles estratificados de acordo com exposicdo a
L.infantum chagasi, conforme resposta DTH da visita de seguimento. No
estudo de coorte, fatores relacionados com a resposta DTH foram avaliados, e
testes estatisticos foram realizados no subgrupo dos individuos nos quais o

status do DTH modificou-se e nos individuos controles.
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Na analise de citocinas e quimiocinas, correspondentes aos respectivos
padroes de resposta Thl1l/Th2, foram comparados valores quantitativos
observados em duas analises. A primeira andlise levou em conta o valor das
citocinas e quimiocinas nos pacientes com DTH positivo ou negativo. Na
segunda andlise, esse valores foram comparados nos grupos compostos por
grupo estudo (DTH + que perderam suas respostas) e grupos controles (DTH +
e DTH — que mantiverem o padrao de resposta e LV), de acordo com o status
do DTH ao longo do tempo ou com passado de leishmaniose visceral.

As informacdes do estudo de coorte foram analisadas utilizando-se o
banco de dados do programa SPSS © (Statistical Package for the Social
Sciences) verséo 11.5 para Windows. O intervalo de confianga foi de 95% (1-
alfa) e o poder de 80% (1-beta). No estudo caso-controle, comparacdes
estatisticas foram realizadas com o auxilio de GraphPad Prism versao 4.01
para Windows (Graph-Pad Software, San Diego, CA).

Para caracterizacdo da amostra, nos diferentes fendtipos encontrados,
foram efetuadas andlises das variaveis quantitativas utilizando-se média e erro
padrdao (EP). No calculo dos valores para SLA, por serem realizados em dois
momentos e possuirem “cut offs” diferentes, utilizou-se analise logaritmica da
razao entre o valor encontrado e o valor “cut off” usado nos experimentos.

No estudo de coorte, para a associacdo de varidveis dicotbmicas e o
resultado do teste de Montenegro (positivo ou negativo) usaram-se os testes de
qui-quadrado e o exato de Fisher, que determinaram as diferencas
estatisticamente significativas entre as proporcées de dados que ndo possuem
distribuicdo normal. O qui-quadrado é um valor da dispersdo para duas

variaveis de escala nominal. Ele nos diz em que medida os valores observados
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se desviam do valor esperado, caso as duas varidveis nao estivessem
correlacionadas. Quanto maior o chi-quadrado, mais significante € a relacao
entre a variavel dependente e a variavel independente. O teste exato de Fisher
€ basicamente um qui-quadrado, usado na andlise de dados categoriais em

gue as amostras séo pequenas (com 20 dados ou menos).

Na associacdo de variaveis quantitativas com o resultado do teste de
Montenegro, foi usado o teste de ANOVA (andlise de variancia) a fim de
determinar diferencas estatisticamente significativas entre médias de dados
com distribuicdo normal e os testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis para os
dados que nado possuem distribuicdo normal. A andlise de variancia visa
fundamentalmente verificar se existe uma diferenca significativa entre as
médias, e se os fatores exercem influéncia na variavel dependente. O teste de
Mann-Whitney avalia se duas amostras (observacdes) independentes, que néo
possuem distribuicdo normal, sdo igualmente elevados, enquanto que o
Kruskal-Wallis é usado para comparar trés ou mais grupos de dados da

amostra.

O coeficiente de correlacdo de Spearman foi utilizado para a verificacdo
da medida de associacdo entre variaveis continuas e mensuracao do teste de
Montenegro em milimetros. O sinal da correlacdo de Spearman indica a
direcdo da associacdo entre X (variavel independente) e Y (variavel
dependente). Se Y tende a aumentar quando X aumenta, a correlacdo de
Spearman € positiva. Se Y tende a diminuir quando X aumenta, a correlacao de
Spearman é negativa. A correlacdo de Spearman de zero indica que ndo ha

tendéncia de Y aumentar ou diminuir, quando X aumenta.



55

Para andlise da variagdo DTH nos dois momentos, em fungéo dos fatores
epidemiologicos estudados, foram ajustados modelos de regressao logistica
com resposta multinomial, ou seja, a resposta indica a variagdo ocorrida no
status DTH, no estudo coorte entre os dois momentos de avaliagdo. O DTH é
classificado nas seguintes categorias: Positivo — DTH manteve-se positivo;
Positivaram — DTH mudou de negativo para positivo; Negativo — DTH manteve-
se negativo; e Negativaram — DTH mudou de positivo para negativo. Como
variaveis independentes ou explicativas, foram considerados os fatores
epidemioldgicos ambientais e individuais estudados.

Em geral, quando se usa regresséo logistica multinomial, escolhe-se uma
das categorias da variavel resposta como categoria de comparacéao,
frequentemente a ultima, e obtém-se razbes de risco relativo (exponenciais dos
coeficientes B;) separadamente para cada uma das demais categorias em
funcdo dos niveis de cada variavel explicativa. Entdo, Exp(B;) representa a
mudanca na odds: de estando na categoria j da variavel dependente versus a
categoria de comparacdo, associada com um incremento sobre a variavel
independente.

Modelo: Para uma amostra de n individuos com variavel resposta Y com J
categorias e L varidveis explicativas X, entdo o log da razdo da probabilidade

do individuo i ser classificado como Y; e como Y é dado pela formula
Y . (i ;
logit\p; ] =log [—) = fg; + Xy 5% + erron,
4 \BiJ ¢ - S0 -
onde x; € o valor assumido pelo individuo i em relacdo a variavel |.

No estudo caso-controle, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis para

analise da associacdo de dados que ndo possuem distribuicdo normal dos
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niveis de citocinas e quimiocinas entre grupos estudados. Os valores de
P<0,05 foram considerados significativos.

O tamanho amostral da coorte foi baseado em uma analise piloto, em
gue havia a estimativa da manutencéo de resposta DTH em 66% entre 0s
expostos e em 50% entre 0os ndo expostos. Sao, portanto, necessarios, 320
individuos para detectar um risco relativo de 1.32 para fatores de exposicao
com um intervalo de confianca de 95% (1-alfa) e o poder de 80% (1-beta).
Desta forma, esperar-se-ia que aproximadamente 10% dos individuos
modificassem seus padrbes de DTH durante o periodo de seguimento do
estudo. Baseada nesse calculo, a amostra da coorte foi composta de 331
individuos e oriunda do estudo familiar anteriormente realizado com 1.106
participantes (figura 6) (21), dos quais 135 (12%) tinham LV anterior ou no
momento do estudo, 390 (35%) possuiam infeccdo assintomatica com
autorresolucéo, e 21 (1,9%) apresentavam evidéncia de infeccéo assintomatica

recente (tabela 1).

Tabela 1. Numero de familias e individuos de acordo com a evolucéo diante a
infeccéo por leishméania. Adaptado de Jerdnimo, S.M.B. et al. Scand J Infect

Dis 36: 443-449, 2004.

Grupo Numero de Individuos e fenétipos Total
familiares®  familias®
LV DTH+ Ac+ DTH-
1 35 3 57 0 87 147
2 (LV) 124 132 239 7 249 627
2 (ndo-LV) 57 0 94 14 224 332
Total 216 135 390 21 560 1106

& Amostra 1: selecionados randomicamente em um Gnico bairro endémico; Amostra 2 LV:

familias com casos de LV hospitalizados; Amostra 2 ndo LV: vizinhos préximos de familias LV

gue tinham criancas. °Estes valores representam o niimero de familias para quem a
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informacao foi suficientemente obtida para determinar um fenotipo.

Estudo familiar Amostrainicial estudo coorte

-
LV =135 LV=51

(. J \& J

-
DTH+ = 390 - DTH + = 153

(. J \& J

Total 1106

~N
J/

-
Ac+=21 Ac+ =8

(. J \& J

, r
DTH- =560 - DTH- =119

(. J \ J

Total = 331
Figura 6. Fluxograma da amostra constituida no estudo de coorte a partir de

estudo familiar anteriormente realizado

Para o estudo caso-controle do perfil imune, relacionados com a
resposta DTH, foi selecionado, entre os 331 individuos arrolados da coorte, um
minimo de 10 individuos de cada um dos quatro grupos anteriormente
mencionados. Assim, a amostra ficou composta de quatro grupos com 16
individuos apresentando passado de LV, 11 com manutencé&o da resposta DTH
(DTH+/+), 10 com perda da resposta DTH (DTH+/-) e 16 com auséncia de

infeccéo para leishméania (DTH-).

3.11. Consideracbes éticas
Todos os detalhes do protocolo foram cuidadosamente discutidos com

todos os sujeitos, que foram convidados a participar do estudo. O termo de
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consentimento livre e esclarecido foi utilizado (anexo 2), ou seja, 0s pacientes
foram questionados se consentiam em participar de ambos os estudos. Os
individuos (ou familiares ou guardides legais dos sujeitos menores de 18 anos
de idade) foram convidados a ler ou, nos casos de analfabetos, a ouvirem a
leitura do termo de consentimento e a assinar o consentimento informado
aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte (CEP-UFRN) e Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).
Cada sujeito teve a oportunidade de questionar suas duvidas sobre o estudo, e
s6 fizeram parte do estudo aqueles que assinaram o termo de consentimento
pos-informagao.

Todas as informacdes dos pacientes e de suas familias foram mantidas
sob sigilo e séo acessiveis apenas a equipe do projeto. Em linhas gerais, foram
coletados dados epidemiologicos através de entrevistas dos individuos ou dos
responsaveis, quando se tratou de criancas ou de pessoas inabilitadas. Esses
dados foram armazenados em fichas e em bancos de dados mantidos no

Laboratério de Imunogenética do Departamento de Bioquimica da UFRN.
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4. RESULTADOS

4.1.Caracteristicas demogréficas da populacdo estudada

Foram analisados 331 individuos, que preenchiam critérios de inclusao.
O percentual dos individuos, de acordo com o municipio de residéncia, foi

distribuido conforme figura 7.
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13% 11% 7% Tour
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15%
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Figura 7. Distribuicdo percentual dos participantes de acordo com 0 municipio

de residéncia

Quanto ao sexo, houve predominancia do feminino com N=191 (57,7%)
e masculino N= 140 (42,3%). A idade mediana dos participantes foi de 20 anos
(IQrR=12-41). A idade minima foi de 4 anos e maxima de 89 anos, sendo que
73 % dos individuos tinham menos de 40 anos. A distribuicdo por faixa etéria
em quinquénios apresentou-se conforme figura 8. Duzentos e setenta e quatro

(82,8%) pessoas ndo tinham mudado de endereco entre a primeira e segunda
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visita da coorte. O numero de residentes por domicilio variou de 1 a 14
pessoas, com uma mediana de 05 moradores (IQR=4-8). O tempo de moradia
no domicilio variou de 1 més a 70 anos, com uma mediana de 10 anos (IQR=8-

14).
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Figura 8. Distribuicdo por faixa etaria em quinquénios e curva normal dos

entrevistados

4.2. Frequéncia dos possiveis fatores influenciadores da resposta

imune celular nos individuos pesquisados

A frequéncia de possiveis fatores relacionados com alteracdo da
imunidade na populacdo estudada estd disposta na tabela 2. O nimero da
amostra sofreu variacdo devido a ndo obtencdo de resposta de algumas
variaveis guestionadas. Sintomas clinicos nos ultimos quinze dias antes da

entrevista, que pudessem interferir nas analises imunolégicas, foram
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guestionados em 329 individuos. Dentre o0s entrevistados, 73 (22,2%)
afirmaram possuir algum sintoma de adoecimento. A tosse estava presente em
45 (13,6%) pessoas, seguidas por febre 33 (10%), anorexia 25 (7,6%), dor
muscular 22 (6,6%), perda de peso 12 (3,6%), diarréia 8 (2,4%). Vinte e trés
(31,5%) individuos com sintomas clinicos procuraram assisténcia médica,
sendo diagnosticado sindrome gripal em todos os pacientes.

A presenca de comorbidades foi avaliada em todos os individuos:
hipertenséo arterial sistémica esteve presente em 28 (8,5%), insuficiéncia
cardiaca em 2 (0,6%), diabetes em 8 (2,4%), AIDS em 1 (0,3%), doenca
reumatica (artrose) em 4 (1,2%), uso de corticoide sistémico em 1 (0,3%) dos
entrevistados.  Outras  condicbes, como  tuberculose, neoplasias,
hipotireoidismo, hanseniase, medicamentos imunossupressores e gravidez,
nao foram encontradas na populagéo estudada.

Imunizacdo para tuberculose com uso de BCG, comprovada por cartao
de vacina, foi avaliada em 76 (23%) dos individuos inclusos no estudo. Eles
tinham entre 05 e 27 anos de idade, enquanto que 63,2% situavam-se entre 10
e 19 anos de idade. A média de idade dos comprovadamente vacinados foi de
11,3 (xDP 3,5) anos. O tempo entre a realizacdo da BCG e a realizacdo do
teste de Montenegro, durante a segunda visita da coorte, variou de 0 a 23
anos. A média de tempo foi de 11,1 (+ 3,8) anos. Outras imunizacoes,
realizadas nos ultimos seis meses, foram avaliadas em 326 individuos, sendo
afirmativa em 51 (15,6%). Em ordem de frequéncia, a imunoprofilaxia para
gripe foi aplicada em vinte e dois participantes, para tétano em dezenove, para

hepatite B em oito, para sarampo e polio em uma crianca.
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Tabela 2. Frequéncia de possiveis fatores relacionados com alteracao da

imunidade na populagéo estudada

Sintomas clinicos n= 329* Sim %
Febre 33 10,0
Tosse 45 13,6
Perda de peso 12 3,6
Anorexia 25 7,6
Dor muscular 22 6.6
Diarréia 8 2,4
Co-morbidades n= 331*
HAS 28 8,5
AIDS 2 0,6
Artrose 4 1,2
Corticoide sistémico 1 0,3
Imunizagdes recentes n=326*
Uma dose 38 11,7
Duas doses 10 3,1
Quatro doses 1 0,3

* n amostral variou de acordo com nimero de resposta obtidas.

4.3.Frequéncia dos fatores epidemioldgicos analisados nos

individuos pesquisados

Habitavam em casas de alvenaria 282 (85,2%) dos entrevistados; e 49
(14,8%), em casas de taipa. Essas habitacbes eram em areas proximas a
vegetacdo densa (até 1.000m), em locais com vazios urbanos, para 284
(85,8%) dos participantes. Um total de 237 (71,6%) pessoas moravam a menos
de 50 metros desses locais.

Quanto a percepcado, pelos participantes, de fatores epidemioldgicos
relacionados a transmissdo da leishmaniose nas areas estudadas, a presenca
de cades de aspecto doente nas proximidades da residéncia, nos ultimos seis
meses, foi reportada por 232 (70,1%) entrevistados. Trinta e cinco (10,6%)

individuos afirmaram a presenca de caso de cdes notificados com
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leishmaniose, pela Secretaria Municipal de Saude, na vizinhanca, embora
ninguém referisse notificagbes em suas residéncias. O relato de notificacdo de
flebotomineos, pelos agentes de endemias, em suas residéncias foi feito por
apenas quatro individuos (1,2%). Casos recentes de calazar na vizinhanga,
considerando os Ultimos seis meses, sabidamente existentes, foram relatados
por 25 (7,6%) dos entrevistados. Apenas um participante afirmou a existéncia
de casos de calazar nos ultimos seis meses em sua residéncia. A distribuicdo
dos fatores epidemiolégicos relacionados com exposicdo a Leishmaniose
visceral encontra-se na tabela 3.

Juntamente com essas condicdes, 265 (80,1%) pessoas possuiam
animais no peridomicilio com uma mediana de 9 (IQR=3-22) animais (Tabela
4). Aves, do tipo galinaceo, foram prevalentes, estando presentes nas
residéncias de 193 (58,3%) entrevistados. A mediana da quantidade de
galinaceos foi de 12 (IQR=5,5-20) animais. Desses criadores, 90 (46,6%)
possuiam galinheiros em peridomicilio com distancia de 01 a 30 metros com
mediana de 8 (IQR=5-10) m. Em segundo lugar, vieram os cdes como animais
em contato peridomiciliar com 176 (53,1%) individuos, com uma mediana de
dois (IQR=1-3) animais. Os gatos estavam presentes como animais domeésticos
para 122 (36,8%) participantes, com uma mediana de um (IQR=1-3) animal.

Por fim, os suinos tinham contato com 30 (9,1%) dos entrevistados.
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Tabela 3. Frequencia dos fatores epidemiolégicos relacionados com exposi¢ao

a leishméania presente nos entrevistados

Condicao Sim %
Tipo da casa

Alvenaria 282 85,2

Taipa 49 14,8
Casa préxima a vegetacdo (< 1000m) 284 85,8
Distancia da vegetacao

<50m 237 71,6

>250e <500 m 36 10,9

> 500 e < 1000m 11 3,3

>1000m 20 6,0
Observa caes doentes proximos a residéncia 232 70,1
Refere cdes com calazar proximos a residéncia 35 10,6
Refere flebotomineos encontrados na residéncia 4 1,2
Refere casos LV na vizinhanca 25 7,6
Refere casos LV na residéncia 1 0,3

Tabela 4. Presenca de animais nos peridomicilios e mediana (IQR) encontrada

Sim % Mediana (IQR)’
Animais em peridomicilio 265 80,1 9 (3-22)
Galinhas 193 58,3 12 (5,5-20)
Caes 176 53,1 2 (1-3)
Gatos 122 36,8 1(1-3)
Suinos 30 9 1(1-4)

* IQR = intervalo interquartil
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Foram realizadas avalia¢des clinicas, exame fisico e sorologias para
deteccdo de anticorpos para antigenos sollveis de Leishmania (SLA) em 184
cées de 26 (63,4%) dos 41 bairros estudados. Reacdes soroldgicas positivas
foram encontradas em 65 (35,3%) cées examinados. Oitenta e um (24,5%)
individuos possuiam contato com os cées analisados em seus domicilios. A
presenca de um céo soropositivo no domicilio estava presente em 37 (45,7%)
dos 81 individuos estudados e dois cdes soropositivos estavam presentes em 8
(9,9%). Caes sintomaticos foram encontrados em convivéncia com 32 (39,5%)
desse grupo de entrevistados.

Um total de 116 casos de LV humana foi notificado, nos ultimos seis
anos, pela Secretaria Municipal de Saude, em 30 (75,5%) dos 41 bairros
estudados. Esses bairros se localizam em 9 (90%) das 10 cidades inclusas.
Nesses bairros, residiam 302 (91,2%) dos 331 individuos estudados. O niamero
de casos por bairro variou de 1 a 9, com uma mediana de 3 (IQR=2-5). O
tempo entre as notificacbes e 0 nosso estudo teve uma mediana de 3 anos
(IQR=1-4).

4.4.Avaliacao nutricional dos pesquisados

A avaliacdo nutricional foi realizada para 270 (81,5%) dos 331
participantes. O indice de massa corporea (IMC) observado foi nhormal em 184
(68,1%), baixo peso em 11 (4,1%), sobrepeso 53 (19,6%), e obesos em 22
(8,1%) dos voluntarios (figura 9). Portanto, preocupante é o achado de que
27,7% dos individuos avaliados (75 de 270) apresentavam peso acima do
normal. Cento e vinte e dois adultos apresentavam risco de complicacdes
metabolicas em relacdo a circunferéncia abdominal e razéo cintura — quadril

(Tabela 5). A classificacdo quanto a esse risco foi ausente em 59 (48,4%),



66

aumentado em 28 (23%) e muito elevado em 35 (28,7%) dos avaliados. Com
relacdo a razdo cintura — quadril, o risco estava presente em 81 (66,4%)

individuos.
Baixo peso
4%

Sobrepeso
20%

Obeso
8%

Normal
68%

Figura 9. Proporcao de individuos entrevistados por classificacao de IMC

Tabela 5. Frequencia do risco de complicacdes metabdlicas, de acordo com
circunferéncia abdominal e cintura quadril, nos entrevistados

Avaliacao nutricional n=122 Sim %

Risco circunferéncia abdominal

Ausente 59 48,4

Aumentado 28 23

Muito elevado 35 28,7
Razao cintura quadril

Risco presente 81 66,4

Risco ausente 41 33,6
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Analises hematimétricas de eritrograma e leucograma foram realizadas
em 302 participantes (Tabela 6), considerando a faixa etaria e o sexo. A
hemoglobina média para os homens adolescentes e adultos, acima de 12 anos
(N=99), foi de 13,2 g/dl (DP + 1,8) com um hematécrito médio de 41,6% (DP +
5,4). As mulheres nessa mesma faixa etaria (N=137) tiveram uma hemoglobina
media de 12,3 g/dl (DP £ 1,2) e hematdcrito com mediana de 39% (IQR=37-
41). As criancas menores de 12 anos (N= 66) obtiveram hemoglobina média de
12,0 g/dl (DP * 1,31) e hematdcrito médio de 37,2% (DP * 3,6). Eosinofilia foi
encontrada nas criangas analisadas, em que houve uma mediana da contagem
relativa dos eosinofilos de 10% (IQR=4-14). Oitenta e sete por cento (58/66)
das criancas apresentavam valores acima de 3% de eosindfilos por contagem
de leucécitos totais. A mediana da contagem relativa de eosindfilos, na
populacdo adulta estudada, foi de 6% (IQR=3-12).

A presenca de anemia foi avaliada nos homens (Hb < 12,8 g/dl) e
mulheres (Hb < 11,3 g/dl) adultos e populagéo infantil abaixo de 12 anos (Hb <
11 g/dl). Nos homens adultos, a anemia foi presente em 31,3% (31/99) com
mediana de 11,8 g/dl (IQR=11,2-12,5). Nas mulheres adultas, em 15,3%
(21/137) com uma mediana de 10,8 (IQR=10,3-11). Na populacéo infantil, a
anemia estava presente em 31,8% (21/66). Ao todo, houve um total de 73
(24,2%) individuos analisados com niveis de hemoglobina abaixo da
normalidade de acordo com sexo e faixa etaria. A frequéncia percentual da
anemia nos homens e mulheres adultos e na populacao infantil esta na figura

10.
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Tabela 6. Dados hematimétricos, da serie vermelha e eosinéfilos, de acordo
com sexo e faixa etaria

Homens (n=99) Mulheres (n=137) Criangas <12a (n= 66)
Média (+ DP)* ou mediana (IQR)®
Hematocrito % 41,6% (£ 5,4). 39% (37-41) 37,2% (£ 3,6)
Hemoglobina g/dl 13,2 (£ 1,8) 12,3 (£ 1,2) 12,0 g/dl (= 1,31)
Eosinofilos % 6 (4-13) 6 (3-11) 10 (4-14)

* DP= desvio padrao, * IQR= intervalo interquartil
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Figura 10. Frequencia percentual encontrada de anemia nos adultos, de
acordo com sexo, e na populacao infantil

4.5.Marcadores de infec¢éo por leishméania e mensuracao de DTH

Na primeira visita, entre os anos 1996 a 2005, durante estudo familiar, o
diagnostico prévio de leishmaniose visceral, a intradermorreacdo de
Montenegro e sorologia foram analisados em 331 participantes, que se
classificaram entre os quatro fenétipos definidos. Desses, 51 (15,4%) tiveram
antecedentes de leishmaniose visceral: 153 (46,2%) eram DTH positivos; 8
(2,4%) tiveram anticorpos (AC) positivos, e 119 (35,9%) eram nao infectados

(LV/DTH/AC negativos).
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O estudo de seguimento foi realizado nos de 2005, 2007 e 2009. O
tempo de coorte entre a primeira e segunda visita variou de 2 a 10 anos,
conforme figura 11. Todos os individuos analisados na primeira visita foram
novamente classificados (Tabela 7). Desses, 51 (15,4%) foram mantidos com
passado de leishmaniose visceral, 193 (58%) eram DTH positivos, 8 (2,4%)
tinham anticorpos positivos e 80 (24,1%) eram nao infectados (LV/DTH/AC

negativos).
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Figura 11. Numero de individuos de acordo com o intervalo de anos da coorte

Tabela 7. Frequencia dos entrevistados, conforme os fenétipos, na primeira e
segunda visita da coorte

12 visita 22 visita
Classificacao fenotipica n (%)
LV 51 (15,4%) 51 (15,4%)
DTH + 153 (46,2%) 193 (58,3%)
DTH -/AC+ 8 (2,4%) 8 (2,4%)
DTH- /AC - 119 (35,9%) 79 (23,9%)
Total 331 331
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A variagdo de classificacdo fenotipica, entre as duas visitas, foi
verificada em 280 participantes, dos quais foram excluidos os 51 individuos
gue tinham passado de LV, j& que para esses o fenétipo ndo variou (Tabela 8).
Do total de 280, 129 (46,1%) mantiveram a resposta DTH (+/+), 24 (8,6%)
perderam a resposta DTH (+/-), 64 (22,8%) desenvolveram uma resposta DTH
(-/+), 5 (1,8%) tornaram-se soropositivos AC (-/+), 6 (2,1%) tornaram-se
soronegativos AC (+/-), 1 (0,4%) manteve-se soropositivo AC (+/+) e 51
(18,2%) mantiveram-se negativos em todos os parametros (ndo infectados).

Analisando o grupo dos entrevistados apenas com sorologia positiva
(AC+), um manteve-se positivo entre as duas verificagbes, cinco tornaram-se
sororreagentes e dois, antes DTH +, tornaram-se AC+. Entretanto, nenhum

desses tornou-se sintomatico durante o periodo do nosso trabalho.

Tabela 8. Variacao da classificacdo fenotipica dos individuos, entre as duas
visitas realizadas

Variacao fenotipica N %

DTH (+/+) 129 46,1
DTH (+/-) 24 8,6
DTH (-/+) 64 22,8
AC (+/+) 1 0,4
AC (+/-) 6 2,1
AC (-/+) 5 1,8
N&o infectados 51 18,2

Total 280 100
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Analisando apenas a resposta ao DTH com todos os entrevistados,
cento e oitenta (55,4%) inclusos possuiam, na primeira avaliagao,
intradermorreacao de Montenegro positiva, variando de 5 a 40 mm, com uma
mediana de 14 mm (IQR=10-20). No estudo de seguimento, 244 (73,7%) foram
reatores positivos, com enduracdo variando de 5 a 45 mm e mediana de 11
mm (IQR=7-15). A avaliacdo temporal quanto as respostas ao teste de
Montenegro, entre as duas analises, para os 331 inclusos no estudo (Tabela 9),
nos mostrou que 156 (46,1%) permaneceram positivos, 24 (7,3%) tornaram-se
DTH negativos, 89 (26,9%) positivaram e 62 (18,7%) permaneceram negativos.
A perda da resposta DTH, entre todos os positivos durante a primeira visita, foi
de 7,3% (24/331). Excluindo-se do total de positivos da primeira avaliacéo
(n=180) que também eram casos prévios de LV (n=27) e analisando-se apenas
os inicialmente positivos ao DTH assintomaticos (n=153), a perda da resposta
DTH ocorreu em 15,7% (24/153).

Dos 51 individuos com passado de LV, inclusos no presente estudo, 10
(19,6%) foram diagnosticados durante as visitas de campo realizadas na
primeira visita. Seus testes de Montenegro iniciais eram negativos e possuiam
uma enduracdo média de 4 mm. Quatro desses pacientes apresentaram
sintomas de LV no primeiro exame, cujos anticorpos antileishmania eram
positivos, sendo entdo admitidos e tratados em hospital de referéncia. Os
outros seis individuos, que eram assintomaticos e apresentavam anticorpos
negativos antileishmania, desenvolveram a doenca dentro de um ano apés a
visita inicial. Nesse grupo de 51 inclusos, 24 (47%) mostravam-se com DTH

negativos no momento da primeira visita.
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No seguimento, os individuos com passado de LV apresentavam idade
com mediana de 11 anos (IQR= 9-17) e 31 (60,8%) eram do sexo masculino.
Todos possuiam Montenegro positivo com uma média de enduracédo de 12 (DP
+ 4,5) mm. O tempo médio da coorte para esses participantes foi de 6,4 anos
(DP £ 2,0). O tempo entre o tratamento para LV e a realizacdo do teste de
Montenegro inicial variou de 0 a 6 anos, mediana de 2 anos (IQR=0-3),
enquanto que entre o tratamento e a analise de seguimento foi de 4 a 14 anos
com mediana de 8 anos (IQR=7-9).

A tabela 10 resume as caracteristicas dos individuos estudados quanto
ao sexo, aos niveis de SLA, ao tamanho do DTH e a idade, no momento da
primeira e da segunda medic¢des, de acordo com os fendtipos (LV sintomatica

ou infeccao assintomatica) ao longo do tempo.

Tabela 9. Variacao da positividade ao teste de Montenegro (DTH) nos
entrevistados, ocorrida entre as duas visitas realizadas

Variacédo do DTH N %

(+/+) 156 47,1
(-/+) 89 26,9
(-1-) 62 18,7
(+/-) 24 7,3

Total 331 100,0
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Tabela 10. Caracteristicas dos individuos estudados, quanto a absorbancia do extrato soltvel de antigenos (SLA), mensuracdo do DTH e idade, na
primeira e segunda visita da coorte, considerando LV sintomatica e infeccio assintomatica

Caracteristicas (n), média e EP

S LAl(l) @)

S LA2(1) (2

DTH1® mm

DTH 2% mm

Idade 1%

Idade2

Sexo masc
(n, %)

(10) 0.15 +0.57

(39) 0.47 +0.26

(10) 0.43 +0.48

(39) 0.61 +0.18

(10) 2.40 +2.00

(41) 8.85 +1.23

(10) 12.90 +1.90

(41) 12.76 +0.65

(10) 12.30 +7.03

(41) 9.12 +1.55

(10) 19.40 +7.09

(41) 15.39 +1.56

(10) 50.00%

(41) 63.41%

Fenotipos
Sintomaticos
LV
Recuperados
DTH +/+
) . DTH +/-
Assintoma-
ticos
DTH -/-
DTH -/+

(128) 1.51 +0.13

(128) 2.06 +0.29

(51) -1.72 +0.19

(64) -1.91 £0.20

(123) —0.85 +0.09

(24) -1.06 £0.16

(51) -1.24 +0.12

(64) -1.12 £0.10

(129)16.09 +0.68

(24) 8.63 +1.04

(51) 0.29 +0.14

(64) 0.28 +0.12

(129)13.40 +0.64

(24) 1.96 +0.41

(51) 1.20 +0.25

(64) 9.64 +0.82

(129)31.06 +1.68

(24) 18.75 £3.32

(50) 12.26 +1.97

(64) 18.92 +2.40

(129) 37.97 +1.68

(24) 25.42 £3.34

(50) 18.34 +2.06

(64) 25.89 +2.44

(129) 36.43%

(24) 41.67%

(51) 37.25%

(64) 46.88%

(1) média + EP, onde EP (SE =

- e CI(83%) = mean +1.965E) (2)log |
W

(5LA; )

“eur 0ff

SLA1: absorbéncia do extrato solivel de antigenos na primeira visita da coorte, SLA2: absorbancia do extrato soluvel de antigenos na segunda visita da coorte, DTH 1: mensuracdo do DTH na
primeira visita da coorte, DTH 2: mensuragéo do DTH na segunda visita da coorte, Idade 1: idade na primeira visita da coorte, Idade 2: idade na segunda visita da coorte.
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4.6.Andlises de correlacdo entre resposta ao teste de Montenegro e
niveis de anticorpos nos individuos com passado de LV quanto

ao tempo poéstratamento

A analise conjunta da resposta ao teste de Montenegro, em milimetros, e
dos niveis de anticorpos, por densidade Optica (D.O), de acordo com o tempo
pés tratamento, em anos, dos individuos com passado de LV mostra um
aumento concomitante no tamanho da enduracéao (Spearman r = 0,3, p = 0,03),
coincidindo com a diminui¢cdo dos niveis de anticorpos (Spearmanr = -0,5, p =

0,0003, Figura 12).
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Figura 12. Curvas lineares da resposta DTH e absorbancia de anticorpos em
individuos com leishmaniose visceral de acordo com o tempo pdstratamento
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4.7.Andlises univariadas entre fatores epidemioldégicos e resposta

DTH na visita de seguimento

4.7.1. Fatores demograficos

Quanto a influencia da idade, as andlises mostram uma associacao
significativa com a resposta DTH pelo teste Mann-Whitney (p = 0,001), em que
a mediana entre DTH+ foi de 25 anos (IQR=13-45) e nos DTH-, foi de 14
(IQR=10-31) anos (Figura 13). Excetuando-se aqueles com passado de LV,
gue possuiam mediana de 11 anos, a associacdo da idade permaneceu
significativa com (p=0,001), pelo teste Mann-Whitney, com uma mediana de 30
(IQR=16-50) anos para os DTH+ e de 14 (IQR=10-31) anos para 0os DTH-.
Essa associacao foi corroborada analisando-se o tamanho da enduracdo nos
DTH positivos (sem casos de LV) e a idade através da correlacdo de Spearman
(Spearman r=0,27, p =0,0002) (Figura 14). Como mostra a tabela 11, o sexo
ndo se mostrou associado com a positividade da reacdo DTH (y° = 1,47, p =
0,22). A mudanca de residéncia, embora todos permanecessem em areas de
transmissao de leishmaniose, ndo foi associada com a positividade da reacao

(x?= 0,0000359, p = 0,99).
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Figura 13. Mediana da idade dos individuos conforme resultado do DTH
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Figura 14. Curva linear entre DTH em mm e idade em anos

4.7.2. Sintomas clinicos
A presenca de sintomas clinicos de infecgdo, nos 15 dias antecedentes

a aplicacdo do teste, ndo foi associada com a resposta DTH (y? = 1,95, p =

0,38), como também nas andlises isoladas dos sintomas, como febre (y?
0,94, p = 0,33), tosse (x* = 1,33, p = 0,25), mialgias (x* = 0,15, p = 0,69) e

diarréia (y°= 2,4, p = 0,21 Fisher).

4.7.3. Antecedentes patoldgicos e imunizacdes

Nenhum dos antecedentes avaliados se mostrou associado com a
resposta DTH pelo teste exato de Fisher, como: hipertenséo arterial sistémica
(p=0,069), diabetes (p=1,0), insuficiéncia cardiaca (p=1,0), doenca reumatica
(p=0,57) e AIDS (p=1,0). A eosinofilia, como indicador de possiveis parasitoses
intestinais, ndo se associou com resposta ao teste (y° = 1,60, p=0,20). As
imunizacdes realizadas nos ultimos seis meses também ndo se mostraram

associadas com a resposta DTH (3° = 0,21, p = 0,64), bem como as anélises
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individualizadas de vacina para tétano (y= 1,49, p = 0,22), sarampo (p = 1,0),
poliomielite (p = 0,26) e gripe (p = 0,21), sendo as trés ultimas analises pelo
teste exato de Fisher. Entretanto, o histérico de calazar prévio foi fortemente
associado com a positividade da reacdo DTH, visto que todos os individuos
com esse diagndstico foram reatores na visita de seguimento (M-L y?= 34.43, p
= 0,00001).

4.7.4. Fatores nutricionais

Alteracdes metabdlicas, decorrentes de fatores nutricionais, mensurados
pela classificacdo do IMC (3 = 2,10, p = 0,55), bem como as avaliacdes na
populacdo adulta, de circunferéncia abdominal (3 = 4,95, p = 0,08) e relagéo
cintura-quadril (x*= 0,78, p = 0,37) n&do foram associadas com a resposta DTH.
Quando estratificadas apenas em dois grupos, se o0 individuo possui
classificacdo de IMC normal ou alterada (inclui baixo peso, sobrepeso e
obeso), ndo se observou influéncia sobre a resposta imune celular (= 0,95, p
= 0,32). As analises hematimétricas do eritrograma, abaixo dos valores normais
para a idade, que pudessem estar associadas com desnutricdo, classificadas
pela presenca ou ndo de anemia, igualmente n&o foram significativas (y° =

0,84, p = 0,77).
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Tabela 11. Andlises univariadas de acordo com a positividade da
intradermorre¢&o de Montenegro e fatores individuais

Variaveis

Demogréficas
Sexo masculino

Mudou de residéncia

Exposicédo a antigenos
Sintomas clinicos recentes
Febre
Tosse
Mialgias

Antecedentes mdrbidos
HAS
Diabetes
Parasitoses (eosinofilia)
Calazar

Imunizacdes recentes
Vacinas nos ultimos 6 meses
Vacina tétano
Vacina gripe
Nutricionais

IMC alterado
Anemia

Risco razao cintura-quadril
presente*

Risco circunferéncia abdominal*

Reacdo DTH
Negativa Positiva
Total* n* (%) Total® n* (%) Valor de p
87 32 (36,8) 244 108 (44,3) 0,22
87 15 (17,2) 244 42 (17,2) 0,99
87 23 (26,4) 244 50 (20,7) 0,38
87 11 (12,6) 244 22 (9) 0,33
87 15 (17,2) 244 30 (12,3) 0,25
87 5 (5,7) 244 17 (7) 0,69
86 3(3,5) 244 25 (10,2) 0,069
86 2(2,3) 244 6 (2,5) 0,94
75 60 (80) 230 198 (86,1) 0,20
87 0 (0) 244 51 (21) 0,0001
85 12 (14,1) 240 39 (16,3) 0,64
77 709,1) 230 12 (5,2) 0,22
85 3(3,5) 239 19 (7,9) 0,21
70 10 (27,1) 200 67 (63,5) 0,32
74 16 (21,6) 228 53 (23,2) 0,77
29 21 (72,4) 93 57 (67,1) 0,37
29 17 (58,6) 93 45 (52,9) 0,08

*Total de DTH positivos na variavel analisada, * Total de negativos na variavel analisada.
n* Nimero de respostas afirmativas a variavel analisada.

*n amostral com os adultos acima de 18 anos.
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4.7.5. Fatores ambientais

A associacdo com fatores ambientais (tabela 12), sabidamente
relacionados com risco de transmissdo vetorial, como tipo de moradia (3° =
0,10, p = 0,75), residéncia préxima & vegetacéo (y*= 0,16, p = 0,68) e presenca
de animais no peridomicilio (x*= 0,11, p = 0,91) ndo mostrou significancia com
reacdo ao DTH. Especificamente, a presenca no peridomicilio de galinaceos
(x*= 0,41, p = 0,52), suinos (3° = 0,14, p = 0,70) e gatos (x*>= 1,10, p = 0,29)
ndo mostraram significancia. A presenca de cdes no domicilio (y*= 0,25, p =
0,61), a observacdo de cées, com aparéncia doente, nas proximidades do
domicilio (3> = 0,67, p = 0,40), bem como a soropositividade dos caes,
pertencentes aos entrevistados (y*= 1,80, p = 0,25), também néo influenciaram
a resposta imune celular. Por fim, quando foi avaliado o niumero de casos
humanos notificados nos ultimos seis anos (figura 15), na localidade de
residéncia do entrevistado, e 0 numero de caes soropositivos notificados pela
Secretaria de Saude, eles ndo se mostraram associados (Mann-Whitney teste)
com a positividade da intrademorreacdo dos participantes (p= 0,90 e p= 0,87,

respectivamente).
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Figura 15. Mediana do numero de casos de LV humana, nos ultimos 6 anos,
na regiao do domicilio dos individuos, e resultado da reagédo DTH

Tabela 12. Andlises univariadas de acordo com exposicdo ambiental e

positividade da intradermorreacao de Montenegro

Reacdo DTH
Exposicado ambiental Negativa Positiva
Total n* (%) Total? n* (%) Valor de p

Moradia em casa de taipa 87 12 (13,8) 244 37 (15,2) 0,75
Residéncia préxima a vegetacao 87 79 (90,8) 244 225 (92,2) 0,68
Animais no peridomicilio 87 70 (80,5) 244 195 (79,9) 0,91
Galinaceos no peridomicilio 87 53 (60,9) 244 139 (57) 0,52
Caes no domicilio 87 48 (52,2) 244 127 (52) 0,61
Observa cdes doentes préximos ao 87 64 (73,6) 244 168 (68,9) 0,40
domicilio

Caes soropositivos no domicilio 15 6 (40) 66 39 (59,1) 0,17

*Total de DTH positivos na variavel analisada,” Total de negativos na variavel analisada.
n* Numero de respostas afirmativas a exposicao.
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4.8.Andlises univariadas entre fatores epidemiol6gicos e resposta

DTH na visita de seguimento sem casos de LV

Baseando-se na influéncia do histérico pregresso de leishmaniose
visceral na resposta DTH, foram realizadas outras analises entre os fatores
epidemioldgicos e resultado da reacdo em amostragem desconsiderando-se
aqueles gque tinham passado de calazar. Utilizou-se novamente o teste do qui-
guadrado e o teste exato de Fisher para dados dicotdomicos. O teste de Mann-
Whitney foi utilizado para dados quantitativos que ndo possuem distribuicdo
normal entre duas categorias e a correlagdo de Spearman para associacao
entre dados quantitativos e mensuracdo da enduracdo do Montenegro em
milimetros.

De um modo geral, os resultados observados, quanto a significancia
estatistica, ndo foram dispares dos encontrados quando analisada a populacao
total (tabelas 13, 14 e figura 16), exceto pela associacdo encontrada entre
portadores de hipertenséo arterial sistémica e resposta positiva ao DTH pelo
teste exato de Fisher. Contudo, esse achado se deveu a influéncia da variavel
idade na hipertenséo, visto que a mediana da idade entre os hipertensos foi de
57 (IQR 52-69) e nos ndo hipertensos, de 21 (IQR 13-37), com diferenca
estatisticamente significativa pelo teste de Mann-Whitney (p= 0,001), como
visto na figura 17. Para confirmar a influéncia da idade na analise, a amostra foi
estratificada com os individuos acima de 30 anos. Nesse estrato, ndo foi

observada associacdo entre hipertensao e resposta DTH (Fisher p=0,41).



Tabela 13. Analises univariadas de acordo com fatores
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individuais e

positividade da intradermorrecéao de Montenegro na amostra sem casos de LV

Variaveis

Demogréficas
Sexo masculino

Mudou de residéncia
Exposicado a antigenos
Sintomas clinicos recentes
Febre
Tosse
Mialgias
Antecedentes morbidos
HAS
Diabetes
Parasitoses (eosinofilia)
Imunizagdes recentes
Vacinas nos ultimos 6 meses
Vacina tétano
Vacina gripe
Nutricionais
IMC alterado
Anemia

Risco razao cintura quadril
presente®

Risco circunferéncia abdominal®

Reacédo DTH
Negativa Positiva
Total* n* (%) Total® n* (%) Valor de p

87 32 (36,8) 193 77 (39,9) 0,62
87 15 (17,2) 193 33 (17,1) 0,97
87 23 (26,4) 191 40 (20,9) 0,31
87 11 (12,6) 193 16 (8,3) 0,25
87 15 (17,2) 193 24 (12,4) 0,28
87 5(5,7) 193 13 (6,7) 0,75
86 3(3,5) 193 24 (12,4) 0,03*
86 2(2,3) 193 6 (3,1) 1,0*
75 60 (80) 180 158 (87,8) 0,1

85 12 (14,1) 189 35 (18,5) 0,37
77 7091 179 9(5) 0,22*
85 3(3,5) 188 19 (10,1) 0,09*
70 19 (27,1) 160 59 (36,9) 0,15
74 16 (21,6) 179 40 (22,3) 0,89
29 21 (72,4) 85 57 (67,1) 0,59
29 17 (58,6) 85 45 (52,9) 0,09

*Total de DTH positivos na variavel analisada, * Total de negativos na variavel analisada.

n* Nimero de respostas afirmativas a variavel analisada.

* Teste exato de Fisher

8 n amostral com os adultos acima de 18 anos
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Tabela 14. Andlises univariadas de acordo com exposi¢cdo ambiental e
positividade a intradermorreacao de Montenegro na amostra sem casos de LV

Exposicdo ambiental

Moradia em casa de taipa
Residéncia proxima & vegetacao
Animais no peridomicilio
Galinaceos no peridomicilio

Cées no domicilio

Observa cdes doentes proximos ao

domicilio
Caes soropositivos no domicilio

Reacdo DTH
Negativa Positiva
Total' n* (%) Total® n* (%) Valor de p
87 12 (13,8) 193 31 (16,1) 0,62
87 79 (90,8) 193 183 (94,8) 0,20
87 70 (80,5) 193 154 (79,8) 0,89
87 53 (60,9) 193 109 (56,7) 0,48
87 48 (52,2) 193 101 (52,3) 0,65
87 64 (73,6) 193 131 (67,9) 0,33
15 6 (40) 50 30 (60) 0,17

*Total de DTH positivos na variavel analisada, ° Total de negativos na variavel analisada.
n* Nimero de respostas afirmativas a exposicao.

10

p= 0,86

Negativo

Positivo

DTH

Figura 16. Mediana do numero de casos de LV, nos ultimos 6 anos, na regiao
do domicilio dos individuos, e resultado da reacdo DTH na amostra sem casos

de LV
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Figura 17. Mediana da idade e intervalo interquartil entre hipertensos ou néo
na amostra sem casos de LV

4.9.Analises univariadas entre fatores epidemiolégicos e variagcao do

DTH no estudo de coorte

Foram realizadas andlises univariadas entre os fatores epidemiolégicos
avaliados e a associacdo com a manutencéao (DTH +/+) ou perda (DTH +/-) da
resposta imune celular entre os dois momentos de avaliacdo. Para essas
analises, foram excluidos os individuos com passado de leishmaniose visceral,
por ter-se demonstrado a associacdo dessa variavel com a manutencdo da
reacao.

As idades mais elevadas se mostraram fortemente associada com a
manutencdo da resposta imune celular (Mann-Whitney, p= 0,02), conforme
figura 18. Quanto ao sexo, ndo houve associacdo significativa com a
modificacéo da resposta ao longo do tempo (x°= 0,23 p = 0,62). A mudanca de

residéncia entre as duas avaliagbes ndo foi significativa com a mudancga no
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perfil de reposta (Fisher, p = 1,0). As analises univariadas, quanto a mudanca

da resposta DTH, nos fatores estudados estéo na tabela 15.

100
90 ¢
80 1
70 ¥ P= 0,02
60
50 *
40 1
30 ¢
20

10

N= 128 24

Positivos sem LV Negativaram

DTH coorte

Figura 18. Mediana da idade entre os individuos mantenedores e perdedores
da resposta DTH na coorte

Fatores individuais de sintomas clinicos recentes, nos ultimos quinze
dias antes da realizacdo do teste, ndo se mostraram associados com a
alteracéo da resposta (x*> = 0,63 p = 0,80). Comorbidades como hipertenséo
arterial sistémica, diabetes, insuficiéncia cardiaca e doenca reumatica néo
possuiam numero de portadores para realizacdo da analise nessa amostra. A
eosinofilia, como indicador de possiveis parasitoses intestinais (Fisher, p =
0,47), e imunizacdes realizadas nos ultimos seis meses (Fisher, p = 0,41) ndo
se mostraram associados com modificacao da resposta. A avaliagao nutricional
do IMC, normal ou alterado (y*= 1,0, p = 0,32), e a presenca ou nao de anemia
igualmente nao foram significativas (x°= 0,58, p = 0,44).

Exposicdo ambiental, favorecedores da cadeia de transmissdo da
leishmaniose, como tipo de moradia (Fisher, p = 1,0), residéncia proxima a

areas de vegetacdo (Fisher, p = 1,0), presenca de animais no peridomicilio (32
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= 0,19, p = 0,65), galinaceos (y°= 0,15, p = 0,90), cdes no domicilio (3°= 0,25,
p = 0,61), também n&o influenciaram o status de mudanca na resposta imune
celular.

Foi analisada, ainda, a mudanca da resposta DTH considerando-se
todas as quatro possibilidades. Os resultados ndo foram estatisticamente
significativos com a possibilidade de positivar ou com a manutencdo do teste
negativo entre as duas avaliacbes, na quase totalidade de exposicOes
estudadas, exceto pelo histérico de calazar prévio, conforme comentado
anteriormente, o qual foi fortemente associado com a positivagdo do DTH na
analise de seguimento (tabela 16).

Excluindo-se da amostra os casos de calazar prévio, que poderiam
influenciar a analise, ndo foram encontradas diferencas significativas entre os
fatores epidemiologicos estudados e a modificacdo da resposta DTH pelo

estudo de coorte (tabela 17).



Tabela 15. Analises univariadas dos fatores epidemiolégicos com a perda

da resposta DTH pelo estudo de coorte
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Variaveis

Demogréficas
Sexo masculino

Mudou de residéncia
Fatores individuais

Sintomas clinicos recentes
Parasitoses (eosinofilia)
Vacinas nos ultimos 6 meses
IMC alterado
Anemia

Exposicado ambiental
Moradia em casa de taipa
Residéncia préxima a vegetacao
Animais no peridomicilio
Galinaceos no peridomicilio

Caes no domicilio

Modificagéo da reagdo DTH na coorte

Mantenedores Perdedores
Total' n* (%) Total® n* (%) Valor de p
129 47 (36,4) 24 10 (41,7) 0,62
129 19 (14,7) 24 3(12,5) 1,0
128 29 (22,7) 24 6 (25) 0,80
119 104 (87,4) 20 16 (80) 0,47
126 28 (22,2) 24 3 (12,5) 0,41
107 43 (40,2) 18 5 (27,8) 0,31
118 21 (17,8) 20 5 (25) 0,44
129 20 (15,5) 24 3 (12,5) 1,0
129 122 (94,6) 24 24 (100) 0,60
129 107 (82,9) 24 19 (79,2) 0,65
129 77 (59,7) 24 14 (58,3) 0,90
129 68 (52,7) 24 14 (58,3) 0,61

! Total de mantenedores da resposta DTH na variavel analisada.

%Total de perdedores da resposta DTH na variavel analisada.

n* Numero de respostas afirmativas



Tabela 16. Andlises univariadas dos fatores epidemioldgicos estudados com a

modificacdo da resposta DTH pelo estudo de coorte
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Variaveis

Sexo masculino

Sintomas ha 15 dias

HAS

Diabetes

Calazar prévio

Vacinagoes ultimos 6 meses
Residéncia de taipa
Residéncia proxima a
vegetacao

Animais no peridomicilio
Cées no domicilio

Galinhas no peridomicilio

Caes aspecto doente proximo

a residéncia

Cao com sorologia positiva no

domicilio

Eosinéfilo elevado

Alteracao IMC presente

Variagdo do DTH na coorte

total de respostas n (%)

Positivos

Positivaram

Negativos

Negativaram

64 (41,0%)

31 (20,0%)
17 (10,9%)
3 (1,9%)
27 (17,3%)
28 (18,3%)

23 (14,7%)

145 (92,9%)

129 (82,7%)
80 (51,3%)

95 (60,9%)

108 (69,2%)

29 (63,0%)

126 (86,3%)

50 (39,4%)

44 (49,4%)

19 (21,6%)
8 (9,0%)
3 (3,4%)

24 (27,0%)

11 (12,5%)

14 (15,7%)

80 (89,9%)

67 (75,3%)
48(53,9%)

45 (50,6%)

61 (68,5%)

10 (50,0%)

72 (84,7%)

17 (23,0%)

22 (35,5%)

17(27,4%)
3 (4,9%)
2 (3,3%)
0 (0,0%)
9 (15,0%)

9 (14,5%)

55 (88,7%)

50 (80,6%)
33 (53,2%)

38 (61,3%)

43 (69,4%)

3 (33,3%)

44 (81,5%)

14 (27,5%)

10 (41,7%)

6 (25,0%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)
3 (12,5%)

3 (12,5%)

24 (100,0%)

19 (79,2%)
14 (58,3%)

14 (58,3%)

20 (83,3%)

3 (50,0%)

16 (80,0%)

5 (27,8%)

Valor de p
0,37

0,67
0,21
0,73
0,001
0,39

0,98

0,30

0,57
0,92

0,41

0,53

0,36

0,79

0,086




Tabela 17. Analises univariadas dos fatores epidemiol6gicos com a

modificacdo da resposta DTH pelo estudo de coorte (sem casos de LV)
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Variaveis

Sexo masculino

Sintomas ha 15 dias

HAS

Diabetes

Vacinagoes ultimos 6 meses
Residéncia de taipa
Residéncia proxima a
vegetacao

Animais no peridomicilio
Cées no domicilio

Galinhas no peridomicilio

Caes aspecto doente
préximo a residéncia

Céao com sorologia positiva
no domicilio

Eosinéfilo elevado

Alteracao IMC presente

total de respostas n (%)

Variagdo do DTH na coorte

Mantiveram-
se positivos

Positivaram

Mantiveram-
se Negativos

Negativaram

47 (36.4%)

29 (22.7%)
17 (13.2%)
3 (2.3%)
28 (22.2%)

20 (15.5%)

122 (94.6%)

107 (82.7%)
68 (52.7%)

77 (59.7%)

88 (68.2%)

23 (62.2%)

104 (87.4%)

43 (40.2%)

30 (46.2%)

11 (17.2%)
7 (10.8%)
3 (4.6%)
7 (10.9%)

11 (16.9%)

61 (93.8%)

48 (73.8%)
34 (52.3%)

33 (50.8%)

44 (67.7%)

7 (53.8%)

54 (87.1%)

16 (29.6%)

22 (35.5%)

17(27.4%)
3 (4.9%)
2 (3.3%)
9 (15.0%)

9 (14.5%)

55 (88.7%)

50 (80.6%)
33 (53.2%)

38 (61.3%)

43 (69.4%)

3 (33.3%)

44 (81.5%)

14 (27.5%)

10 (41.7%)

6 (25.0%)
0 (0.0%)
0 (0.0%)
3 (12.5%)

3 (12.5%)

24 (100.0%)

19 (79.2%)
14 (58.3%)

14 (58.3%)

20 (83.3%)

3 (50.0%)

16 (80.0%)

5 (27.8%)

Valor de p

0.54

0.57
0.10
0.66
0.20

0.96

0.23

0.51
0.96

0.61
0.49
0.47
0.65

0.31




4.10. Modelo logistico com resposta multinomial
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Por esse modelo, foi avaliada a influéncia da condi¢do familiar, quanto a

presenca de casos de LV, ou seja, se a familia do individuo era caso (existe

caso na familia) ou controle (ndo existe caso na familia), na variacdo ocorrida

no status DTH no estudo coorte entre os dois momentos de avaliagéo.

No quadro 1, a razdo de odds em negrito (1.96) mostra que a

probabilidade de um individuo desenvolver uma resposta DTH positiva (mudar

de negativo para positivo) é quase o dobro de negativa-la (mudar de positivo

para negativo), desde que ele tenha alguém com calazar na familia. O quadro é

resultante do ajuste de um modelo logistico multinomial com correcao sobre o

tempo coorte, o qual variou de 2 a 10 anos com uma média de 7.72 e desvio-

padréao 1.88.

Quadrol. Risco na mudanca do status DTH do individuo no estudo coorte, em
funcdo da existéncia de casos de calazar na familia, com correcéo sobre o

tempo
L . Nivel” |Estimativa Odds- |, . . .

Variavel/Efeito Resposta 8 p Ratio Lim.inf. | Lim.sup.
Intercept 1 Positivo 1.4795| 0.0857 4.39 0.81 23.73
Tempo coorte 0.0317| 0.7895 1.03 0.82 1.30
Type Fam(Caso) 0.2724| 0.3304 1.31 0.76 2.27
Intercept 2 Positivaram -0.1422| 0.8802 0.87 0.14 5.51
Tempo coorte 0.1371| 0.2813 1.15 0.89 1.47
Type Fam(Caso) 0.6745| 0.0416 1.96 1.03 3.76
Intercept 3 Negativo 1.3204| 0.1515 3.74 0.62 22.75
Tempo coorte -0.0910| 0.4741 0.91 0.71 1.17
Type Fam(Caso) 0.3385| 0.2970 1.40 0.74 2.65

(*) Categoria base: Negativaram
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4.11.

mononucleares, apos estimulagdo com antigenos de L. infantum
chagasi, oriundas do sangue periférico dos individuos de acordo
com resposta ao DTH

Padrdo de citocinas e quimiocinas produzidas por células
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As andlises do padrao das citocinas e quimiocinas, produzidas por células

mononucleares do sangue periférico (PBMCs) oriundas dos entrevistados apés

estimulo antigénico, foi realizada de acordo com os grupos de resposta positiva

ou negativa ao teste de Montenegro (DTH), pelo teste ndo paramétrico de

Mann-Whitney. As citocinas IFN -7 (p = 0,001), TNF a (p = 0,005) e IL12 (p =

0,003), foram associadas significativamente com a positividade do DTH,

conforme figura 19.
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Figura 19. Graficos de comparacao das citocinas (pg/ml) IFN-7, TNFa e IL12

produzidas pelas PBMCs ap6s estimulo antigénico, de acordo com resposta ao

DTH
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De outro modo, as interleucinas I1L4 (p = 0,06), IL 10 (p = 0,14), IL 6

(p=0,79) e IL 7 (p = 0,50) ndo se mostraram com diferenca estatisticamente

significativa entre os reatores positivos e negativos ao teste de Montenegro,

como observado na figura 20.
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Figura 20. Graficos de comparacao das citocinas (pg/ml) 1L4, IL10, IL6, e IL7
produzidas pelas PBMCs ap6s estimulo antigénico, de acordo com resposta ao

DTH
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Quanto a producdo de quimiocinas, produzidas pelas células
mononucleares, poés-estimulo com antigeno de leishmania, as analises
revelaram uma tendéncia de associagcdao da CXCL9/MIG (p = 0,054) com os
respondedores ao teste de Montenegro, enquanto que a CXCL10/IP-10 n&o

mostrou diferenca significativa (p = 0,92) entre os dois grupos estudados (figura

160000 16000
140000 3 14000 1
120000 1 12000 1
100000 * 10000 1
p=0,054 p=0,92
80000 * 8000 1

60000 4 6000 1

40000 4 4000 4

20000 4 2000 1

0

Negativo Positivo Negativo Positivo

Montenegro Montenegro

Figura 21. Gréaficos de comparacdo das quimiocinas CXCL9/MIG e
CXCL10/1P-10 produzidas pelas PBMCs apo0s estimulo antigénico, de acordo
com resposta ao DTH
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4.12. Padrdo de citocinas e quimiocinas produzidas por células
mononucleares, apds estimulacdo com antigenos de L. infantum
chagasi, oriundas do sangue periférico dos individuos de acordo
com variagdo ocorrida no status DTH e passado de leishmaniose

visceral

Nessas andlises, o padrdo das citocinas e quimiocinas produzidas pelas
PBMCs foi realizado em quatro grupos, de acordo com a variagdo ocorrida no
status da resposta DTH, entre as duas visitas do estudo de coorte e nos
individuos com histérico de LV pregressa pelo teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis. Os grupos constituidos foram: LV (historico de LV pregressa),
DTH + (DTH manteve-se positivo), DTH +/- (DTH mudou de positivo para
negativo) e DTH-/- (DTH manteve-se negativo), conforme as figuras 22 e 23.

A citocina IFN -7 apresentou diferenca significativa (p = 0,01) no grupo
com histdrico pregresso de LV em relagdo ao DTH-/-. TNF-a foi mais produzida
pelos individuos com passado de LV e pelos mantenedores da resposta DTH
(p = 0,004) em relacéo aos negativos (DTH-/-). Semelhantemente ao TFN-q, os
niveis de IL12 tiveram diferenca estatisticamente significativa (p = 0,04) no
grupo com passado de LV e pelos mantenedores da resposta DTH em relacéo
aos negativos. Entretanto, os niveis de IL6 foram mais elevados no grupo dos
gque perderam a resposta imune celular (DTH +/-) em comparacdo aos

continuamente negativos (DTH-/-), com associac¢ao significativa (p=0,024).
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As interleucinas I1L4 (p = 0,31), IL 10 (p = 0,44), IL 7 (p = 0,26) e as
qguimiocinas CXCL9/MIG (p=0,29) e CXCL10/IP-10 (p=0,98) ndo mostraram

diferenca nos niveis analisados entre os quatro grupos estudados (figura 23).
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Figura 23. Graficos de comparacao das citocinas (pg/ml) IL4, IL 10,IL 7 e
as quimiocinas CXCL9/MIG e CXCL10/IP-10 produzidas pelas PBMCs ap0s
estimulo antigénico, de acordo com variacdo ocorrida no status DTH e passado
de LV
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4.13. Padrdo de citocinas e quimiocinas produzidas por células
mononucleares, apds estimulacdo com antigenos de L. infantum
chagasi, oriundas do sangue periférico dos individuos sem
histéria de LV, de acordo com a resposta DTH e a variagcédo

ocorrida no status na coorte

Considerando-se todas as pessoas sem historia de LV, a quantidade de IFN-7
,TNFa e L12 liberada pelas células de individuos com uma resposta DTH
positiva foi significativamente maior do que a quantidade delas nos individuos
com DTH negativo (Quadro 2). Nenhuma diferenca significativa na IL-4, IL-10,
IL-6 ou IL 7 foi observada. O nivel de IFN-7 foi diretamente correlacionado com
o tamanho da induracdo DTH, (Spearman r = 0,62, p = 0,0001), Figura 24.
Nenhuma das quimiocinas CXCL9/MIG ou CXCL10/IP-10 foi significativamente
diferente entre pessoas DTH+ versus DTH-.

As alteracdes de citocinas e quimiocinas, de acordo com a mudangca no
estado do DTH na coorte, foram informativas. Nos individuos assintomaticos,
mantenedores do DTH positivo, os valores de IFN-T e TNFa foram
significativamente mais elevados do que nos individuos controles, mostrando
gue as respostas imunes, antigeno especificas do tipo 1, eram detectaveis
nesse grupo.

Notavelmente, os niveis de IL-6 foram maiores em individuos que
negativaram o DTH do que em individuos que mantiveram o status estavel (p =
0,005), Tabela 18. Os niveis de IL-6 produzida por PBMCs de individuos que
permaneceram DTH negativos foram menores do que os dos individuos em
todos os grupos no momento do segundo exame. Este maior nivel de IL-6, nos

individuos que converteram o DTH positivo para negativo, levanta hipbteses
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sobre o envolvimento de fatores da resposta imune inata no “clearence’

imunologico das infecgBes assintomaticas.
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Figura 24. Curva linear entre DTH em mm e niveis de IFN-T nos individuos

assintomaticos



Quadro 2. Niveis de citocinas e quimiocinas liberadas por células mononucleares do sangue periférico, apds estimulacdo com
antigenos de L. i. chagasi, testadas na segunda visita da coorte, nos individuos sem histérico de LV. Valores sdo mostrados em
mediana e intervalo de confianca de 90%
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Resposta DTH no seguimento

Varia¢do do DTH na coorte

Cito- p p

cinas DTH+ N DTH- N valor +/+ N +/- N -/- N valor
Pg/mi

IFN-y | 373.9 (0.7-11197.8) 11 27.8(0.7-781.2) 22 | 0.03 377 (0.7-11197.9) 11 76.3 (0.2-819.2) 9 18.2 (3.5-86.73) 13 | 0.04
TNFg | 230.7 (90.6-3355.4) 11 158.9 (12.8-525.7) 26 | 0.05 230.7 (90.6-3355.4) 11 200.8 (13.7-573.5) 10 | 138.7 (12.4-436.9) 16 | 0.017
IL-12 | 3.0 (0.9-9.4) 6 1.22 (0.8-3.4) 14 | 0.02 3.0(0.9-9.5) 6 0.9 (0.9-1.3) 5 1.63 (0.8-3.4) 9 | 0.02
IL-10 | 64.7 (2.0-1972.7) 11 22.7 (1.8-139.8) 25 | 0.42 64.7 (2.0-1972.7) 11 58.7 (1.8-109.7) 10 | 15.7 (2.1-147.2) 15 | 0.63
IL-4 9.89 (4.0-260.1) 11 10.6 (2.1-30.9) 24 | 0.35 9.9 (4.0-260.2) 11 11.1 (2.1-30.0) 9 8.3 (2.-31.1) 15 | 0.64
IL-6 478.63 (44.9-1950.8) 11 380.8 (158.2-5242.6) 26 | 0.5 478.6 (44.9-1950.8) 11 1661.8 (164.2-5982.13) | 10 | 353.7 (154.9-728.4) 16 | 0.005
IL-7 7.86 (0.9-18.0) 8 3.9(0.9-17.5) 13 | 0.68 7.8 (0.9-18.0) 8 0.9 (0.9-2.3) 3 7.0(0.9-17.45) 10 | 0.14
IP10 | 1429.2 (37.5-11132.5) 11 | 2136.1 (37.5-14143.6) | 22 | 0.87 | 1429.2(37.6-11132.5) 11 | 1854.6 (35.0-14623.0) | 10 | 2512.5(79.97-7073.3) | 12 | 0.97
MIG 22836.9 (298.8-155401.3) | 10 4783.2 (65.4-34802.5) | 22 | 0.11 22836.9 (298.8-155401.3) | 10 7040.5 (216.2-15193.8) | 9 3624.9 (38.8-37256.7) 13 | 0.28
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5. DISCUSSAO

A infeccdo por L. infantum chagasi resulta num espectro de apresentacoes
clinicas que vao desde infeccdo assintomatica a doenca ativa (leishmaniose
visceral) caracterizada por febre, caquexia, hepatoesplenomegalia e
imunossupresséao (1). Nas formas assintomaticas ou subclinicas, ha uma importante
resposta proliferativa celular e teste de hipersensibilidade do tipo tardia (DTH)
positivo ao antigeno de Leishmania (18-22;143), enquanto que, nas formas
sintomaticas, o teste mostra-se negativo, devido a auséncia da resposta de
hipersensibilidade tardia, tornando-se posteriormente positivo, nos casos curados,
em torno de um ano apos o tratamento especifico (177;178;187). Aléem do mais, o
DTH tem se mostrado, nesses individuos, como um marcador de cura e resisténcia
adquirida a doenca (9;147;188-191).

No Brasil, até quase o0s anos sessenta, a leishmaniose visceral encontrava-se
localizada em areas agricolas rurais e era caracterizada por casos esporadicos (12).
N&o obstante, nas ultimas décadas, observa-se uma expansdo surpreendente
desde as pequenas cidades até as metropoles (13-15). Nesse mesmo intervalo
temporal, o Brasil sofreu uma draméatica transformacédo na distribuicdo de sua
populacéo, decorrente de migracédo da populacéo residente em area rural para area
urbana, tendo ocorrido um aumento populacional de 350% na populacdo urbana,
nas quatro ultimas décadas (16).

Por sua vez, a urbanizacéo do pais levou ao crescimento desestruturado das
grandes cidades, onde faltam as condicbes sanitarias basicas e, como
consequéncia, o acumulo de lixo doméstico e ambiente rico em matéria organica,
calor e umidade, propicios a proliferacdo do Lu. Longipalpis, que hoje se adapta aos

ambientes peridomicilares (33). Pelo exposto, vemos que nas grandes cidades sao
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criadas condi¢cbes para que haja uma evolucdo natural da infec¢do, favorecedora a
formacdo de um grande contingente de individuos apresentando a forma
assintoméatica, mensurada pelo DTH (18-22). Entretanto, ainda ndo se sabe bem ao
certo qual o significado dessa interacdo parasita-hospedeiro e qual a exata
implicagdo que recursos terapéuticos e doengas imunossupressoras do mundo
moderno tém no impacto do desenvolvimento das formas sintomaticas ou graves da

LV.

A leishmania possui parasitismo dependente da capacidade de evasao de
ambos o0s sistemas imunes (inato e adaptativo). Com esse processo de
urbanizacdo, ela torna-se um importante agente de infeccdo oportunista nos
pacientes com AIDS, onde essa coinfeccao tem se apresentado com formas clinicas
bastante diversificadas e casos com evolugédo progressiva fatal, além de recaidas
pos-tratamento (25). No meio urbano, como ja observado no estado do Rio Grande
do Norte (26;27), a sobreposicdo das areas de ocorréncia de LV com areas de
pacientes imunossuprimidos, como HIV/AIDS, renais cronicos e os transplantados,
nos alerta para riscos futuros de forte impacto no perfil clinico e epidemiologico
dessas doencas.

Todavia, faltam dados consistentes sobre os fatores determinantes que levam
a cura clinica pés-infeccdo com manutencdo ou perda da resposta ao DTH para
antigenos de L. infantum chagasi ao longo do tempo. Esses achados sdo cruciais
para a compreensao da relacdo do parasito com o hospedeiro e de quais sédo os
parametros imunes que podemos inferir como sendo de risco para 0
desenvolvimento da doenca. Assim, a proposicdo deste estudo foi avaliar o
entendimento da resposta imune a leishmania e identificar os fatores condicionantes

da manutencdo da resposta ao DTH em individuos com histéria de infec¢do por L.
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infantum chagasi em areas endémicas e averiguar se a manutencdo ou perda do
DTH é associada com citocinas do tipo Thl e/ou Th2.

No presente estudo, a positividade ao DTH foi encontrada em todos os 51
individuos (100%) com diagndstico de calazar anterior, resultado que confirma
observacBes ja descritas por outros estudos, principalmente no Brasil, que
encontraram positividade variando de 70 a 100% em pacientes tratados
(21;128;147;174;192). Nenhum dos nossos pacientes teve recaida da doenca, e o
tempo entre o tratamento e a manutencdo da positividade do DTH foi de até 14
anos. Além disso, 10 individuos da coorte, inicialmente DTH negativos,
desenvolveram LV durante o estudo. Todos os 10 converteram para DTH positivo
apos a cura clinica, o que mostra que o teste € um excelente marcador da resposta
imune celular pés-cura clinica em nosso pais.

O teste DTH brasileiro (Montenegro) é uma preparacdo padrao feita de
acordo com as normas GMP (“Good Manufacturing Practice”) a partir de antigenos
L. amazonensis, que € um marcador confiavel para respostas do tipo 1 a todas as
Leishmania spp. prevalentes no pais. Fato contrario foi observado na india, onde o
teste cutdneo revelou baixa sensibilidade em pacientes curados e perda da
sensibilidade ao longo dos anos, especialmente quando utilizados antigenos de
espécies de Leishmania diferentes da L. donovani, causadora de LV naquele pais,
mostrando a necessidade de padronizacao local (24;28).

Observou-se positividade ao teste de Montenegro maior nagueles com idade
mais avancada, corroborando com o que ja foi constatado em estudos pregressos
(19;20;177;178), além de encontrar-se maior tamanho de enduracdo nessa faixa
etaria. Da mesma forma, a manutencdo da resposta ao antigeno de leishmania ao

longo do tempo se mostrou dependente da idade. Esses achados se devem,
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provavelmente, a reexposicdes por maior tempo, com estimulo constante a
imunidade nesses individuos que se mantém nas areas de transmissdo do parasita.
Outra explicacéo seria pelo fato de os adultos possuirem resposta mais eficaz que
as criangas, 0 que explica a prevaléncia da faixa etaria infantil entre os casos de
calazar nas regides endémicas (9;27;50;72;128).

A predominancia de resposta DTH positiva ndo foi afetada de forma
significativa quanto ao sexo e ambos foram infectados igualmente, confirmando
observacgdes anteriores de infeccdo assintomatica por L. infantum chagasi na regido
(21). Esse estudo mostrou, ainda, que a taxa de LV é de 5 homens para 1 mulher
apos os 10 anos de idade; no entanto, abaixo de 10 anos, ndo ha diferenga no
acometimento de doenca entre os sexos. Esses achados dao suporte as evidéncias
de que a infeccdo por leishméania ocorre no ambiente domiciliar, e que fatores
caracteristicos do sexo néo influenciam o controle do parasitismo, apesar de ele ser
determinante em relacdo ao risco de desenvolver a LV sintomatica na populacéo
adulta.

Possiveis alteracbes imunes, decorrentes de infeccbes e vacinacfes
recentes, provaveis parasitoses e presenca de comorbidades crbnicas, como
hipertensdo e diabetes, ndo foram fatores influenciadores da resposta a
intradermorreacao de Montenegro, indicando que a resposta a leishmania, pode nao
ser modulada por outros estimulos ou doencas cronicas. Entretanto, o namero
amostral de portadores de comorbidades foi pequeno, com 28 individuos (8,5%)
apresentando algum antecedente patolégico e 25 (7,6%) vacinadas recentemente,
mostrando, assim, a necessidade de novos estudos com metodologia mais

direcionada para tais objetivos.
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Da mesma forma, parametros nutricionais ndo se mostraram determinantes
na resposta imune a antigenos de leishméania em individuos assintomaticos, ao
contrario do que € encontrado nos casos de calazar, em que sao condi¢ao de risco
para o desenvolvimento das formas sintomaticas (193;194). Mesmo ao analisarmos
apenas a faixa etaria infantil esses parametros nutricionais permaneceram sem
associacao significativa com a resposta DTH. Entretanto, talvez fossem necessérias
outras andlises nutricionais, além do indice de IMC e presenca de anemia, como
mensuracdo de dosagens de proteinas e nutrientes sanguineos para melhor
avaliagdo do status nutricional dos individuos, conforme estudo realizado em
criangas assintomaticas na mesma regido em que se demonstrou que o tempo de
amamentacao foi associado com um aumento da probabilidade de positivacdo do
Montenegro (194).

Chama ainda a atencéo, quanto aos parametros nutricionais, o encontro de
guase um terco da populacdo estudada esta acima dos niveis de IMC, considerados
normais para o sexo e a idade, apesar de ser de baixa renda. Dados do IBGE
mostram que, em nosso pais, a frequéncia do excesso de peso na populacdo ja
supera em oito vezes o déficit de peso entre as mulheres e em quinze vezes nos
homens. Em todas as faixas de renda e em todas as regides, o padréo de evolucao
do perfil antropométrico nutricional da populacdo vem se repetindo e mostra a
mudanca dos habitos alimentares “modernos”, de se consumirem muitos alimentos
com alto teor de acuUcar, principalmente refrigerantes, e poucas quantidades de
frutas e hortalicas (16).

Variaveis indicativas de sindrome metabdlica, tais como hipertensao,
diabetes, circunferéncia abdominal e relacéo cintura-quadril, ndo foram associadas

com mudanca da resposta DTH. Contudo, trabalhos ja demonstram a participacéo
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de citocinas pro-inflamatorias, tais como TNF-a e IL8 na génese dessa sindrome
(195). Estudos tém recentemente observado relagbes entre vérias doencas
infecciosas, como infec¢des cronicas virais e bacterianas, com diferentes aspectos
da sindrome metabdlica (196), mas faltam dados com relacdo as doencas
parasitarias e, portanto, sdo necessarios novos estudos.

As condicbes domiciliares investigadas ndo se mostraram positivamente
correlacionados com a resposta DTH, ao contrario do que foi observado nos casos
de infeccdo aguda por leishmania, detectados por sorologia positiva, em que foi
encontrada a associagcdo com residéncias com chao de barro e/ou paredes de barro
(297).

A presenca de animais no domicilio, que pudessem servir de fonte de
alimentacdo aos flebotomineos, principalmente os galinaceos, e a presenca de
reservatorio canino, mais especificamente o0s caes soropositivos nao foram
relacionados com a positividade da reacéo. Tal achado confirma estudos anteriores
(21;197), realizados na regido, onde a posse de caes ou de outros animais, bem
como a presenca domiciliar de caes infectados nao foram associadas com a
infeccdo quando analisados os individuos e seus domicilios. Contrariamente, ao se
analisarem os aglomerados populacionais da regido, observa-se que a presenca
dos cées e de outros animais na vizinhanca estavam associados com um risco
aumentado de infeccdo por L. infantum chagasi (197). Essa nédo significancia das
analises quanto a cdes soropositivos no domicilio poderia ser explicada pelo habito
de eles ficarem soltos no ambiente extradomiciliar, nessas areas de periferia
urbana, servindo de reservatorio a todos, ou ainda a necessidade de observar-se a
verdadeira importancia do cdo na cadeia de transmissdo, como ja aventado por

outros estudos (72-74). Além disso, convém lembrar que os flebotomineos possuem
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autonomia de voo de até 1.000m (52;53), o que torna varios residentes expostos,
independentemente da presenca de animais em suas casas.

A presenca de casos de calazar no ambiente domiciliar se mostrou como
fator determinante da mudanca da resposta DTH nos individuos assintomaticos,
pois a probabilidade de um individuo positivar o DTH foi quase o dobro de negativar,
desde que haja alguém com calazar na familia. Tal observacao foi feita em estudo
prospectivo em area endémica no vizinho estado do Ceara, onde residentes de um
domicilio com um caso anterior de leishmaniose visceral tinham um risco de
infeccdo aumentado em trés vezes (9). Esses dados sugerem que existem fatores
no mesmo ambiente que propiciam a infec¢ao por leishmania, como ja demonstrado
(198;199), mas que nado foram identificados por este estudo, visto que ndo ha
associacao entre fatores ambientais com positivacdo do DTH, comparando-se com
outros padrbes de variacdo ou manutencdo de resposta na analise da coorte.
Assim, esse achado beneficiaria a hipotese de que alguns individuos dessas
familias teriam determinantes genéticos favorecedores de evolucdo para doenca e
outros desenvolveriam resolucdo para cura.

A aquisicdo e manutencdo da resposta DTH, observada naqueles com
passado de leishmaniose visceral, reforcam convenientemente a ideia de que,
nessa populacdo, poderia ndo haver cura parasitolégica, no qual a manutencdo da
resposta imune protetora e a imunidade de longa duracdo dependeriam da
continuacao da presenca dos parasitas. Uma mudanca no perfil de resisténcia para
susceptibilidade seria, portanto, favorecida pelo clareamento dos parasitas, e a
imunidade induzida pela infeccdo seria perdida, mostrando, assim, a importancia da
persisténcia dos parasitas para a memodria imune antileishméania, conforme ja

sugerido (123-126). E provavel que a recuperacio da imunidade pos-tratamento e a
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elevada carga parasitaria sofrida durante a doencga sejam fatores determinantes na
manutencdo da memoria imune por longo tempo. Esse fato explicaria por si o
achado de uma maior resposta imune celular, medida pela intrademorreacgéo, nessa
populacdo de curados pés-tratamento.

Do mesmo modo, semelhante inferéncia pode ser realizada ao analisar-se a
intrademorreacao na populacdo de individuos assintomaticos. A perda da resposta
DTH (15,7%) nesse subconjunto n&o foi associada a fatores ambientais ou
individuais de comorbidades e nenhum dos retroconversores desenvolveu LV
sintomética. Logo, isso levaria a questionar-se se haveria, nesses casos, um
completo clareamento dos parasitas pelo sistema imune, corroborado pelos maiores
niveis de IL-6 nesse grupo, acarretando a perda da memadria imune ou se nao ha
reexposicao a leishmania, cujos fatores de risco ndo foram detectados por este
estudo, o que leva a manutencéo ou reaquisicdo dessa resposta.

Ha ainda individuos residentes na regido endémica e que apresentam uma
resposta DTH permanentemente negativa ndo associada aos fatores estudados. E
possivel que essas pessoas nunca tanham sido picadas por flebotomineos
carreando leishmanias. Alternativamente, seguindo ainda o arrazoado anterior, elas
podem ter sido expostas, mas eliminaram os parasitas rapidamente através de
mecanismos da resposta imune inata e nunca desenvolveram resposta das células
T do tipo 1, o que os levaria a um DTH positivo. Uma terceira possibilidade é que
eles tenham desenvolvido e, posteriormente, negativado o teste cutaneo de
Montenegro ao longo do tempo.

Neste estudo, demonstra-se que o teste de Montenegro realmente parece ser
um marcador de imunidade celular para infeccdo por leishmanias. Células

mononucleares, estudadas no grupo dos reatores, produziram significativamente
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citocinas, apo6s estimulo antigénico, do padrdo Thl, como IFN-Y, TNFa e IL12
(2;5;101) e ainda apresentaram niveis da quimiocina CXCL9/MIG, que €
demonstrada como importante participe no controle da infeccao (3), com tendéncia
de significancia (p = 0,054).

Essas citocinas, consideradas proé-inflamatodrias e efetoras na evolugéo para
cura dos pacientes infectados, também obtiveram niveis significativamente elevados
no grupo de participantes com passado de LV e naqueles gque mantiveram a
resposta DTH ao longo do tempo, comparando-se com 0s que perderam a resposta
e 0s nado expostos. Isso reforca a ideia de que individuos com um teste de
Montenegro positivo possuem resposta imune protetora contra a evolucdo para as
formas sintomaticas da infecgdo por L. infantum chagasi. Ela também levanta a
possibilidade de que citocinas tipo 1, produzidas em resposta aos antigenos de
leishméania, poderiam servir como um marcador de imunidade protetora em
ambientes onde os testes DTH nédo estdo disponiveis (por exemplo, EUA) ou nao
sdo viaveis (por exemplo, mulheres gravidas). De outro modo, nesses grupos as
guimiocinas CXCL9/MIG e CXCL10/IP-10 ndo se mostraram em niveis
estatisticamente diferentes dos perdedores da resposta DTH ou dos
permanentemente negativos, observacdo que talvez tenha ocorrido pela
necessidade de um maior tamanho amostral, ja que as medianas das dosagens
dessas quimiocinas foram mais elevadas nos grupos LV e DTH+/+.

Por fim, achou-se que células mononucleares do subconjunto de individuos
DTH positivos, que se tornaram DTH negativos ao longo do tempo (DTH+/-),
produziram niveis mais elevados de IL-6 em resposta aos antigenos solUveis de
leishmania. Estudos experimentais tém demonstrado que as células da medula

Ossea deficiente de IL-6 ndo protegem contra leishmania in vivo (111), e
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camundongos IL-6 deficientes tém uma resposta linfocitica inadequada quando
desafiados contra antigenos vacinais (200). De forma consistente, estes resultados
sugerem um papel potencial para IL-6 na protecédo contra o desenvolvimento de LV
sintomatica e aventam a idéia de que os mecanismos de resposta imune inata

podem ser mais eficazes do que outros em estudo.
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6. CONCLUSOES

6.1.Maior estimulo antigénico, caracterizado pelo adoecimento prévio, bem
como a probabilidade de reexposi¢cbes ao longo do tempo, relacionados
com a idade, séo fatores que estdo associados com a resposta imune
antileishmania.

6.2. A mensuracdo do DTH, obtida pela intradermorreacdo de Montenegro, é
um marcador de imunidade e controle da infec¢do por L. infantum chagasi
e se mantém, ao longo do tempo, na grande maioria dos previamente
positivos.

6.3. A presenca pregressa de casos de calazar no ambiente domiciliar é fator
determinante na positivacdo da resposta DTH nos individuos previamente
negativos.

6.4.A presenca do reservatorio canino e de outros animais no peridomicilio
nao foi relacionada com positividade do Montenegro, quando analisados
os individuos. Entretanto, ao se analisarem os aglomerados populacionais
da regido e a presenca dos cdes e de outros animais na vizinhanga, houve
um risco aumentado de infeccdo por L. infantum chagasi.

6.5.Fatores relacionados ao sexo, alteracdes imunes, decorrentes de
infeccbes e vacinacdes recentes, provaveis parasitoses, comorbidades
crbnicas, parametros nutricionais e condicdes domiciliares ndo foram

influenciadores da resposta ao teste de Montenegro.
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6.6.Uma resposta positiva ao teste associa-se com a producdo imune de
citocinas do padrao protetor Thl, o que classifica a resposta DTH positiva
como um fendtipo em relacéo a evolucao do hospedeiro diante da infecgcéo
pela L. infantum chagasi.

6.7.Citocinas do tipo 1, produzidas em resposta aos antigenos de leishmania,
poderiam servir como um marcador de imunidade protetora em ambientes
onde os testes DTH néo estéo disponiveis.

6.8. A perda da resposta DTH é associada com producéo de IL-6, mostrando
gue a resposta imune inata pode favorecer a cura parasitolégica para a

infecgdo por L. infantum chagasi.
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7. APENDICES
7.1. Questionério

Data I I

Coordenadas: | I I

Familia:| | Cadastro | I

Nome | | cadastro I I

Pai I | cadastro I I
Mée | | cadastro I I
Endereco| No

Bairro:| Cidade:|

Fone:l |

FNS:Casa:  Quadra:____ Ponto de Referéncia;| |
Checagem de identificacdo.(Nome completo com Identificacdo e RG) Idade:

DATA DO NASCIMENTO: / /

(0=NAO, 1=SIM)

DE ACORDO: 1. COLETA SANGUE[ ;2. TESTESINTRADERMICOS [ ]
SANGUE COLETADO? |__|; VOLUME |__|__| ml

LEITURA DOS: TESTES INTRADERMICOS ?[ ]

INTERCORRENCIAS ?[ ] SE SIM INDICAR:
I I

PENDENCIAS:

Outros:
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Cadastro |__|_ | _|_| | _|Sexo|__|(MouF), Idade: DN__ /[

Tempo de Moradia |__|__|anos e |__|__| meses. Mudou de residéncia? |__|
No de pessoas residentes no domicilio. I__|__|

CO-INFECCAO (0=n&o, 1=sim, ndo sabe=8)

Queixas nos ultimos 15 dias? |__| Quais? |__|Febre, | _|Perda de peso, |__|Anorexia,
|__|Tosse, |__|Dor muscular, |__|Diarréia

Outro(s)
Exame fisico alterado? |__| Qual

alteracdo?

Procurou assisténcia médica |__|, Qual (is) diagnostico(s)
dado(s)

Usou antibioticos? |__|, Se sim qual

(is)
CO-MORBIDADES

|__[HAS, |__JICC, |__|Diabetis, |__|Tuberculose, |__|Hipotiroidismo,
|__|Gravidez,

|__|AIDS, |__|Hanseniase, |__|Helmintiase, |__| Desnutricdo aparente.

|__|Neoplasia; Qual Faz quimioterapia atualmente?|__ |, Qual?

Doenca reumética? |__| Qual? Usa Corticoide sistémico? |__| Qual?

EXPOSICAO A ANTIGENO

Possui cartdo ? || Datado BCG __ [/ /_
Fez teste antigénico na pele nos ultimos 6 meses? |__| Qual? |__|PPD, |__|DTH, |__|Candidina,
Outros

Recebeu vacina nos dltimos 6 meses |__| Qual?: |__|Sarampo, |__|doses; |__|Pdlio, |__|doses;

|__|Febre amarela; |__|Tétano, |__|doses; |__|Hep B, |__|doses; |__| Gripe. Outras

FATORES DE RISCO DE EXPOSICAO AO FLEBOTOMINEO

Tipo de moradia? Taipa|__|, Alvenarial__|, Madeira|__|, Mista|__|

Mora em residéncia proximo a &rea de vegetagéo ? |__|

Se sim quantos metros aproximadamente ? |__| <50, |__| 50 a 500, |__| 500 a 1000,

|__| > 1000m.

Possui animais no peridomicilio? |__| Se sim quais? Galinhas |__|, Numero |__|__|_|
Cées |__|, Numero|__|_|,

Caprinos |__|, Numero|__|_|,

Suinos |__|, Numero |__|__|,

Ovinos |__|, Numero |__|__|, Possui galinheiro em casa? |__| Distancia (m)

OUTROS
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FATORES DE RISCO A REINFECCAO POR LEISHMANIAS (NOTIFICACAO
PELA FNS OU SMS)

Visualizou cées, aparentemente doentes, nas proximidades da casa nos ultimos seis meses? |__|

Foi notificada, nos Gltimos seis meses, a presenca de cdo com calazar em sua casa? |__|
Se sim quando? |__|__|mesesou|__| |dias

Foi notificada, nos Ultimos seis meses, a presenca de cdo com calazar na vizinhan¢a? |__|
Se sim quando? |__|__|mesesou|__| | dias

Foi notificada, nos Gltimos seis meses, presenca de mosquito do calazar em sua casa? |__|
Se sim quando?|__|__|mesesou|_| |dias

Possui casos de calazar confirmado nos Ultimos seis meses em casa? |__|
Se sim quando?|__|__|mesesou|_ | |dias

Possui casos de calazar confirmado nos Ultimos seis meses na vizinhanca? |__|
Se sim quando?|__|__|mesesou|_| |dias

Coleta de Flebotomineos | | (0=né&o, 1 =sim) Total|_ | | |Machos| | | |Fémeas| | | |

INVESTIGACAO NUTRICIONAL

Peso habitual |__ | | kg Refere perda de peso nos ultimos 6 meses ? |__|
Submete-se a alguma dieta ou mudanca alimentar? |__|
Se sim a quanto tempo? |__|__| meses

Se sim qual tipo ?

PROCEDIMENTOS (0=NAO, 1=SIM).

PA X mmhg

Exame fisico alterado ? |__| Qual alteracéo

Peso Atual: kg Altura m cm., IMC

Pregas :triceps , Subescapular , Suprailiaca , abdominal
Diédmetro cintura |__|__|__| cm, Didmetro do quadril |__|__|__| cm

|__| Montenegro 48/72h |__|__|mm |__|PPD48/72|__|__|mm

Montenegro anterior |__|__|mm Ano derealizacdo |__|_ | | |

CAES: N°

NO
NO
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7.2. Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

Universidade Federal do Rio Grande do Norte
Centro de Biociéncas
Departamento de Bioquimica
Laboratério de Imunogenética

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: Determinantes de doenca na leishmaniose visceral (CALAZAR)

Pesquisadores: Selma M.B. Jeronimo, Eliana T. Nascimento, Hénio G. Lacerda, Edgar Carvalho, Richard D.
Pearson, Mary E. Wilson, Paula V. Queiroz, Iraci Duarte.

EXPLICACAO SOBRE OS OBJETIVOS DO ESTUDO

Estamos convidando vocé para continuar participando, como voluntario, na pesquisa que tem como
objetivo estudar a doenga conhecida como calazar. Esta parte do estudo tem como objetivo avaliar sua defesa
contra 0 germe que causa o0 calazar. O exame que iremos realizar ¢ denominado teste de Montenegro, sendo
realizado na pele do braco. O teste de Montenegro positivo significa que vocé foi infectado com Leishmania, o
germe causador do calazar, mas seu organismo conseguiu com sucesso controlar a infecgdo. O teste de
Montenegro positivo indica que vocé esta protegido, e provavelmente néo ira desenvolver a doenca. No nosso
estudo anterior, observamos que algumas pessoas permaneceram mais tempo com o teste de Montenegro
positivo do que outras. N&o sabemos a razdo porque somente algumas pessoas perdem, com o tempo, a resposta
ao teste de Montenegro e queremos descobrir se as pessoas que negativam o teste possuem maior facilidade de
desenvolverem o calazar e quais os fatores que levam as pessoas a continuarem imunes (protegidas). Para isto,
iremos realizar uma avaliacdo sobre o seu estado de saude e realizar algums exames, incluindo avaliacdo
nutricional e infeccdo por germes que podem alterar a defesa, como o virus HIV.

Examinaremos também os animais presentes na sua residéncia e iremos coletar o inseto transmissor da
leishmania, conhecido como inseto palha. Faremos um mapeamento da sua residéncia, através de um aparelho
que identifica as coordenadas geogréaficas. Coordenadas geogréficas sdo linhas que determinam a posicdo de um
local na terra. Esse registro sera feito através de uso de um aparelho (GPS) que capta sinais vindos de satélites
circulantes em volta da Terra.

Para realizar estes estudos, pedimos permissao para visita-lo duas vezes por ano, durante 3 anos. Se vocé
for o pai ou a mée ou o guardido legal de um menor que esteja sendo convidado a participar deste estudo, o
termo “voc€” se aplica a este menor. O responsavel legal, por este menor, sera solicitado a ler e dar permissio,
por escrito, para que o menor participe deste estudo. Os referidos exames e procedimentos estdo indicados
abaixo.

NUMERO DE PARTICIPANTES NESTE ESTUDO

Aproximadamente 1500 pessoas participardo deste estudo. Esta populacéo é residente no Rio Grande do
Norte foi avaliada previamente no estudo realizado pela Universidade Federal do Rio Grande do Norte iniciado
em 2002.

TEMPO DE DURACAO DESTE ESTUDO
Se vocé concordar em participar deste estudo, sera considerado como participante durante 3 anos, o
tempo de duracédo desta parte do projeto.

PESQUISA GENETICA

Esta é uma pesquisa que se propde a estudar informagdes no DNA relacionadas a essas doengas. DNA é
a substancia encontrada dentro das nossas células, herdada dos nossos pais e transmitidas por nds aos nossos
filhos. O DNA serd usado em estudos sobre calazar e doengas nas quais o sistema de defesa esta envolvido,
porque os fatores encontrados no DNA, ligados a nossa defesa e estudados neste projeto, podem também estar
relacionados com outras doencgas, como tuberculose e doencas inflamatdrias.
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PROCEDIMENTOS
Procedimentos a serem realizados para aqueles que concordarem em participar do estudo:
1. Responder um questionério referente a sua satde, inclusive historia de vacinagéo;
2. Coletar sangue (isolamento de células, DNA, plasma e soro, teste para o virus HIV)
3. Teste de pele: teste de Montenegro (calazar) e teste tuberculinico (tuberculose)
4. Coleta de esfregaco da boca; (para extracdo de DNA, quando néo for possivel coletar sangue)
5. Avaliacdo da nutricdo, através da medicdo das dobras da pele, visando estimar a quantidade de gordura
do corpo e também do peso e altura.
6. Avaliacdo dos animais existentes no domicilio
7. Coleta da localizacdo da residéncia, através de um aparelho denominado GPS.

RISCOS

Os riscos associados a participacdo neste estudo sdéo minimos e podem ser sangramentos ou manchas
arroxeadas ou infeccdo no local da coleta do sangue e desmaio. No local da realizacdo dos testes na pele, pode
ficar um pouco doloroso ou endurecido. Os riscos desses procedimentos sdo minimizados, seguindo 0s
cuidados de higiene e pressdo. No caso de dor e endurecimento no local da realizacdo dos testes na pele,
prescreveremos um creme para uso local. Estes sintomas devem desaparecer no periodo de 72 horas.

Como esta pesquisa envolve o estudo de DNA, assumimos 0 compromisso que 0 mesmo sera usado para
0s objetivos aqui propostos. No entanto, pedimos permissdo para guardar o DNA, o soro e 0 plasma nédo
utilizados, no Departamento de Bioquimica, na Universidade Federal do Rio Grande do Norte, em tubos
identificados através de um cddigo. Seu nome ndo aparecerd no tubo. Qualquer outro projeto que venhamos a
fazer com qualquer amostra coletada de vocé, que seja diferente do protocolo aqui escrito, sera submetido ao
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Norte e & Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa, além de ser solicitado um novo termo de consentimento, antes que o estudo seja iniciado. Os
resultados dos estudos genéticos serdo mantidos em sigilo absoluto. Ndo permitiremos acesso as informacoes
encontradas a terceiros; tais como, seguradoras de salde e empregadores.

BENEFICIOS

Os beneficios em participar deste estudo sdo aqueles individuais, nos quais vocé sera avaliado por um
médico, que o acompanhara através de duas visitas anuais para determinar se vocé tem defesa contra o germe
que causa o calazar. Os beneficios para a comunidade sdo aqueles decorrentes de estarmos mapeando areas
onde existem a doenca calazar e podermos disponibilizar os resultados para a Fundacdo Nacional de Salde.
Esperamos também que esses estudos possam resultar em melhora na forma de prevenir o calazar, como o
desenvolvimento de vacinas, e aprender porque somente algumas pessoas desenvolvem esta doenca.
Trataremos problemas médicos encontrados. Ndo haverd 6nus para vocé em decorréncia dos testes ou
tratamento que realizarmos Para problemas médicos mais complexos, vocé sera encaminhado a um posto de
salide ou hospital publico.

AGENCIA FINANCIADORA DESTE PROJETO DE PESQUISA

O Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos da América (NIH) financia, em parte, esta pesquisa.
Isto significa que a Universidade da Virginia, Universidade de lowa e a Universidade Federal do Rio Grande do
Norte recebem recursos financeiros do NIH em apoio as atividades cientificas deste estudo.

INFORMACOES REFERENTES AO ESTADO DE SAUDE A SEREM UTILIZADAS NESTE
ESTUDO

Informac0es sigilosas sobre a sua salde séo aquelas que identificam vocé e estejam relacionadas com a
sua saude fisica e mental, seja passada, presente ou futura. Estas informagdes estdo geralmente presentes no seu
prontudrio ou em anotagdes realizadas por profissionais de salde. Ao assinar este termo de consentimento, vocé
estard autorizando a liberacdo dos dados existentes no seu prontudrio, para que n6s possamos estuda-los. Os
dados serdo mantidas em sigilo e ndo os liberaremos para terceiros.

CONFIDENCIALIDADE DO ESTUDO

O registro da sua participacéo neste estudo sera mantido em sigilo, até o limite permitido pela lei. No
entanto, agéncias federais que regulamentam no Brasil ou nos Estados Unidos, os comités de ética das
Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Universidade Federal da Bahia, Universidade da Virginia e
Universidade de lowa podem inspecionar e copiar registros pertinentes a pesquisa e estes podem conter
informacdes identificadoras. Por sua vez, essas agéncias regulamentadoras dos comités de ética, tanto no Brasil
como nos Estados Unidos, manterdo sigilo sobre dados, ndo disponibilizando-os a terceiros. Guardaremos o0s
registros de cada pessoa, em sala trancada, e somente a Dra. Selma Jeronimo e/ou pesquisadores trabalhando na
equipe terdo acesso a estas informagdes. Cada individuo receberd um ndmero para ser utilizado no laboratdrio.
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Se qualquer relatério ou publicacéo resultar deste trabalho, a identificacdo do paciente ndo sera revelada. Os
resultados serdo relatados de forma sumariada e o individuo ndo sera identificado. As amostras coletadas
(sangue esfregaco da mucosa da boca) sdo identificadas através de um cédigo de barra, seu nome néo aparecera
no tubo onde elas séo coletadas, mantendo, portanto, o sigilo dos seus dados.

DANO ADVINDO DA PESQUISA

Se houver algum dano ou se algum problema ocorrer decorrente desse estudo ou devido a negligéncia de
algum membro da nossa equipe, tratamento médico sera fornecido sem 6nus e sera providenciado pela Dra.
Selma Jeronimo e/ou médico que esteja trabalhando com ela. Se houver problemas médicos nédo relacionados
aos procedimentos aqui descritos, o préprio individuo sera responsavel. No entanto, n6s tentaremos resolver os
problemas médicos que podem ser solucionados a nivel ambulatorial e encaminharemos as especialidades
aqueles problemas médicos mais complexos.

Se houver algum dano decorrente da participacdo nesta pesquisa ou se for resultante de negligéncia de
funcionéarios da Universidade Federal do Rio Grande do Norte, compensacdo serd disponibilizada por esta
universidade. Essa universidade ndo fornecera compensagdo se o dano nédo for decorrente de procedimentos
realizados no decorrer desta pesquisa.

PARTICIPACAO 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 calazar ou outra doenca nao sera diferente, caso vocé decida participar ou ndo desta pesquisa.

PERGUNTAS
Esperamos que fique a vontade para fazer perguntas a respeito da pesquisa. Se houver alguma divida,
contate a Dra Selma Jeronimo (84-215-3428) no Departamento de Bioquimica da UFRN.

COMITE DE ETICA )
Este projeto foi avaliado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP/CNS/Ministério da Salde, Brasilia).

RESULTADOS DOS ESTUDOS GENETICOS
Desejo receber o resultado dos testes realizados com o0 meu DNA, caso esta informacéo seja importante
para a minha satde ou da minha familia.
Sim Né&o

CONSENTIMENTO PARA PARTICIPACAO

Estou de acordo com a participagdo no estudo descrito acima, me submetendo e também autorizando a
participacdo de meus filhos menores. Fui devidamente esclarecido(a) quanto aos objetivos da pesquisa, aos
procedimentos aos quais serei submetido e os possiveis riscos envolvidos na minha participagdo. Dou
permissdo para que o restante do DNA, soro e plasma isolados do meu sangue, ndo utilizados nesta pesquisa,
sejam guardados no Departamento de Bioquimica da, Universidade Federal do Rio Grande do Norte, sabendo
que serei contactado, caso estudos adicionais sejam realizados, para fornecer um novo consentimento. Dou
permissdo para que parte do DNA, soro e plasma, necessarios a realizagdo da pesquisa aqui explicada seja
encaminhada, quando necessario for, as Universidades de lowa, Virginia e Bahia, para que sejam realizados os
estudos genéticos ligados ao calazar.

Os pesquisadores me garantiram disponibilizar qualquer esclarecimento que se torne necessario e o
direito de desistir da participacéo neste estudo em qualquer momento, sem que a minha desisténcia implique em
qualquer prejuizo a minha pessoa ou a minha familia.

A minha participa¢do ou a participacdo do meu filho(a) menor na pesquisa é voluntéria, e ndo implicara
em custos ou prejuizos adicionais, sejam esses custos ou prejuizos de carater econémico, social, psicoldgico ou
moral, sendo garantido o anonimato e o sigilo dos dados referentes a minha identificacéo.

AUTORIZACAO:

1 | Autorizo realizag8o do teste para HIV Sim N&o |
2 | Autorizo o armazenamento de amostras do meu DNA, soro, e plasma na UFRN Sim N&o
3 | Autorizo o envio de amostras do meu DNA, soro e plasma para as Universidade | Sim N&o

Federal da Bahia, Universidade de lowa, Universidade da Virginia, Universidade de
Cambridge, quando necessario for, conforme explicado acima.
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4 | Autorizo coleta da informacéo referente a localizagdo da minha residéncia Sim Né&o
5 | Autorizo exames dos animais da minha residéncia, autorizo também coleta de | Sim Nao
sangue dos caes

Impresséo digital para aqueles impossibilitados de escreverem seu nome ou ndo alfabetizados.

Nome (letra de forma) Assinatura Data

Pais ou responsaveis

Testemunha
COMPROMISSO DO INVESTIGADOR
Discuti as questfes acima apresentadas com os participantes deste estudo ou com o seu representante
legalmente autorizado. E minha opinido que o individuo entende os riscos, beneficios e obrigagdes relacionadas
a este projeto.

Pesquisador Responsavel Assinatura Data
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MINISTERIO DA EDUCAGAD

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO MORTE
CENTRO DE BIOCIENGCIAS

DEFPARTAMENTO DE BIOQUIMICA

October 23, 2011

Dear Editar,

| am writing to thank you for agresing in reviewing our manuscript entited, "The natural
higtory of agymptomatic infection with the protozoan Leishmania infanium chagasi”

As we mantioned in our pre-submission letter, our group started a study around the
perimetropolitan area of MNatal in 1996 with the aim to understand the genetic risk to
developing symptomatic and asymptomatic leishmania infection. Cure or protection against
develaping viscaral leishmaniasis reguires antigen-specific Type 1 immunity and the
infradermal Leizshmanin skin test (LST) has been interpreted az a marker of protective
immunity. However, it is not known how long one retaing this marker and their immune
caorrelates.

By following a large group of people with different levels of exposure to sand flies, we
hawve learned that a subgroup of people loze their LST rezsponse to Leishmania antigens over
time, whereas othars retain. We found a good corralation with INFg for the ones that retain
the LST response, whareas the ones that lose the response their peripheral blood
mononuclear calls 2till respond to Leishmania stimulation with IL-6 release. We believe that
differances in innate immune responses may affect whethar individuals maintain or cure
asymptomatic L. /. chagasi infection. This manuscript summarizes these findings.
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Abstract

Manifestations of Leishmania infantum chagasi infection range from asymptomatic to
fatal visceral leishmaniasis (VL). Cure or protection requires antigen-specific Type 1
immunity. The intradermal Leishmanin skin test (LST) has been interpreted as a
marker of protective immunity. However, it has not been shown that LST correlates
with a Type 1 response, or whether LST and Type 1 immunity are maintained long-
term. These questions were examined in an 8-year longitudinal nested case study of
LST status and peripheral blood mononuclear cell (PBMC) antigen-specific cytokine
responses within a Brazilian family cohort. Of the 331 subjects, 46.2% (n=153) were
LST positive at the study onset. The positive LST prevalence and size increased with
age (p=0.0021). 15.7% (n=24) of LST positive subjects “retro-converted” to
negative, and 50.4% (64 of 127) of LST negative subjects became LST positive.
The LST size correlated significantly with PBMC antigen-induced IFN-y secretion
(r=0.6186, p<0.0001). IL-6 was released at higher levels by PBMCs of subjects who
retro-converted from positive to negative LST than subjects with stable LST status
(p=0.005). These data suggest that differences in innate immune responses may
affect whether individuals maintain a positive LST responses. PBMC IFN-y might

suffice as a surrogate marker for protective immunity instead of LST response.

Key words: Leishmania, asymptomatic infection, protective immunity, delayed type

hypersensitivity, visceral leishmaniasis, leishmaniasis
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Author Summary

Leishmaniasis constitutes a complex of clinical syndromes caused by Leishmania
species protozoa. Manifestations of Leishmania infantum chagasi (L.i.chagasi)
infection range from asymptomatic to fatal visceral leishmaniasis (VL). Cure of
disease and immunity to reinfection require antigen-specific T cells producing
interferon-gamma (IFNy). L.i.chagasi infections are diagnosed by culture,
microscopic identification of parasites, serology and/or intradermal Leishmanin skin
test (LST). A positive LST develops after recovery from VL or asymptomatic
L.i.chagasi infection, suggesting LST may be a marker for protective immunity
against symptomatic disease. It is not known how long the LST remains positive, or
how LST corresponds to the other marker of protective immunity, T cell IFNy. A study
of 331 subjects from an endemic region of northeast Brazil showed good correlation
between LST and IFNy. Most people who were LST positive remained positive over
8 years, although a subset (15%) “retroconverted” from LST positive to negative.
Rather than suggesting they had lost immunity, retroconvertor T cells produced more
IL-6 from immune T cells than non-converting subjects. We hypothesize these
differences may indicate that some individuals with a uniquely vigorous innate

immune response can cure asymptomatic L.i.chagasi infection.
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Introduction

Visceral Leishmaniasis (VL) or kala-azar is a potentially fatal disease caused
by Leishmania infantum chagasi in Brazil and other Latin American countries.(1)
Corresponding to urbanization during recent years, endemic areas for VL in Brazil
have spread from rural to perimetropolitan areas of large cities as Natal,(2) Belo
Horizonte,(3) Fortaleza,(4) among others (5;6). This has resulted in a large number
of people at risk for L. i. chagasi infection throughout Brazil and other Latin
American countries.(7;8)

The clinical manifestations of L. i. chagasi infection range from asymptomatic
infection to severe symptomatic VL,(9) which is characterized by progressive fever,
cachexia, and hepatosplenomegaly, with pancytopenia, low serum albumin, high
titers of anti-Leishmania antibodies and polyclonal B-cell activation.(1;9;10)
Asymptomatic infection is documented by a positive delayed hypersensitivity test to
Leishmania antigens, called the Leishmanin skin test (LST), in the absence of
symptoms. By this measure, the ratio of symptomatic to asymptomatic infection was
reported to be 1 to 6 children from rural endemic areas of Brazil,(11;12) but recent
studies suggest it to be lower in periurban aresas. Indeed, we previously reported
that 40% of family members of subjects with current or prior VL had evidence of
asymptomatic infection.(7) Our prime measure of asymptomatic infection is based
upon response to LST antigens, but preparations are variable and the test is not
approved by US regulatory agencies. Thus it would be useful to determine whether
LST corresponds with lymphocyte proliferation and/or type 1 cytokines as markers of
adequate Type 1 immunity.

Leishmania spp. are intracellular parasites residing primarily in macrophages

of the mammalian host. Peripheral blood cells from individuals with symptomatic VL
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lack parasite antigen-specific peripheral blood mononuclear cell (PBMC) responses,
and remain LST negative during disease.(13;14) Resolution of symptoms coincides
with development of a positive LST and of antigen-specific PBMC type 1 cytokine
responses. Similar type 1 T-cell derived cytokines are produced by PBMCs of
individuals with prior asymptomatic infection.(15) Thus, PBMCs from subjects who
have either recovered from VL or who have asymptomatic L. i. chagasi infection
demonstrate a vigorous proliferative response to leishmania antigens.(16-18) It is
presumed that asymptomatic Leishmania infection results in a state of resistance to
the development of VL. It is also presumed that this resistant state, marked by a
positive LST response, is retained lifelong in individuals who do not become
immunocompromised.(19;20) However evidence underlying these presumptions is
lacking, inspiring us to embark on a careful examination of the asymptomatic
‘presumed immune” state.(19,23)

The propensity of an individual to develop a positive LST is determined in part
by their genetic background.(21;22) Longitudinal study indicate that some infected
(seropositive) subjects may either not develop or not retain a long-lasting positive
LST response.(19) Whether the infected LST negative persons have developed and
resolved the LST according to the time of clearance of the parasite, or whether they
failed to develop an LST in the first place was not determined. The observations do
suggest that not all exposed individuals will develop a long-standing positive skin
test.(19) As such, it seemed warranted to examine the duration and stability of the
asymptomatic infection status, defined by an immune response detected as a
positive LST test, in a constantly exposed population.

The current study focused on subjects living in periurban areas surrounding

Natal in northeast Brazil, where L. i. chagasi infection is endemic and ongoing. The
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majority of LST positive subjects remained positive throughout the 8 years of study,
but a notable subset of asymptomatically infected persons lost both their LST

response and their antigen-specific IFN-y responses to parasite antigens.
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METHODS

Ethical considerations

Studies with human subjects were performed according to guidelines of the Brazilian
Minister of Health, the United States Department of Health and Human Services and
those of the participating universities. The project was reviewed and approved by
Institutional Review Boards of the Universidade Federal do Rio Grande do Norte
(Ethical Committee CEP-UFRN 19-01 and 172-06), the University of lowa and
University of Virginia. Studies were also approved by the National Brazilian Ethical
Commission of Research [CONEP 4572 and 13745; certificate of approval number

0139-0.0.051.069-06 (http://portal2.saude.gov.br/sisnep/)]. The UFRN Ethical

Committee is registered with the National Institutes of Health. Informed consent was
obtained from all study subjects or their parents or legal guardians.
Studied Population

A cohort of families residing in endemic area for VL has been followed up
since 1996. A total of 2020 people have been entered into this family study (21). A
nested case study of 331 individuals was performed to assess the status of LST
response over time. Subjects for the nested study were chosen because they
continued to reside in the area and because of their initial phenotype status.
Pregnant women and subjects with any immunosuppressive condition were not
included in this study, since their condition could alter the immune response to
Leishmania antigens. Subjects were characterized as symptomatic VL (underwent
treatment between the initial enrollment and follow up), history of VL (past successful
treatment at first enrollment); positive LST test with no signs or symptoms of VL

(presumed asymptomatic infection); negative LST and positive anti-leishmania
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antibodies, or negative LST and negative anti-leishmania antibody responses. Table
1 shows the characteristics of the study subjects.
Data collection

Demographic information included age, sex, and time of residence in the
endemic neighborhood, behavioral risks for exposure to sand flies, and contact with
VL subjects or to dogs. A medical history included acute or chronic underlying
iliness, any type of infection two weeks prior to LST assessment, vaccination history,
and medication intake. Subjects underwent a physical examination and assessment
of body mass index (BMI).
Leishmania infection

Anti-leishmania antibody status was determined by ELISA using a soluble
lysate of Leishmania promastigotes (SLA) obtained from a local L. i. chagasi isolate
(I0C-3071) as previously described.(24) The cut off value for the assay of 0.213 was
set as 3 SD above the mean result for 1:200 diluted sera from unexposed subjects.
The delayed type hypersensitivity response was assessed using the commercially
available Leishmania skin test kindly provided by Centro de Producéo e Pesquisa de
Imunobiologico/PR (CPPI, Parand, Brazil). This skin test antigen is prepared from an
isolate of L. amazonensis (MHOM/BR/73/PH8), and is the only source of LST skin
test antigen used for clinical assessment of leishmaniasis exposure in Brazil. The
LST induration was read after 48-72 hours after placement with a ball point pen as
described.(25) Thus our test correlated with current standards for assessment of
LST throughout the country of Brazil. An area of induration of 5 mm or greater 48-72
hrs after intradermal test inoculation was considered positive. LST was not tested in
pregnant women or children under age 3, and the interval between the two tests was

greater than one year to avoid false positive responses.(25) All subjects underwent
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LST and serologic testing when initially entered into the study. The 331 individuals
chosen for the nested study were re-tested an average of 8.1 years (SD * 2.2) years
after the first assessment.

Cytokine and chemokine responses

PBMCs were separated from whole blood elements by density sedimentation
using ficoll hypaque (GE Healthcare). Five x 10° PBMCs per well of 96 well
microplates were incubated without or with 1 pg/ml of SLA, in triplicate conditions, at
37° C, 5% CO, for 72 hours. Supernatants were collected and frozen for subsequent
cytokine and chemokine measurement. Cytokines (IL-4, IL-6, IL-7, IL-10, IL-12, TNF-
o, IFN-y) and chemokines (CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10) were quantified in a
multiplex fluorescence assay (Luminex® Extracellular Assay).

Subjects were considered in groups depending on whether their original LST
status changed from positive to negative or vice versa, or remained constant.
Cytokines and chemokines were analyzed as quantitative variables. Data were
stored and analyzed using SPSS ® (Statistical Package for the Social Sciences)
version 11.5 for Windows. The confidence interval was 95% (1-alpha) and 80%
power (1-beta). Statistical comparisons between groups were made using GraphPad
Prism version 4.01 for Windows (Graph-Pad Software, San Diego, CA). Chi-square
and Fisher exact tests were used to assess the association between categorical
variables. The results were presented as mean and median when the data had
normal and asymmetric distribution respectively. ANOVA parametric test was used
to determine differences between the means of groups for normal quantitative data,
whereas Mann-Whitney or Kruskal-Wallis no parametric tests were used to validate
the result of small size group or when the data did not have a normal distribution.

The Spearman correlation coefficient was used to verify the extent of association
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between continuous variables. A logistic regression with multinomial response was
used to analyze the variation in LST at the two time points, with adjustment for
epidemiological factors potentially influencing the response, including presence of VL

case in the household.
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Results
1. Longitudinal study of Leishmania infantum chagasi infection in endemic
area of Rio Grande do Norte.

A total of 331 subjects were entered into the study. Their characteristics are
shown in Table 1. Of the studied subjects, 191 (57.7%) were females and 140
(42.3%) were males. The age ranged from 4 to 89 years (median 20 years,
interquartile range 12-41) and 73% of subjects were younger than 40 years. The
mean time interval between the first and second test of LST response was 8.1 + 2.2
years (mean + SD). At the time of initial evaluation, 153 (46.2%) of the 331 subjects
had a positive LST response with no previous history of VL treatment. Of the positive
LST subjects, 84.3% (n=129) remained LST positive and 24 (15.7%) became LST
negative at the time of follow-up. 64 (50.4%) of 127 subjects with an initial negative
LST response became LST positive, and 51 (40.1%) remained LST negative (Table
1).

Of the 51 VL subjects, 10 (19.6%) were diagnosed within the first study and
their initial LST was negative, with a mean induration of 0.4 mm. Four had
symptoms of VL at first examination, with positive anti-leishmania antibodies, and
were admitted to the hospital and treated for VL. Six subjects who were
asymptomatic and had negative anti-leishmania antibodies developed disease within
a year after first examination. All of the 41 recovered VL subjects (80.4%) had a
positive LST response, with median of 12 mm induration (IQR= 10-15) and they
remained positive after 8 years (IQR= 7-9.3) post-treatment. A previous history of
treated VL was strongly associated with a positive LST reaction on second visit (p=

0.00001). There was a concomitant increase in the LST induration size over time
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(Spearman r = 0.3, p= 0.03), with coincident decrease of the levels of antibodies
(Spearman r = -0.5, p=0.0003, Figure 1).
2. Factors associated with Leishmania infection and the LST response in
asymptomatic individuals

A significant positive association between age and LST response was
observed (p = 0.001), Table 2, with a median of 30 (IQR = 16-50) years for LST+ and
14 for the LST- (IQR =10-31), Figure 2A. The size of the LST response increased
with age, (r=0.27, p=0.002; Figure 2B). Sex was not associated with having a
positive versus negative LST reaction p= 0.54). However, residing in the household
with a VL case increased the risk of a positive LST response by about two-fold (OR =
1.96, p=0.04, 95% CI=1.03 to 3.76).

To address whether other diseases potentially confound the interpretation of
LST responses, we investigated a possible association between underlying diseases
and the size of LST reaction. Symptoms of infection within 15 days prior to
placement of LST (p=0.57), or a history of hypertension (p=0.1), or diabetes (p=0.66)
were not associated with variation in the LST response. Eosinophilia is one indicator
of intestinal helminthes, a prevalent condition in this population. However, having a
peripheral blood eosinophil count above the basal cutoff was not associated with
having a positive LST response p= 0.65). Additionally, having received any type of
immunization within six months prior to the second LST was not associated with a
positive or negative response( p= 0.2). Finally, measures of nutritional status, i.e.
BMI (p= 0.31), were not associated with the LST response status.

Factors which could create a favorable environment for sand fly habitat were
not associated with the LST response status. These factors included the type of

housing (p=0.96), proximity of the household to vegetation (p = 0.23) and living with
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animals housed outdoors (p = 0.51). Neither the presence of one or more dogs
housed in the home (p = 0.96) or having positive anti-leishmania serology (p = 0.47).
Table 2 lists demographic, health and environment factors assessed according to
LST status in the population.
3. Immune responses according to LST status

Cytokines and chemokines released by PBMCs incubated with parasite
antigens (SLA) were tested at the follow up examination date. Considering all
persons without a history of symptomatic VL, the amount of IFN-y, TNF-¢ and IL12
released by PBMCs from individuals with a positive LST response were significantly
higher than subjects with a negative LST (Table 3). No significant differences in IL-4,
IL-10, IL-6 or IL 7 were observed. Importantly, the level IFN-y was directly correlated
with the size of LST induration, (r=0.6186, p=0.0001), Figure 3. Neither of the
chemokines CXCL9/MIG or CXCL10/IP-10 was significantly different between LST+
versus LST- persons. Considering changes in LST status over ~8 years after the
initial examination, changes in cytokines and chemokines was informative. The
antigen-induced IFN-y level was significantly higher in individuals recovered from VL
than those who remained consistently LST-/- (Table 3 and Figure 4.A). Even in
individuals who had “cured” their positive LST, IFN-y and TNF-a values were
significantly elevated over control subjects, showing that antigen-specific type 1
immune responses were still detectable in some individuals. IL-12 levels, in contrast,
were significantly higher in the VL and the LST+/+ groups than either LST+/- or LST-
/- individuals, and the mean value was even lower in those who had cured the LST
response than those who never developed a positive test. Levels of released IL-4,
IL-10, IL-7, CXCL9/MIG and CXCL10/1P-10 were not significantly different between

the four groups analyzed (Table 3). Notably, IL-6 was highest in individuals who
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“cured” their LST from positive to negative. IL-6 was high in many individuals who
recovered from VL, and a smaller number of individuals who remained LST positive
throughout the study period (means in Table 3, Figure 4.B). IL-6 levels produced by
PBMCs of subjects who remained LST negative were lower than subjects in all
groups who were LST+ at the time of 2" examination (p=0.005, Figure 4.B) . This
high level of IL-6 in subjects who converted from positive to negative LST raises
hypotheses regarding the role of innate immune immunity in persons with

asymptomatic Leishmania infections.
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Discussion

Infection with Leishmania infantum chagasi can lead to a spectrum of clinical
presentations, ranging from asymptomatic or subclinical infection with a strong
parasite antigen-specific TH-1 type cellular immune response (26-29), to
symptomatic VL with deficient Type 1 cellular immune responses to leishmania
antigens.(7;30;31) Traditionally, the LST response has been considered a marker of
cured infection and immune resistance to developing or re-developing VL,(19;32). In
contrast, during cutaneous and mucosal leishmaniasis caused by L. braziliensis, the
LST is a marker of active disease with progressive pathology.(33) Consistent with
this contention, subjects participating in the current study who were cured from a
documented episode of VL became LST positive, as described in other
studies.(11;12;30;34) There was no relapse of VL among the recovered VL subjects,
and LST responses remained positive for at least 14 years after the diagnosis of VL.
In addition, 10 subjects in our cohort were initially LST negative but developed VL
during the study. All ten VL subjects converted to LST positive after clinical cure.

There were no apparent environmental factors or individual co-morbidities
amongst individuals living in the endemic region negative LST response. It is
possible these persons were never bitten by a sand fly carrying Leishmania
parasites. Alternatively, they may have been exposed but cleared parasites quickly
through innate immune mechanisms and never developed the type 1 T cell response
marked by a positive LST. A third possibility is that they have developed and lost the
skin test evidence of an adaptative type 1 response to parasite antigens over time.

We report herein an increase in the prevalence of positive LST responses,
and an increase in LST size with increasing age, confirming previous reports (35-39).

Adults could have a more robust Type 1 cellular immune response than children,
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which could in part explain their disproportionate burden of VL in endemic
regions.(12;40-42) Recent infections or vaccinations, and nutritional status as
measured by BMI, were not factors influencing the LST response. A previous study
of asymptomatic children in the same region showed that the duration of
breastfeeding was associated with an increased likelihood of positive LST response
(43). Although we did not re-examine this parameter, this could reflect overall health
status due to the protective effect of breast milk.

More surprising was the fact that the presence of domestic dogs was not
associated with a positive LST reaction. This finding reinforces previous studies
conducted in the region,(7) showing that ownership of infected dogs or other
animals, was not associated with human infection when analyzed at the level of
individual households. In contrast, when analyzing groups of households as a unit,
the presence of dogs and other animals in the neighborhood were significantly
associated with increased risk of infection with L.i.chagasi, detected either by a
positive LST response or VL. In the current cohort, individuals living in a household
in which a member had developed VL were at risk for having a positive LST
response. Whether this reflects a common environmental exposure, genetics, or the
presence of a human reservoir for L.i.chagasii cannot be discerned from this
study.(44)

The cytokines IFN-y, IL12 and TNFa (45-48), and the chemokines
CXCL9/MIG have been shown to be important for controlling Leishmania infection
(47;49). We found associations between these molecules and a positive LST
response, both in subjects successfully treated for VL and in subjects with
asymptomatic L. i. chagasi infection. These observations support the hypothesis that

LST is a marker of protective cellular immunity against symptomatic VL. They also



138

raise the possibility that type 1 cytokines produced in response to Leishmania
antigen could serve as a marker of protective immunity in settings where LST testing
is either not available (e.g., the U.S.A.) or not advisable (e.g. pregnancy). There was
not 100% correlation between antigen-induced IFN-y and LST positive status (see
Figure 4.A). Furthermore, not all individuals with PBMCs producing high levels of
antigen-induced IFNy were also high for other type 1 markers (TNF-¢, IL-12, MIG).
This suggests that a rapid “quantiferon”-type test of T cell IFN-y production may not
be an optimal LST substitute, whereas a test of cellular immunity that showed a
panel of antigen-responsive type 1 cytokines/chemokines could constitute a better
LST surrogate.

PBMCs from the subset of LST positive persons who became LST negative
over time produced IL-6 in response to soluble leishmania antigens. Experimental
studies have shown that bone marrow cells deficient for IL-6 did not protect against
Leishmania in vivo,(50) and IL-6 deficient mice have an impaired lymphocytic
response to vaccine challenge. Consistently, our findings suggest a potential role for
IL-6 in protection against the development of symptomatic VL.

The LST response is different in subjects acquiring VL in India, which is
caused by L. donovani in that region of the world. A conversion from positive to
negative LST response over time has been observed, particularly when the source of
antigen used to generate the LST test was a species other than L.
donovani.(,23,29;51) The unreliability of the test has either resulted in, or resulted
from a situation in which there is not a standard LST antigen used for diagnosis of
cured VL in that country. The Brazilian LST test is a standard preparation made
according to GMP standards from L. amazonensis antigens, and serves as a reliable

marker for type 1 responses to all Leishmania spp. prevalent in the country. We
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hypothesize that the maintenance of a positive LST response could indicate the
persistence of subclinical Leishmania infection.(51) Although it is difficult to
document persistent parasites, the current and other reports in the literature suggest
that a positive LST and the maintenance of immune markers of prior infection occur
in the same subjects.(23;52,53)

This hypothesis leads to an intriguing corollary regarding the 15% of initially
LST positive subjects who became LST negative over time. None of these LST
“retroconvertors” developed symptomatic VL. They were younger in age and had a
smaller initial LST size compared to LST “maintainers”. This leads us to speculate
that these individuals may have cleared persistent parasites from their tissues
through effective innate and/or adaptive microbicidal responses. Indeed, the higher
IL-6 level in these individuals raises the suggestion that innate immune mechanisms
may be more efficient or effective than others in the study.

The current report constitutes the first long-term follow up of a positive or
negative LST status in Brazilians. Although the general impression that protective
immunity to leishmaniasis is life-long, we were able to show that most people do
retain their markers of type 1 immunity for at least 8 years, although subset
converted from positive to negative over this time. In order to understand the
biological significance of the LST response and PBMC cytokine markers of immune

status additional long-term studies are needed.
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Legends to the figures

Figure 1. LST and anti-leishmania antibody responses in persons with symptomatic
VL following treatment. Individuals were encountered after successful treatment for
acute VL. Both the size of LST induration and the OD of the ELISA value were
plotted against the number of years since successful treatment of VL. Anti-
leishmania antibodies levels, reflected in the magnitude of OD reading, were
inversely correlated with time since VL treatment (p=0.0003). Conversely, the size of
LST induration increased proportionately with time since treatment of acute VL
(p=0.0337).

Figure 2. The result of the LST responses considering positive or negative in
accordance to cut off value of 5 mm. A. The LST response in asymptomatic subjects
increased with age, and B. there was a linear correlation between the size of
induration and age of subjects, (Spearman, r= 0.27; p=0.0021). In this analysis
subjects with VL were not included.

Figure 3. The size of LST was associated with the amount of IFNy (r=0.6186, ClI
0.3863t0 0.7771, p<0.0001, N=44).

Figure 4. A. IFNy response by LST phenotype. The highest levels of IFNy were
seen in persons previously treated for VL and in asymptomatic subjects who were
LST+ B. Levels of IL-6 by LST phenotype. IL-6 was significantly higher in LST+ and

LST +/- groups compared to the LST-/- group (p= 0.005).
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Figure 2B
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Table 1. Characteristics of subjects considering either symptomatic or asymptomatic VL. SLA, LST size and age are indicated both at the time of the first and

the second measurements (SLA1, SLA2, LST1, LST2, Agel, Age2). The cutoff for a positive LST was 5 mm, whereas serologic response was assessed by

the relative value’s natural logarithmic, since the cut off value of the assay was different in the two time point.

Characteristics (n) mean and SE
1@ 1@ @ ) (6} (6}
Phenotypes SLA1 SLA2 LST1 LST 2 Age 1 Age2 %Male (n, %)
L Symptomatic | (10) 0.15 £0.57 (10) 0.43 +0.48 (10) 2.40 +2.00 (10) 12.90 £1.90 (10) 12.30 £7.03 (10) 19.40 £7.09 | (10) 50.00%
Recovered (39) 0.47 £0.26 | (39) 0.61 +0.18 | (41) 8.85 +1.23 (41) 12.76 £0.65 | (41) 9.12 +1.55 (41) 15.39 +1.56 | (41) 63.41%
DTH +/+ (128) 1.51 +0.13 | (123)-0.85+0.09 | (129)16.085 +0.68 | (129)13.40 +0.64 | (129)31.06 +1.68 (129) 37.97 £1.68 | (129) 36.43%
A | DTH +/- (24) 2.06 +0.29 (24) -1.06 £0.16 | (24) 8.63 £1.04 (24) 1.96 +0.41 (24) 18.75 £3.32 (24) 25.42 £3.34 | (24) 41.67%
symptomatic
DTH -/- (51)-1.7240.19 | (51)-1.24+0.12 | (51) 0.29 +0.14 (51) 1.20 +0.25 (50) 12.26 +1.97 (50) 18.34 +2.06 | (51) 37.25%
DTH -/+ (64) -1.91+0.20 | (64)-1.12+0.10 | (64) 0.28 £0.12 (64) 9.64 +0.82 (64) 18.92 +2.40 (64) 25.89 +2.44 | (64) 46.88%
(1) mean £ SE, where 55 =<7/ — and CI{35%) = mean £ 1.96 5E  (2) log fsu_.:'cm ﬂff;]'

g R




Table 2. Analysis of environmental factors according to LST responses status. Most data were analyzed by Chi-square. Age was analyzed by Kruskal-

Wallis.
LST status over time n (%)

Variable Total Remfained LST Swi_tqhed from negative to Rema_ined LST Switched from positive to P Value

subjects positive positive negative negative
Number of subjects 280 129 65 62 24
Age mean (+ SD) 280 38 (+19) 26.1 (+19.4) 19.7 (+16.7) 25.4 (16.3) 0.001*
Male 109 47 (36.4%) 30 (46.2%) 22 (35.5%) 10 (41.7%) 0.54
liness > 15 days 63 29 (22.7%) 11 (17.2%) 17(27.4%) 6 (25.0%) 0.57
Hypertension 27 17 (13.2%) 7 (10.8%) 3 (4.9%) 0 (0.0%) 0.10
Diabetes 8 3 (2.3%) 3 (4.6%) 2 (3.3%) 0 (0.0%) 0.66
History of vaccination 47 28 (22.2%) 7 (10.9%) 9 (15.0%) 3 (12.5%) 0.20
Mud walls 43 20 (15.5%) 11 (16.9%) 9 (14.5%) 3 (12.5%) 0.96
Vegetation 262 122 (94.6%) 61 (93.8%) 55 (88.7%) 24 (100.0%) 0.23
Any type of animal in the 224 107 (82.7%) 48 (73.8%) 50 (80.6%) 19 (79.2%) 0.51
gfggﬁii of dogs in the 149 68 (52.7%) 34 (52.3%) 33 (53.2%) 14 (58.3%) 0.96
household
Chicken in the back yard 162 77 (59.7%) 33 (50.8%) 38 (61.3%) 14 (58.3%) 0.61
Dog in neighborhood 195 88 (68.2%) 44 (67.7%) 43 (69.4%) 20 (83.3%) 0.49
Dog with VL by serology 36 23 (62.2%) 7 (53.8%) 3 (33.3%) 3 (50.0%) 0.47
Eosinophils > 5% 218 104 (87.4%) 54 (87.1%) 44 (81.5%) 16 (80.0%) 0.65

78 43 (40.2%) 16 (29.6%) 14 (27.5%) 5 (27.8%) 0.31

BMI >26




Table 3. Cytokine/chemokine levels in PBMC supernatants tested at the time of the 2"! LST measurement. Data are shown for individuals with a history of

VL (all of whom were LST+ at follow-up). For those without a VL history, data are shown according to LST status. Values shown are the median and

confidence interval 90%. Cytokine levels are expressed as protein (pg/ml) considering the status at the time of 2" LST test.
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Exposed and asymptomatic L.i. chagasi (tested at

Exposed and asymptomatic L.i. chagasi (tested at the time of follow-up

Cytoki | Symptomatic VL the time of follow-up examination) examination)
ne N LST+ N LST- N | Pvalue ++ N +- N - N | Pvalue
| 9923 (11- 373.9 (0.7- ] 377 (0.7- ] 18.2 (3.5-
PN | goers 16 | 11978 11 |27.8(0.7-7812) |22 |o0.03 T11076) 11 |763(02:8102) |9 | g7t 13 | 0.04
138.7
TNF- ] 230.7 (90.6- |11 | 158.9 (12.8- 230.7 (90.6- 200.8 (13.7- i
: 419.1(7.6-1550.3) | 16 | 530 505 ) 26 | 005 3355 4 1|53y 10 |a24 : 16 | 0.017
IL-12 | 2.6 (1.0-11.7) 10 |30(0.994) |6 |1.22(0834) 14 002 3.0(0.9-9.5) 6 |09(0913) 5 é‘jf’ 08 g 0.02
] ] 64.7 (2.0- ] 64.7 (2.0- ] 15.7 (2.1-
IL10 | 508 (19-4700) |16 | $o:L2 11 |227(1.8-1398) |25 |o0.42 A 11 |587(181087) |10 | 338 15 | 063
IL-4 | 22.1(532038) |16 368091§4.0- 11 |106(21-309) |24 |o035 9.9(4.0260.2) |11 |11.1(21-30.0) |9 2'131()2" 15 | 0.64
353.7
| 599.6 (51.8- 478.63 (44.9- 380.8 (158.2- 478.6 (44.9- 1661.8 (164.2- _
IL-6 | 9923.2) 16 1 1950.8) 111 5242.6) 26105 1950.8) 11| 5082.13) 10 (712%43 16 10005
IL-7 | 53(0817.4) 11 1'888) (0.9- 8 |3.9(0.9-17.5) 13 | 068 7.8(09-180) |8 | 0.9(0.9-2.3) 3 1'702%)9 10 |014
956.4 (8.1- 14292 375 2136.1 (37.5- 14292 (37.6- 1854.6 (35.0- 2512.5(79.
IP10° | 14393.0) 15 | 111325 1 141436) 22 1087 11132.5) 11 14623.0) 10 19770733 |12 | 097
22836.9 3624.9
9486.7 (98.5- 4783.2 (65.4- 22836.9 (298.8- 7040.5 (216.2-
MIG 11 | (2985 10 2 |o11 10 9 | (388 13 | 028
112202.8) (55101.3) 34802.5) 155401.3) 15193.8) S re6.)
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9. ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a disease caused by protozoa of the Leishmania
donovani complex, whose infection has clinical spectrum ranging from asymptomatic
infection to active disease characterized by fever, cachexia, hepatosplenomegaly,
and immunosuppression. The healing or protective immunity require an antigen-
specific type 1. The Montenegro skin test (DTH) has been interpreted as a marker of
protective immunity. However, there is no known correlation between the DTH
response to type 1 and DTH and immunity of type 1 are maintained in the long
term. Thus, a longitudinal study of 8 years, nested in a cohort family held in Brazil,
documented the status of DTH and cytokine production by peripheral blood
mononuclear cells in response to antigen-specific stimulation. This study was the
interdisciplinary approach of physicians, biochemists, nutritionists, veterinary
medicine, biology and statistics. The results show that 46.2% of subjects were
analyzed DTH positive at baseline. The prevalence of positive and DTH induration
size increased with age (p = 0.0021). 15.7% of individuals positive DTH "retro-
converted" the negative and 50.4% (64) of individuals negative DTH became
positive. The size of DTH induration was correlated significantly with the antigen-
induced production of IFN-y (r = 0.6186, p = 0.0001). IL-6 was secreted at higher
levels in peripheral blood mononuclear cells of individuals who "retro-converted"
DTH positive to negative than individuals who remained stable DTH status (p =
0.005). Thus, IFN-y produced by peripheral blood mononuclear cells, may be a
surrogate marker for protective immunity instead of the DTH response. In addition,

differences in innate immune response may determine whether individuals maintain

or eliminate the infection by Leishmania infantum chagasi in asymptomatic patients.



