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RESUMO

A leishmaniose visceral € uma doenca que nos ultimos 20 anos adaptou-se as
areas periurbanas e urbanas, tornando-se endémica na regido metropolitana
de Natal, Rio Grande do Norte. Este estudo teve como objetivo avaliar os
aspectos ambientais, sociais e a cadeia epidemioldgica de transmissao por
Leishmania chagasi em area urbana, periurbana e rural do Municipio de
Parnamirim-RN. Realizou-se um estudo com trés subestudos: Subestudo 1:
Estudo Transversal__ da infeccdo humana e seus determinantes
socioambientais no ano de 2005. Subestudo 2: Estudo observacional
longitudinal com coorte fixa para avaliar a dindmica da infeccao canina por L.
chagasi no periodo de 2005/2006. Subestudo 3: Estudo longitudinal para
avaliar a fauna de flebotomineos e a densidade de L. longipalpis associando
aos fatores climaticos. Para inclusdo no estudo, os imoéveis foram
selecionados aleatoriamente e georreferenciados. Na populacdo humana
desses imoveis, foi realizado teste de Montenegro e coleta de sangue para
deteccdo de anticorpos antileishmania. A populagédo canina foi examinada
guanto a infeccdo por L. chagasi pelo método de RIFI, ELISA EB e ELISA
para rK39. Foi realizado monitoramento entomologico mensal com armadilhas
CDC em 10 imdveis de cada localidade. Foi realizado andlise quantitativa e
gualitativa através do STATISC 6.0 e construcdo de mapas de predicao e
probabilidade através do modelo do ArcGis 9.0. Foi encontrada associacédo
da infeccdo humana por L. chagasi com a area de residéncia, idade, sexo
densidade populacional, vegetacao, tipo de piso do imével e destino de agua
e dejetos. Na populacdo canina, foi observada associacdo da infeccéo por L.
chagasi quanto a raca, ao porte, sintomas, tempo de moradia no imoével,
presenca de cades na vizinhanga, presenca de cavalos e jumentos na
vizinhanca, tipo de vegetacdo da area. A infeccdo humana estava relacionada
com a infeccdo canina apenas quando analisada considerando-se a
localidade. No estudo prospectivo, foi observada soroconversédo e perda de
anticorpos em 30,8% e 22% dos animais examinados, respectivamente. A
taxa de infeccdo humana por Leishmania chagasi foi de 24,6%, quando
avaliada pela presenca de anticorpos antileishmania e de 38,6% quando
avaliada pelo teste de Montenegro. A taxa de infeccdo canina foi 32,5%
guando avaliada pela presenca de anticorpos antileishmania. O vetor Lu.
longipalpis apresentou um comportamento atipico. Os resultados indicam que
fatores ambientais e sociais sdo importantes variaveis associadas a infec¢ao
por L. chagasi em humanos e caninos, sendo as Ultimas pontualmente
associadas. Desta forma, sdo necessarias medidas de controle da infec¢céo
gue enfoquem os pontos estudados, visando a nado manutencdo da
endemicidade na éarea estudada. Esta pesquisa foi realizada de forma
multidisciplinar envolvendo as categorias de: médico, bidlogo, veterinario,
estatistico, nutricionista e farmacéutico bioquimico.

Palavras-chave : Leishmania chagasi. Leishmaniose. DTH. Leishmaniose
visceral canina. Anticorpo. Lu. longipalpis.



1 INTRODUCAO

As leishmanioses constituem um grande problema de saude publica no
mundo. Estima-se que 360 milhdes de pessoas em 88 paises estejam expostas aos
riscos de serem infectadas por Leishmania com, aproximadamente, 2 milhfes de
novos casos diagnosticados anualmente, sendo que 1,5 milhdes sdo casos de

leishmaniose cutanea (LC) e 500 mil de leishmaniose visceral (LV)®.

As leishmanioses sdo causadas por parasitas unicelulares flagelados do
género Leishmania, ordem Kinetoplastidae. Os membros da familia sdo parasitos de
insetos, aracnideos, plantas e vertebrados diversos. Esses parasitos sao dimorficos,
com a forma extracelular denominada promastigota e a forma intracelular
denominada de amastigota. A forma promastigota € flagelada e € encontrada no
trato intestinal do inseto vetor, tanto livre no limen do intestino como ligado pelo
flagelo a cuticula intestinal. A forma amastigota € ovalada, sem flagelos aparentes e
€ exclusiva do hospedeiro vertebrado, no qual, geralmente, € encontrada no interior
dos macréfagos e de outras células fagociticas®:

A distribuicdo geogréfica das leishmanioses acompanha a distribuicdo do
inseto vetor, o qual pertence a subfamilia Plebotominae. Estes vetores podem ser
encontrados praticamente em todo o mundo, estando extensamente distribuidos nas
regides tropical e subtropical da América, Africa, india e nos paises das margens do
Mediterraneo®.

No Brasil, a espécie causadora da leishmaniose visceral € a Leishmania
chagasi, espécie semelhante a Leishmania infantum que € encontrada em alguns
paises do Mediterraneo e da Asia .

Nas Ameéricas, a LV é uma zoonose e tem o cdo como principal reservatorio

no ciclo peridoméstico®. Aproximadamente 90% dos casos de LV ocorrem em 5



paises: India, Bangladesh, Nepal, Suddo e Brasil, paises onde a doenca atinge
principalmente a populacdo mais pobre. A LV € uma doenca cronica, grave, cuja
letalidade nos seres humanos pode chegar a 10%, mesmo com o0 tratamento
especifico®.

A principal forma de transmissdo do parasito para outros hospedeiros
mamiferos ocorre por picadas de dipteros fémeas da familia Psycodidae, subfamilia
Plebotominae, conhecido como “flebotomineos™”. A Lutzomyia (L.) longipalpis é a
principal espécie transmissora da L. chagasi no Brasil, no entanto, recentemente a
Lu. cruzi também foi incriminada como vetor, em focos de transmisséo da doenca no
estado do Mato Grosso do Sul .

No Brasil, a LV esta incluida entre as grandes endemias, com notificacdo de
casos em 19 Estados da Federacdo e predominéncia de ocorréncia na regiao
Nordeste®. O processo de expansdo e urbanizacdo da LV no Brasil esta
relacionado com as profundas mudangas na estrutura agraria do pais, que resultou
na migracao de grande contingente populacional para os grandes centros urbanos®.
Esta expansdo também estd associada a fatores complexos incluindo mudancgas
ambientais e climaticas, reducdo de investimento em educagdo e saude,
descontinuidade das acdes de controle. Além desses fatores, a adaptacdo dos
vetores aos ambientes modificados pelo homem pode aumentar a magnitude do
problema 19,

A pandemia da infeccdo por HIV em &reas previamente endémicas para
Leishmania promoveu o aumento dos casos de LV, resultando no ressurgimento da
leishmaniose na Europa, geralmente fazendo parte da sindrome da imunodeficiéncia

adquirida © V),



Nas Américas, o papel do homem no ciclo de vida da Leishmania é
controvertido, ao contrario da india, onde este é o reservatorio principal.

Em principio, um homem infectado pode infectar o vetor, mas a eficiéncia com
que os parasitas sdo transferidos do homem para o fleb6tomo pode ser baixa,
principalmente quando comparada ao c&o?. No entanto, estudo prospectivo
realizado no Ceara mostra que a existéncia de um caso de LV na familia apresenta
um risco maior de infeccdo para um outro membro da familia do que a presenca de
caes infectados*?.

A ocorréncia dos focos de leishmaniose visceral em areas periurbanas e
urbanas ocorre cada vez com mais frequéncia. A doenca é encontrada nas regioes
metropolitanas, como Natal-RN ¥, Szo Luis-MA e Teresina-PI ® ou até mesmo,
em bairros completamente urbanizados como ocorre em Campo Grande-MS e Belo
Horizonte-MG“®). Contudo, sabe-se que 93% dos casos notificados no periodo de
1980 a 2005 sdo originarios do nordeste do pais, predominando na populagédo de
poder aquisitivo mais baixo, com 60% dos casos ocorrendo em criangas menores de
10 anos®¥.

No Rio Grande do Norte, a LV assumiu propor¢des epidémicas desde o inicio
dos anos 1990, quando a concentracdo dos casos humanos tornou-se predominante
na Regido Metropolitana. Atualmente, dos 167 municipios do Estado, 31 notificaram
autoctonia de casos humanos de LV. Os focos das regides metropolitana e agreste
do Estado contribuiram com o aumento da incidéncia da LV, que, nos ultimos 4 anos,
vem apresentando reducdo de ocorréncia, sendo observado, no entanto, um
aumento de notificacdo de casos na regido Oeste, principalmente no Municipio de

Mossoro™?.



As estratégias para controle da LV no Brasil sempre tiveram como foco
quebrar a cadeia de transmissdo da doenca, com a eliminacdo dos animais
infectados. Essa estratégia ndo evidenciou impacto positivo na reducéo da incidéncia
da infeccdo humana®. N&o ha, na verdade, avaliacdo acurada sobre a efetividade
do programa de controle da LV no Brasil, incluindo o impacto da eliminacdo dos caes
sorologicamente reagentes e o0 controle do vetor. Ainda, € necessaria a
compreensao clara se variaveis ambientais maiores influenciam um potencial ciclico
da epidemia, permitindo assim medidas concretas e sustentaveis de intervencao e
controle®®).

Assim sendo, o Ministério da Saude promoveu oficinas e reunides de trabalho
com representantes técnicos de 6rgaos de controle e da comunidade cientifica tendo
como intuito a reavaliacgdo do programa de controle da leishmaniose. Nesses
eventos, as medidas adotadas para o controle da LV foram objeto de muitas
discussoes, principalmente, na abordagem da retirada dos cdes sororreagentes
como medida de controle da LV humana®™. As estratégias de controle,
aparentemente, parecem ser adequadas, mas na pratica a prevencédo da infecgédo &
bastante dificil, ainda mais associada aos reservatorios domesticos, silvestres e
aspectos ambientais, incluidos aspectos fisicos de utilizagdo do espaco habitado.

As diretrizes de controle tém sido baseadas na eliminagao do vetor, com uso
de inseticida residual direcionado para as formas adultas, uma vez que os criadouros
da espécie sédo pouco conhecidos. Discute-se que o0 uso desse método pode induzir
a resisténcia dos vetores aos inseticidas, como também, que o uso em larga escala é
uma medida morosa e de custo invidvel para ag¢Bes de controle prolongado,

principalmente nas areas urbanas onde os custos sdo maiores ©.



Nesse contexto, este estudo pretende avaliar os aspectos ambientais, sociais
e a cadeia epidemiolégica de transmissao por Leishmania chagasi em trés diferentes
localidades de Parnamirim, regido perimetropolitana de Natal, sendo uma area com
caracteristica urbana, outra com caracteristica periurbana, e por ultimo, uma area

com caracteristica rural.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 LEISHMANIOSE: DEFINICAO

As leishmanioses sdo doencas parasitarias de ampla distribuicdo no mundo.
Apresentam diversidades epidemiolégicas e manifestacdes clinicas mdultiplas. S&o
causadas por diferentes espécies de protozoarios da familia Trypanosomatidae, do
género Leishmania e cerca de 20 espécies sdo agentes etioldgicos de leishmanioses
9 S&0 transmitidas pela picada de fémeas de insetos dipteros, pertencentes a
familia Psychodidae, subfamilia Plebotominae dos géneros Plebotomus, no Velho
Mundo; e Lutzomyia, no Novo Mundo. Cerca de 30 espécies de flebotomineos sao

incriminadas como vetores das leishmanioses % 22,

Os reservatorios incluem animais silvestres, domésticos e humanos. Dentre as
leishmanioses, o tipo visceral é considerado a forma mais grave e tem o0 cdo nas
Américas e Europa como principal reservatério no ciclo peridoméstico ¢®.

Clinicamente sao reconhecidas duas formas principais de leishmanioses:

tegumentar e visceral ¢

. ALV é considerada uma doencga emergente, devido a sua
alta incidéncia e letalidade, principalmente em individuos nédo tratados e criancas

desnutridas, como também, em individuos com algum grau de imunodeficiéncia °.

2.2 EPIDEMIOLOGIA DA LEISHMANIOSE VISCERAL

2.2.1 Agente etioldgico

O genéro Leishmania  abrange protozoarios que  parasitam
predominantemente 0s macréfagos dos hospedeiros vertebrados. Em 1903,
Leishman e Donovan descreveram, separadamente, um protozoario encontrado em

tecidos esplénicos de pacientes oriundos da india. Este protozoario é o agente



etiologico da LV sendo também responsavel pela Leishmaniose Dérmica POs
Kalazar — PKDL, termo em inglés, Post-kala-azar dermal leishmaniasis. A PKDL
pode ocorrer em até 50% dos individuos com LV no Sudao e em torno de 6 a 20%
na india . As areas de ocorréncia da PKDL incluem: india, Bangladesh, Sudao,
Paquistdo, Nepal e regides do leste da China ®®. No entanto, é rara a ocorréncia de

PKDL na América do Sul.

A Leishmania (Leishmania) infantum € uma espécie amplamente distribuida
no Velho Mundo, ocorrendo no Norte e Noroeste da China, Sudoeste da Asia, Africa,
area Mediterranea da Europa ®®. No Novo Mundo, esta espécie foi descrita nos
Estados Unidos, em um foco de LV canina, mas sem ocorréncia de doenca em

humanos @9,

Ha indicios moleculares que a Leishmania infantum e a Leishmania chagasi
sejam uma unica espécie. Sua introducdo nas Ameéricas parece ter sido realizada
pelos europeus no periodo pés-colombiano . Essas duas espécies de leishmanias
possuem caracteristicas epidemioldgicas semelhantes, como exemplo, ambas tém
canideos como reservatorio silvestre e doméstico. A maior prevaléncia ocorre em
criancas e sdo semelhantes quanto & forma clinica no homem e nos animais .
Outros acreditam que o parasita ja existia antes da descoberta da América e,
portanto, seria uma espécie diferente da primeira, sendo denominada Leishmania (L)
chagasi ©.

O registro do primeiro caso da doenca, no Brasil, ocorreu em 1913, quando
Migone, no Paraguai, descreveu um caso ao encontrar o parasita em material obtido
por necropsia de paciente oriundo de Boa Esperanca, Mato Grosso “®. Henrique

Pena encontrou 41 casos positivos para Leishmania, identificados em laminas de



viscerotomias praticadas post-mortem em individuos oriundos das regides Norte e
Nordeste suspeitos de terem malaria .

A espécie Lu. longipalpis foi incriminada como vetor primario por Chagas et al.
em 1938, quando foram descobertos os primeiros casos da infeccdo em homens e
cdes @9, A distribuicdo geografica da LV vem sendo descrita em varios municipios
do Brasil, sendo a regido Nordeste responsavel por 90% dos casos. Porém, nos
altimos anos, a doenca tem apresentado mudancas importantes no padrédo de

transmissdo, que, inicialmente, predominava em ambientes com caracteristicas

rurais e periurbanos ®.

2.2.2 O vetor

Os vetores da leishmaniose visceral sdo insetos da familia Psycodidae,
subfamilia Plebotominae, denominados de flebotomineos. No Brasil, sdo conhecidos
popularmente como: birigui, mosquito palha, asa dura, tatuquira, entre outros. Sao
insetos holometabdlicos, pequenos, com 1 a 3 mm de comprimento; possuem 0O
corpo revestido intensamente de cerdas delgadas e de coloracao clara, cor de palha
ou castanho-claro. Devido ao acentuado arqueamento do térax, esses dipteros
assumem aparéncia corcunda. S&o facilmente reconheciveis pelo seu
comportamento ao voar em pequenos saltos e pousar com as asas entreabertas
ligeiramente levantadas. Durante seu ciclo biologico, do ovo até a fase adulta,
passam por quatro fases larvais e uma pupal, e a partir dos insetos adultos ocorre a

diferenciacdo entre machos e fémeas ®% 32

Na fase larval, o desenvolvimento ocorre em solo Umido e rico em matéria
organica da qual se alimentam, em locais com baixa incidéncia luminosa,

freqientemente encontrado entre pedras e embaixo de folhas e outros ecotopos,



garantindo assim alimento e umidade adequados durante esta fase. Na fase adulta,
os flebotomineos abrigam-se nos mesmos locais do criadouro ou em anexos
peridomiciliares. Ambos 0s sexos necessitam de carboidratos como fonte energética,
que sdo extraidos da seiva de plantas. Somente as fémeas sdo hematofagas
obrigatérias, sugando uma ampla gama de animais de sangue quente ©¥.

A atividade alimentar hematofagica ocorre, prioritariamente, no periodo
crepuscular ou noturno. Tanto os machos quanto as fémeas costumam nao se
afastar muito de seus criadouros ou locais de abrigo, mas podem se deslocar até
cerca de 1 Km; na maioria das vezes, porém, ndo se deslocam além dos 250m. A
longevidade das fémeas foi estimada em média de 20 dias ©¥.

As espécies de vetores das leishmanioses estdo diretamente relacionadas a
regido geografica. O principal vetor responsavel pela transmissao da Leishmania (L.)
donovani na regido indiana é o Phlebotomus argentipes; na regido Chinesa, € 0
Phlebotomus alexandri. Para a Leishmania (L.) infantum varias sdo as espécies de
vetores que podem estar envolvidas na transmissao incluindo Phlebotomus ariasi,
Phlebotomus perniciosus, Phlebotomus major, Phlebotomus alexandri, Phlebotomus
chinesis, Phlebotomus perfiliewi, Phlebotomus tobbi, Phlebotomus longicuspis,
Phlebotomus kandelaki, Phlebotomus mongolensis e Phlebotomus caucasius ©.

A principal espécie de flebotomineo envolvida com a transmissdo de
Leishmania chagasi é a Lu. Longipalpis®®. Porém, na Coldmbia e na Venezuela,
além da Lu. longipalpis existe a participacdo da Lu. evansi no ciclo de transmisséo
da L. chagasi®®®. A distribuicdo de Lu. longipalpis se da desde o México até
Missiones, no norte da Argentina. No Brasil, essa espécie apresenta variaces

morfolégicas como o tamanho e a presenca de uma ou duas manchas brancas no
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quarto tergito ou no terceiro e quarto tergitos abdominais, respectivamente. Trata-se
assim de um complexo com diferentes populacdes ©.
Foram identificadas diferencas bioquimicas dos feromo6nios de acordo com o

| (5:39)

tipo populaciona No entanto, nos Municipios de Corumba e Ladario no Estado

de Mato Grosso do Sul, &reas endémicas, o vetor Lu. cruzi foi incriminado pela
transmisséo da Leishmania (32,

Nas regibes Norte e Nordeste do Brasil, a espécie Lu. longipalpis era
encontrada originalmente nas matas, participando do ciclo primario de transmissao
da doenca. Progressivamente, houve adaptacao deste inseto para o ambiente rural e
sua adaptacdo a esse ambiente foi somada a presenca de animais silvestres e

sinantrépicos“?.

No final dos anos 1980, verificou-se a presenca do vetor Lu.
longipalpis em areas periurbanas e em ambientes urbanos, principalmente na regiao
Sudeste, podendo ser encontrado no peridomicilio, em galinheiros, chiqueiro, canil,
paiol, entre outros ambientes, e também no intradomicilio 9.

A Lu. longipalpis adapta-se facilmente ao peridomicilio, e a variadas
temperaturas. Ha indicio de que o periodo de maior transmissao de LV ocorra logo
apos a estacdo chuvosa, quando ha um aumento da densidade populacional do
inseto . Ap6s a copula, as fémeas colocam seus ovos sobre um substrato Gmido
no solo e com alto teor de matéria organica para garantir a alimentacdo das larvas.
Os ovos eclodem geralmente entre o 7° e o 10° dia apds a postura “Y. As larvas
alimentam-se vorazmente e desenvolvem-se em média de 20 a 30 dias, de acordo
com as condi¢cdes do meio ambiente “V.

Em condi¢bes adversas, as larvas do 4° estadio podem entrar em diapausa,

até um periodo favoravel ao seu desenvolvimento®?. Apés o 4° estadio, transforma-

se em pupas, que sdo mais resistentes as variacdes de umidade do que 0s ovos e
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as larvas. Normalmente as pupas permanecem imoveis e fixas ao substrato pela
extremidade posterior, ndo se alimentam e tém respiracdo aérea. O periodo pupal,
em condicOes favoraveis, tem duracdo média de uma a duas semanas. O ciclo
bioldgico do ovo ao inseto adulto ocorre em um periodo de aproximadamente 30 a
40 dias de acordo com a temperatura “?.

A infeccdo do vetor pela Leishmania ocorre quando as fémeas ao picarem
mamiferos infectados ingerem macréfagos parasitados por formas amastigotas. No
trato digestivo anterior do fleb6tomo, ocorre o rompimento dos macrofagos liberando
formas que se reproduzem por divisdo binaria e diferenciam-se rapidamente em
formas flageladas chamadas de promastigotas. As formas promastigotas
transformam-se em paramastigotas, que colonizam o es6fago e a faringe do vetor,
onde permanecem aderidas ao epitélio pelo flagelo, diferenciando-se em formas
infectantes denominadas de promastigotas metaciclicas ©.

O ciclo do parasita no inseto se completa em torno de 72 horas“?. Apés esse
periodo, as fémeas infectadas, ao realizarem um novo repasto sanguineo em um
hospedeiro vertebrado, liberam as formas promastigotas metaciclicas juntamente
com a saliva do inseto . Na epiderme do hospedeiro, as formas promastigotas s&o
fagocitadas por células do sistema mononuclear fagocitario. No interior do
macréfago, no vacuolo parasitéforo, diferenciam-se em amastigotas e se multiplicam
intensamente até o rompimento do macréfago quando ocorre a liberacdo dessas
formas, que serdo fagocitadas por novos macrdéfagos num processo continuo,

promovendo a disseminacéo hematogénica do parasito %,
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2.2.3 Reservatorios

Os cédes tém sido considerados como importantes reservatérios no ciclo
domeéstico da LV, tendo sido relatado pela primeira vez na Tunisia em 1908, e,
posteriormente, no Brasil®®. Muitos mamiferos séo relacionados como reservatérios
de Leishmania spp. Na india, o homem é o principal reservatorio da Leishmania (L.)
donovani, enquanto no Sudao foram também identificadas como reservatério
espécies de roedores (Arvicanthis niloticus, Acomys albigena, e Rattus rattus) e

carnivoros (Genetta genetta e Felis cat) ©°.

O chacal (Canis aureus) tem sido descrito como reservatério silvestre de
Leishamnia infantum em areas rurais, como também o lobo (Canis lupus), e a raposa
(Vulpes vulpes). Nas regifes centrais e noroestes da China, foi encontrado o canideo
(Nyctereutes procynoides) naturalmente infectado. Na Geodrgia e no Arzebaijao,
foram também encontrados infectados por L. infantum o texugo (Meles meles) e a
raposa (Vulpes corsak). Como reservatorio domeéstico, o cdo (Canis familiaris) € o
principal hospedeiro em &reas rurais préximas aos centros urbanos “®4®. No Sul da
Africa, apesar de a leishmaniose estar classificada como uma antroponose, a
Leishmania donovani ja foi isolada em caes. Além desse canideo, o parasita nao foi

isolado em nenhum outro canideo sinantrépico “”.

No Brasil, os canideos sdo os principais reservatérios da Leishmania (L)
chagasi, destacando-se no ciclo silvestre e rural, a raposa — Lycalopex vetulus, na
regido Nordeste, em especial no Estado do Ceara ®**®_ Na Amazénia, o Cerdocyon
thous foi encontrado naturalmente infectado no Estado do Para 9. Recentemente,
foi constatada infeccdo desse animal no Estado de Minas Gerais “?. Porém, outras

, . , (50) (51; 52)
especies de mamiferos como gatos e roedores , podem ser encontradas

infectadas por Leishmania. A infeccdo por L. chagasi em gatos tem sido notificada



13

em paises do mediterraneo, Asia e América, onde o parasita pode determinar formas
cutaneas e viscerais de leishmanioses ®¥. Os gambas também tém sido apontados
como reservatorios do parasita. No Estado da Bahia, isolou-se leishmania em
Didelphis albiventris® e, na Colémbia, o Didelphis marsupialis parece ter

importancia significativa na epidemiologia da leishmaniose ©% 59,

2.2.4 Ciclo evolutivo

O ciclo evolutivo da Leishmania chagasi € do tipo heteroxénico, envolvendo
como transmissor as fémeas infectadas de Lu. longipalpis e Lu. cruzi. Formas
amastigotas ingeridas durante o repasto ficam no intestino médio do vetor, onde séo
envolvidas por uma membrana peritrofica, uma matriz quitinosa secretada através de
células epiteliais do intestino. A membrana peritréfica rompe-se em cerca de trés
dias, acelerando, pela a¢gdo da quitinase, a transformacéo das formas amastigotas
em promastigotas. Estas formas promastigotas metaciclicas, estabelecem uma
infeccdo massiva na valvula estomacal do vetor, e em alguns casos € acompanhada
pela invasao do intestino anterior, incluindo a faringe, cibario e probéscida ¢ .

Acredita-se que as formas promastigotas metaciclicas sado derivadas do

@4 Ainda no tubo

intestino anterior ou da degeneracdo da valvula estomacal
digestivo dos flebotomineos, as formas amastigotas sofrem divisdo binaria e
transformam-se em promastigotas, as formas flageladas. A partir de uma nova
divisdo binaria, se multiplicam e se diferenciam, transformam-se em formas
paramastigotas que colonizam a faringe e o eséfago do vetor, posteriormente se
diferenciam em formas promastigotas metaciclicas. Trés a quatro dias ap0s o

repasto contaminante as fémeas de flebotomineos tornam-se infectantes. Em um

novo repasto sanguineo sobre os hospedeiros vertebrado os flebotomineos
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regurgitam formas promastigotas infectantes metaciclicas, que rapidamente invadem

as células do sistema fagocitico mononuclear — SFM®®.

No interior dos macrofagos, diferenciam-se em formas amastigotas, que se
multiplicam intensamente por divisdo binaria. Os macréfagos, repletos de formas
amastigotas, ficam desvitalizados e rompem-se liberando essas formas, que num
processo continuo sédo fagocitadas por novos macréfagos. Dessa forma, ocorre a
disseminacao hematogénica para tecidos ricos em células do SMF, como linfonodos,

figado, baco e medula 6ssea®?.

2.2.5 Formas clinicas em seres humanos e caes

A infeccdo por Leishmania pode evoluir com um amplo espectro clinico que €
dependente da resposta imune desenvolvida pelo individuo infectado. A forma
assintomatica caracteriza-se por auséncia de sintomas clinicos e presenca de
anticorpos antileishmania e ou intradermorreacdo de Montenegro positiva 9. A
forma subclinica ou oligossintomatica caracteriza-se por sintomatologia inespecifica,
como febre baixa recorrente, tosse seca, diarréia, sudorese e prostragéo ¢

Na forma classica da LVA, o estabelecimento dos sintomas pode ser gradual,
com agravamento progressivo ou brusco. Os principais sintomas incluem disturbios
gastrointestinais, edema de membros inferiores, anemia, febre baixa, pequena
esplenomegalia, astenia, prostracdo, mal-estar, sonoléncia, apatia ou agitacao,
inapeténcia, tosse seca ou expectoracdo, emagrecimento, palidez, queda de
cabelos, hemorragias (nasais, gengivais ou intestinais), dores articulares e mialgias.
A duracdo desta fase inicial é de duas a seis semanas, podendo regredir

espontaneamente ou progredir para doenca cronica ©®.
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Os sintomas da LV classica sdo os mesmos da fase inicial, porém mais
graves formados pela triade: anemia, febre de longa duracdo e recorrente, e
hepatoesplenomegalia. A doenca cronica caracteriza-se pelo emagrecimento
progressivo e enfraquecimento geral, com aumento de susceptibilidade as infec¢des
secundarias, podendo ocorrer pneumonia, tuberculose, anemia aguda,
gastroenterite, hemorragia, caquexia, entre outras complicacdes ©®.

O periodo médio, que corresponde a maioria dos casos, situa-se entre trés e
seis meses. (13) Na india e em paises da Africa é comum o escurecimento da pele
na leishmaniose visceral, o que deu origem ao nome calazar (pele escura). Esse

sinal, contudo, é muito raro no Brasil ©&%9,

A LV causada por L. donovani
freqientemente evolui com PKDL.

A LV canina classica € caracterizada por espessamento e/ou lesdes de borda
de orelhas e focinho, mudanca de aspecto e queda de pélo, hepatoesplenomegalia,
acinesia e onicogrifose ™. Os sinais da doenca podem ser muito discretos, as
lesdes nas orelhas costumam anteceder os demais sinais. A hepatomegalia nunca é
visivel, mas pode ser medida por palpacdo. No estagio final da doenca, o animal

costuma sangrar com facilidade devido a reducdo do numero de plaquetas, além de

apresentar diarréia ©.

A infeccdo também pode apresentar-se nas formas subclinica e
assintomatica. A infeccdo pode se manifestar rapidamente apds a inoculacdo ou
levar até dois anos. Descamacfes furfuraceas, avitaminoses e verminoses
costumam confundir o diagnéstico. Perda de peso por infecgbes oportunistas ou por
linfomas também é um fator complicador. O aparecimento dos sintomas depende da

imunocompeténcia do animal. Em geral, os cées de areas endémicas sao poli-
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infectados e subnutridos, o que leva a uma multiplicidade de quadros clinicos

sobrepostos ©V.

2.2.6 Diagndstico

O diagnoéstico da LVA, tanto em cdes como em humanos, pode ser feito por
critérios clinicos e laboratoriais 2. Classicamente, o diagnéstico da LV é confirmado
por demonstracdo do parasito, que pode ser identificado em aspirado de baco,
medula Ossea, linfonodo ou figado. O diagndstico € mais sensivel (98% em
comparacao com outros 6rgdos, 90%) em aspirado de baco. No entanto, essa
técnica pode ocasionar sérias complicacdes, que, apesar de raras podem ser muito
graves 9. Para os cées, além da médula 6ssea, baco ou figado, também s&o

utilizados os ganglios para puncéo, ou, ainda, biopsia das escarificacdes da pele ©2.

A LV é caracterizada por uma marcada estimulacéo policlonal de linfécitos B,
que resulta em hipergamaglobulinemia e grande producdo de anticorpos, o que
facilita o diagnostico através de testes soroldgicos . As técnicas diagnésticas
utilizando a avaliacdo da presenca de anticorpo incluem os Testes de Aglutinacéo
Direta — DAT, Reacgao de Imunofluorescéncia Indireta — RIFI, os que utilizam extratos
ou fragcdes antigénicas sollveis, como a Reac¢do Imunoenzimatica - ELISA e a
Reacdo de Fixacdo de Complemento — RFC, Reacdo de Hemoaglutinacdo, que
utilizam antigenos totais sol(veis de promastigotas ™.

O método de ELISA é um teste pratico, rapido, de facil leitura, econémico e
mais sensivel que o RIFI, que permite detectar baixos niveis de anticorpos. Pode ser
utilizado com antigenos purificados, que asseguram uma maior especificidade e

sensibilidade, oferecendo reducdo significativa dos custos e faciltando a

padronizacdo, podendo ser produzido em larga escala ©) Jaa Aglutinacéo Direta -
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DAT é de facil uso no campo e de custo efetivo, mas nao existe fonte comercial de
antigenos e os resultados ndo sdo sempre reproduziveis ©.

O antigeno recombinante rK39 € um polipeptidio que contém 39 aminoacidos
repetidos, 0os quais constituem uma porcdo de uma proteina que é membro da
familia cinesina, inclusive diferenciando do Trypanosoma cruzi ©®. O teste de ELISA
utilizando a proteina recombinante rK39 apresenta 96% de sensibilidade e 98% de
especificidade para o diagnostico de LV. O uso deste antigeno em teste rapido tem
auxiliado a confirmacdo diagnostica de LV no campo, na vigéncia de sintomas
sugestivos de LV Y. Outro teste rapido desenvolvido recentemente foi o TRAL,
que foi modificado, tendo sido acrescentado um novo antigeno, o K26, que também
reconhece anticorpos especificos de leishmania do complexo L. donovani,
aumentando com isso a sensibilidade do teste ©?.

De uma maneira geral, as técnicas imunolégicas para deteccdo de anticorpos
especificos no sangue de individuos ou de cées infectados constituem-se
instrumentos auxiliares importantes no diagnéstico da LV. No entanto, reacdes
cruzadas com outros tripanossomatideos podem ocorrer, uma vez que 0s antigenos
extraidos de Leishmania contém proteinas com grau de homologia a proteinas
presentes em outros tripanossomatideos ©” . Em humanos, titulos de anticorpos
antileishméania permanecem altos, mesmo apos a cura clinica, tornando as técnicas
sorolégicas inadequadas para avaliagdo de cura pos-tratamento 63),

O teste intradérmico é usado em estudos epidemiolégicos para detectar a
exposicao da populacédo a Leishmania, principalmente nas infec¢des subclinicas ou
assintomaticas, de forma semelhante ao teste de tuberculose *”. Na forma aguda
da leishmaniose visceral, esse teste é negativo, mas tende a se tornar positivo se 0

tratamento terapéutico obtiver sucesso.
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2.2.7 Magnitude e distribuicdo geografica

A leishmaniose visceral € uma doenca de notificagcdo compulséria, porém na
maioria dos paises a incidéncia pode estar subestimada ®%. Estima-se que existam
57 mil ébitos a cada ano no mundo ©®. No continente africano, a doenca ocorre ao
norte, no Sudao, Abissinia, Quénia, entre outros paises. Na Europa, € encontrada no
sul da Rudssia e no litoral do Mediterraneo, onde apresenta inumeros focos

endémicos: Grécia, sul da Itdlia, sul da Franca e da Espanha ©©.

Nos paises do sul da Europa, € um agravo importante quando sua
transmissdo n&do é vetorial. E expressiva a transmissdo por meio da transfusio
sanglinea e compartilhamento de agulhas entre os usuarios de drogas. Nesses
paises, 70% dos casos entre individuos adultos foram associados a co-infeccdo com

(66:67)

o virus da imunodeficiéncia adquirida — HIV Nas Ameéricas, ocorrem

principalmente no Brasil, Paraguai, Bolivia, Venezuela, Colémbia, Guatemala e

México, sendo que 90% dos casos sdo descritos no Brasil ©®.

No Brasil, a epidemiologia da LV apresenta aspectos geograficos, climaticos e
sociais variaveis, nas diversas regides. Abrange, principalmente, as areas de clima
seco, com precipitacdo pluviométrica anual inferior a 800 mm, e de ambiente
fisiografico composto por vales, montanhas, boqueirdo e pés de serra. Sua
ocorréncia endémica estd associada ao baixo nivel socioeconémico da populagéo,
principalmente nos individuos em condicdes nutricionais desfavoraveis 9.

A urbanizacdo da doenca vem sendo verificada mais intensamente a partir
dos anos 1980. A doenca passou a ser notificada em grandes e médios centros
urbanos como: Teresina/Pl, S&o Luis/MA, Fortaleza/CE, Natal/RN, Aracaju/SE, Belo

Horizonte/BH, Montes Claros/MG e mais recentemente Aracatuba/SP, dentre outros

(69)
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Para avaliar o comportamento epidemiologico da LVA no Brasil ao longo do
tempo, devem-se considerar seus periodos ciclicos. No periodo de 1980 a 2005
foram notificados 59. 129 casos humanos, sendo que 82,5% ocorreram na regiao

Nordeste 9,

Brasil: Casos de LV por Regides. 1930 - 2005
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Figura 1 — Casos de leshmaniose visceral notificados no Brasil no periodo de 1980 a
2005

A magnitude da LV também pode ser observada através do nimero de ébitos
pela doenca. No periodo de 1998 a 2005, foram notificados 1.486 6bitos Y, sendo
que, semelhante a prevaléncia, a partir do ano 2003, o numero de O6bitos vem
apresentando crescimento, apesar das estratégias aplicadas pelo sistema de saude,
como o Programa de Saude da Familia — PSF, que deveria, por estar dentro das
areas endémicas, promover o diagnostico dos casos humanos de forma precoce,
para tratamento imediato. Outro aspecto que pode ser analisado é a melhoria no

sistema de notificagdo do agravo e de mortalidade.
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2.2.8 Tratamento

Por mais de sessenta anos, o tratamento das leishmanioses vem sendo
realizado com antimoniais pentavalentes: antimoniato de N-metil glucamina-
Glucantime®, e estibogluconato de sédio-Pentostan®, que s&o os medicamentos de
primeira escolha para o tratamento da doenca. Essas drogas sdo téxicas e nem
sempre sdo efetivas no tratamento da LV. Na forma antroponotica da leishmaniose
visceral, o tratamento é baseado em antimoniais pentavalentes, droga de primeira
escolha e usada na dose de 20mg/kg/dia durante 30 dias. Em casos de resisténcia,
a anfotericina B é a principal alternativa, usada por via intravenosa, em dias
alternados na dosagem de 0.1mg/kg/dia até 1mg/kg/dia, com a dosagem maxima de

3g ©.

A resisténcia aos antimoniais tem se tornado um problema na india e no
Sudéao. O desenvolvimento de anfotericina Bicapsulada em lipossomos (AmBisome)
tem mostrado bons resultados, com cura de 90-95% na india. No entanto, o prego é
proibitivo para a maioria das areas endémicas. O miltefosine, primeira droga de uso
oral, avaliada inicialmente pela sua capacidade tumoricida, mostrou 95% de cura
efetiva em estudo no calazar indiano. Porém ha descricdo de resisténcia da L.
donovani, além de ser uma opcdo de tratamento dispendiosa e potencialmente
teratogénica "”. Uma segunda droga, o sitamaquine, esta sendo avaliada na india
©®_Outra droga, o paromomycin (aminosidina), que oferece uma 6tima resposta para
tratamento de pacientes co-infectados por HIV também mostrou ser tdo eficiente
quanto a anfotericina B e j& esta sendo adotada na india .

No Brasil, os compostos antimoniais, sob a forma de sais trivalentes, foram

utilizados pela primeira vez no tratamento da leishmaniose tegumentar em 1913 por

Gaspar Vianna. Os derivados pentavalentes (Sb*™), s6 foram introduzidos nos anos
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1950 e, desde entdo, tém sido considerados como drogas de primeira escolha no
tratamento desta protozoonose ®. Como tratamento alternativo sdo utilizadas a
anfotericina B e suas formulacdes lipossomais (Anfotericina B — Lipossomal e
anfotericina - B Dispersdo Coloidal), as pentamidinas (sulfato e mesilato) e os

imunomoduladores (interferon gama e GM-CSF) Y.

2.2.9 O controle

A LV é uma doenca fatal se ndo tratada em tempo habil. Para seu controle, s6
o0 tratamento dos casos humanos n&o é suficiente. E prioritaria a quebra da cadeia
epidemiologica da doencga, que no Brasil, envolve um vetor, Lu. longipalpis ou Lu.
cruzi e um reservatério doméstico, o cdo “®. O controle vetorial é realizado com
aplicacao de inseticida de acao residual nos domicilios e nos abrigos de animais é

indicado somente quando constatada a presenca do vetor Lu. Longipalpisi ®

Outras medidas para o controle vetorial estdo indicadas, porém sao pouco
aplicadas pelos servicos de saude. Dentre essas acfes, pode-se citar o saneamento
do meio doméstico, como limpeza de quintais, para reduzir a oferta de matéria
organica, na qual o vetor Lu. longipalpis se prolifera ©?. A aplicacao de inseticida por
meio de UBV — Ultra Baixo Volume, ja foi indicada para tratamento em surtos
urbanos, com alta densidade do vetor, porém, ndo existe estudo mostrando a

eficacia do tratamento ©9.

No Brasil, o programa de controle da LVA esta fundamentado em trés acdes:
o diagndstico precoce e o tratamento adequado dos casos humanos; o emprego de
inseticidas de acao residual, para a reducéo da densidade vetorial e a eliminacdo do
reservatorio domestico, o cdo, fonte de infeccdo para o vetor. O controle do vetor

realizado pela borrifacdo de paredes internas e externas e das areas
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peridomiciliares, com inseticida da classe dos piretroides (alfacipermetrina) em trés

ciclos anuais, no periodo de um ano ©.

Com relacao ao controle do reservatorio, o cdo, seus exames em larga escala
sdo baseados em sorologia "”. Em um estudo realizado na Franca, concluiu-se que
o tratamento canino convencional ndo reduz a importancia do cdo como reservatorio
e fonte de infeccdo para os flebotomineos, embora ressalte a necessidade de
investimento em drogas de baixo custo e com boa eficacia para os caes, que
possam ser associados a alternativas, como as coleiras de deltametrina; isso
reduziria a possibilidade de contato do cdo com o vetor, consequentemente,

reduzindo a possibilidade do c&o atuar como reservatério .

Deve-se considerar que a eliminacdo dos céaes infectados ndo € vista com
simpatia pela populacdo em geral, e ainda continua sendo um ponto controverso
entre varios autores quanto ao seu impacto no controle da leishmaniose *3°876:77),
Essa medida é recomendada pelo Ministério da Saude para controle do reservatorio
doméstico e vem sendo adotada enquanto ndo se obtém outra medida eficiente que

iImpeca a infeccdo do vetor, devendo ser executada de forma integrada com outras

medidas disponiveis.

De um modo geral, no Brasil a LV tem se revelado como uma endemia de
dificil controle, e o trabalho que tem sido executado tem se mostrado insuficiente

para alcancar nivel satisfatorio no controle.
2.2.10 Agregacao espacial

Os dados de saude coletados atraves de referéncia geografica aumentam as

informacdes para andlises e requerem melhor compreensao de distribuicdo espacial

("®. Segundo Barcelos 9, Sistema de Informacdo Geografica (SIG) sdo sistemas de
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computadores usados para entendimento de fatos e fenbmenos que ocorrem em
determinado espaco geografico. Trata-se de uma das técnicas de geoprocessamento
que € amplamente usada para organizar dados. Possui capacidade de mostrar a
expressao espacial dos dados, integrando-os adequadamente, tornando-se uma

ferramenta essencial para manipulacdo de informacdes geograficas 9.

2.2.11 A Leishmaniose Visceral no Rio Grande do Nor te

Historicamente no Brasil, a campanha contra a LV foi criada em 1953 com o
objetivo de estudar e combater as leishmanioses, tendo em vista o aumento do
nimero de casos no pais 9. Entretanto, no Rio Grande do Norte, as medidas de
controle da leishmaniose visceral foram implantadas nos anos 1980, com a
instalacdo do PCL - Programa de Controle das Leishmanioses, através da extinta
Superintendéncia de Desenvolvimento de Campanhas - SUCAM, 6rgao subordinado
ao Ministério da Saude. Essa instituicao tinha como atribuicdo a execucao direta das

atividades de erradicacao e controle de endemias nas areas de transmissao.

Posteriormente, mais precisamente em 1991, foi criada através do decreto
100, de 16/04/1991, a Fundacdo Nacional de Saude — FUNASA, resultado da fusdo
de vérios 6rgdos ligados a saude publica, entre eles a SUCAM. Dentre outras

atribuicdes, a FUNASA incorporou o controle das doencas endémicas ©.

No sentido de estimular as Secretarias Municipais de Saude a executar
atividades de controle das doencas endémicas, foi instituido pelo Governo Federal,
para a regido Nordeste, o Programa de Controle das Doencas Endémicas no
Nordeste — PCDEN. Alguns municipios do Estado foram contemplados com recursos
financeiros desse programa para incrementar o controle da LV, e o beneficio veio

através da aquisicdo de viaturas, equipamentos de laboratério e de informatica e a



24

construcdo do Centro de Controle de Zoonoses - CECOZ. Foram construidos quatro
CECOZ nos Municipios de Natal, Caico e Mossor6. O Municipio de Parnamirim foi
contemplado com a constru¢do de uma Unidade Simplificada de Controle de Animais
— USCA ®9),

Outros municipios da regidao metropolitana como Macaiba, Ceara-Mirim e Séo
Goncalo do Amarante receberam recursos financeiros através do PCDEN e
capacitaram agentes de saude para realizar inquérito vetorial e do reservatorio
canino. No periodo de vigéncia do PCDEN, alguns municipios assumiram
parcialmente as acOes de controle da leishmaniose visceral, mas a falta de
financiamento sustentavel, ap6s o encerramento do projeto, resultou no abandono
dessas acdes ©.

A exemplo de outras unidades federadas, no Rio Grande do Norte, 0
programa de controle da LV seguia as diretrizes verticais orientadas pelo Ministério
da Saude através da FUNASA. O controle do reservatorio doméstico até 2000 era
realizado de forma censitaria em todos os municipios, utilizando como técnica
diagnostica a reacdo de imunofluorescéncia indireta — RIFI, a partir de amostras de
sangue de caes colhidas em papel de filtro. Essa técnica era utilizada pela falta de
padronizacdo de um teste imunoenzimatico e de producdo em larga escala que
pudesse ser utilizado em satde publica ®”.

Com a descentralizacéo das a¢bes de Epidemiologia e Controle de Doencas -
ECD, preconizadas na portaria 1.172 de 15 de junho de 2004 — que dispde sobre as
competéncias em todos os niveis do governo e a sistemética de financiamento, todas
as acoes de controle das endemias, inclusive das leishmanioses, passaram a ser

executadas pelas Secretarias Municipais de Saude @Y.
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No entanto, os critérios adotados para o repasse dos recursos e a falta de
entendimento dos gestores estadual e municipal, no que se refere ao controle das
doencas transmitidas por vetores, fizeram com que o programa de controle da
leishmaniose visceral continuasse a ser executado em condi¢cdes precarias, com
falta de equipamentos, de veiculos e de pessoal devidamente capacitado, e,
consequentemente, sem reducdo nos indicadores da doenca. Mesmo com as
limitacGes citadas, a partir do ano 2001 a prevaléncia de LV no Estado apresentou
um decréscimo, porém, a letalidade mantém-se em niveis consideraveis como

mostra a figura abaixo.

I LV - Prevaléncia/100.000

—4— Letalidade (%)

Prevaléncia/100.000

Taxa de Letalidade (%)

1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009

Fonte:SESAP/CPS/SUVIGE
*Dados sujeitos a revisao

Figura 2 — Prevaléncia e letalidade por leishmaniose visceral no RN, no
periodo de 1997 a 2009*

Assim, como em outras unidades federadas, o programa oficial de controle
das leishmanioses, no Rio Grande do Norte, segue as Diretrizes Técnicas do
Ministério da Saude, ou seja, estd baseado em trés acdes basicas: emprego de
inseticida de acdo residual para reducdo da densidade vetorial, a notificacdo e

tratamento dos casos humanos e a eliminacdo do reservatério doméstico
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sororreagente para L. chagasi, fonte de infecgdo para o vetor, o cdo. Entretanto, ha
ainda impedimentos e dificuldades para a efetivacdo dessas acoes.

As gestdes municipais ainda ndo implantaram as ac¢des de controle de forma
sistematica e integradas com acfes de educacdo em saude e manejo do meio

ambiente 7.

Desta forma a doenca apresenta-se dispersa em todas as regides do
Estado, estando o0s municipios com ocorréncia de casos humanos e LVA
classificados como: transmissao intensa, transmissdo moderada, transmisséo

esporadica e sem transmisséo 7.

D Transmiss&do moderada >ou =2,4 e < 4,4 D Transmiss&o silenciosa sem transmisséo

Figura 3 — Classificacédo epidemioldgica de transmissdo da leishmaniose
visceral no Rio Grande do Norte, 2004 a 2008.

A partir desse historico, observa-se a importancia e a necessidade de se
avaliar os aspectos ambientais e sociais envolvidos na transmissao da L. chagasi no
municipio de Parnamirim/RN, tomando como espelho uma area com caracteristicas
urbanas, outra periurbana e uma terceira com caracteristicas rural, do Municipio de
Parnamirim, area metropolitana do Rio Grande do Norte, considerando que ao longo
dos anos, esse municipio apresentou alta prevaléncia por leishmaniose visceral

humana e canina.
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar os aspectos ambientais e sociais envolvidos na transmissdo da L.

chagasi no Municipio de Parnamirim-RN.

3.1 Objetivos Especificos

a.

Determinar a prevaléncia da infeccdo humana em trés areas: urbana,

periurbana e rural do Municipio de Parnamirim/RN;

Determinar a prevaléncia da infec¢cdo canina em trés areas: urbana,

periurbana e rural do Municipio de Parnamirim/RN;

Avaliar a fauna de flebotomineos e a densidade do vetor Lu.
longipalpis, nas trés areas: urbana, periurbana e rural do Municipio de

Parnamirim/RN;

Associar os fatores sociais, econdmicos e ambientais com a infeccéo
por L. chagasi nas trés areas do estudo: urbana, periurbana e rural do

Municipio de Parnamirim/RN;

Realizar mapeamento espacial de predicdo e probabilidade da infeccéo
humana e canina por L. chagasi, em duas &reas do estudo: urbana e

rural, do Municipio de Parnamirim/RN.
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4 METODOS

4.1 AREA DO ESTUDO

O Municipio de Parnamirim esta localizado na regiéo litoral leste do Estado do
Rio Grande do Norte, a uma altitude de 53 metros acima do nivel do mar e possui
uma &rea de 126,6 km® A populacdo de 180.000 habitantes (Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica - IBGE 2006) esta distribuida 100% na area urbana, sendo,
portanto um municipio totalmente urbano; porém, ainda ha trechos com
caracteristicas periurbanas e até rurais. O municipio possui 75.251 imoveis
(Programa de Controle da Febre Amarela e Dengue - FAD 2006), 95,8% destes
possuem abastecimento de agua e 89,5% tém coleta regular de lixo (Secretaria

Municipal de Saude — SMS/ Parnamirim).

Parnamirim limita-se com os Municipios de Macaiba, S&o José de Mipibu,
Natal e com o0 oceano Atlantico. De acordo com o IBGE o municipio é constituido
predominantemente de areas planas, com vegetacdo arbustiva, umidade relativa do
ar em torno de 74% a 80% e clima predominantemente do tipo tropical subumido
com chuvas de fevereiro a setembro. A temperatura média oscila entre 20°C e 33°C.

Possui uma economia baseada na industria e no turismo (IBGE, 2005).

4.2 CARACTERISTICAS DAS LOCALIDADES ESTUDADAS

O estudo foi realizado em trés bairros do Municipio de Parnamirim, a saber:
Rosa dos Ventos, Passagem de Areia e Emaus. Os critérios adotados para a
definicdo dessas areas estdo diretamente relacionados com a concentracdo dos
casos humanos de LV no periodo de 1990 a 2006. Dados da Secretaria de Estado

da Saude Publica do Rio Grande do Norte — SESAP/RN mostram que os bairros
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selecionados séo responsaveis por 39,7% dos 224 casos humanos de LV notificados

Nno municipio, no mesmo periodo.

Esses bairros possuem historico de elevada prevaléncia canina para LV e
presenca do vetor Lu. longipalpis. Apesar das transformacdes ambientais
decorrentes do processo acelerado de urbanizacdo, pode-se encontrar nesses
bairros trechos com aspecto urbano, periurbano e rural. Nesses trechos, foram
selecionados, de forma aleatoOria, os imoOveis a serem incluidos no estudo, com
distancia entre eles de aproximadamente 300 m.

As areas da pesquisa apresentam solo arenoso com topografia plana e
regular, tipo e grau de cobertura vegetal muito semelhante entre si. Apresentam
vegetacdo de tabuleiro, com plantas arbustivas e frutiferas, caracteristicas da zona

de transmissdo de LV, com predominancia de mamoeiro, mangueira, cajueiro,

bananeira, acacias e coqueiros.

Nisia Floresta

Figura 4 - Localizagdo das &reas do estudo.
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Passagem de Areia: bairro com aspectos mistos, sendo partes com
caracteristicas de urbanizacdo recente; outras com caracteristicas semi-urbanas e
pequenos trechos ainda com caracteristicas rurais. Esta localidade foi classificada
para o estudo como rural pelo predominio desse aspecto.

Emaus: bairro de urbanizacdo recente e acelerada, com trechos de
loteamentos em areas recém desmatadas, com residéncias de nivel social
compativeis com clase média, ndo ha calcamento nem saneamento basico e ha

pouca oferta de transporte. Assim, essa area foi considerada como periurbana.

Rosa dos Ventos: bairro com caracteristicas tipicamente urbanas. Ruas
calcadas ou asfaltadas, grande quantidade de estabelecimentos comerciais, escolas
e boa oferta de transporte urbano. Apesar das caracteristicas descritas, 0os imoveis
ainda conservam em seus quintais as condi¢cdes ideais para o desenvolvimento de

flebotomineos.

4.3 DESENHO DO ESTUDO

O estudo foi dividido em trés subestudos. Subestudo 1: Estudo Transversal
da infeccdo humana e seus determinantes socio ambientais no ano de 2005.
Subestudo 2: Estudo observacional longitudinal com coorte fixa para avaliar a
dindmica da infec¢éo canina por L. chagasi no periodo de 2005/2006. Subestudo 3:
Estudo longitudinal para avaliar a fauna de flebotomineos e a densidade de Lu.

longipalpis associando aos fatores climaticos.

4.4 CADASTRO DAS RESIDENCIAS

Foram selecionadas, de forma aleatdria, 268 residéncias dentre as trés areas

definidas no estudo. Inicialmente foi aplicado um questionario para obtencdo de
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informacdes referentes as condicdes estruturais e sanitarias do imovel, ambientais
em torno do imovel, como também, as condi¢des sociais da familia, (Apéndice B). As
residéncias foram georreferenciadas por Sistema de Posicionamento Global — GPS,
tipo MAGELLAN — 315 e CF GPS Receiver 3.3VDC. As familias cadastradas foram
devidamente esclarecidas quanto ao objetivo do estudo. Todos o0s voluntarios
concordaram em participar da pesquisa, assinando termo de consentimento livre e

esclarecido (Apéndice A).

As residéncias e os individuos arrolados no estudo foram separados por area
de moradia, classificadas como de alta, média e baixa densidade populacional, de

acordo com a concentracdo e aproximacao dos imoveis.

4.5 CONSIDERACOES ETICAS

O protocolo do estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte, CEP-UFRN 94/06 e CAAE

0086.0.051.000-06 (Anexo A) e CEP-UFRN 20.01 (Anexo B).

4.6 ESTUDO DA POPULACAO HUMANA

Foram arroladas 345 pessoas residentes nos 268 imoveis cadastrados. Foi
realizada coleta média de 10 ml de sangue para pesquisa de anticorpo antiantigeno
solavel de leishménia (AasL). No momento da coleta também foi realizado o teste de
intradermorreacdo de Montenegro — DTH (do inglés, delayed type hypersensitivity). A
leitura foi realizada 48 horas apds a aplicacdo do antigeno. Foram considerados
infectados os individuos com presenca de anticorpos anti-antigeno de leishmania
superior ao Cut off estabelecido; como também, os individuos que no DTH

apresentaram enduracdes a partir de 5 mm de diametro. O antigeno de Montenegro
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utilizado nos testes de DTH foi adquirido do Centro de Producdo e Pesquisa de

Imunobiologico/PR (CPPI, Secretaria de Saude, Estado do Parana).

4.7 ESTUDO DA POPULACAO CANINA

A populacdo canina do Municipio de Parnamirim em 2005 foi estimada em
17.184 cédes (SMS - Parnamirim). Foram cadastrados 347 cdaes, das residéncias
selecionadas. Foram coletados os dados dos animais incluindo nome, idade (em
meses e anos), porte, cor, tamanho da pelagem, forma de manutencédo do animal,
avaliacao clinica e raca (Apéndice D). Dos cées arrolados no estudo, foi coletado 5
ml de sangue para pesquisa de anticorpo antileishméania utilizando métodos e
antigenos distintos para diagnostico, incluindo o extrato soluvel de Leishmania
chagasi para ELISA EB e antigeno recombinante rK39; como também foi utilizado
promastigotas de Leishmania major para a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta —

RIFI.

A raca dos caes foi classificada de acordo com a Federacdo Cinologica
Internacional (FCI), a qual define raca como, o conjunto de individuos que
apresentam caracteristicas comuns, que os distinguem de outro representante de
sua espécie e que sdo geneticamente transmissiveis. Foram incluidos no estudo
tanto animais puros como de raca nao definida, os quais foram denominados - RND.
Os caes Pitbull, mesmo néao sendo classificados como raca pela FCI, também foram
incluidos no estudo como RND.

A dinamica da renovacao da populacdo canina foi levada em consideracao e
foram incluidos animais com idade igual ou superior a seis (6) meses, uma vez que
os anticorpos ainda poderiam ser de origem materna . A coleta de sangue dos

animais foi realizada com seringas descartaveis, preferencialmente na veia femoral
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ou radial. Soro e plasma foram separados no laboratorio e conservados a -20° C até
0 seu uso. Neste estudo, foram considerados positivos apenas 0s animais reagentes
a proteina recombinante rK39, tendo em vista sua especificidade para L. chagasi
(14;65;83)'

Os caes sororreagentes ao rk39 foram recolhidos pela Secretaria Municipal
de Saude de Parnamirim e a eutanasia foi realizada por veterinario da equipe da
pesquisa, conforme o preconizado pelas normas técnicas do Programa de Vigilancia
e Controle da Leishmaniose Visceral/MS, seguindo a Resolucédo de n°® 714, de 20 de
junho de 2002, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria. Os caes foram
eutanasiados com cloreto de potassio a 10%, apdés anestesia geral prévia com
Thiopental sédico, na dosagem de 25mg/kg de peso animal. Os animais positivos por
outros meétodos diagndésticos foram visitados e examinados por médico veterinario
para observacao de caracteristicas clinicas especificas para LVC, e os proprietarios
foram orientados a realizar tratamento de parasitoses que pudessem estar

envolvidas nos resultados dos exames.

Um subgrupo dos animais inicialmente avaliados foi reexaminado seis (6)
meses apds a primeira coleta e as técnicas diagndsticas foram repetidas. Neste
segmento, todas as perdas foram registradas. Nos casos de perda por Obito, as
causas foram devidamente investigadas e em nenhum caso obteveram-se
evidéncias de 6bito por LVC. Durante a pesquisa, 0s caes denominados de vadios,
errantes ou irrestritos, foram recolhidos pela Unidade de Controle Animal do

Municipio de Parnamirim.
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4.8 EXAMES LABORATORIAIS

O diagnostico sorologico pela RIFI foi realizado pela equipe técnica do
laboratorio do Centro de Controle de Zoonoses da Secretaria Municipal de Saude do
Municipio de Natal-RN. Para deteccédo de anticorpos IgG foi seguida a metodologia

descrita por Costa et al ¥

. Nesse diagnostico, foi utilizado kit padronizado pelo
Instituto de Tecnologia em Imunobiologicos Bio-Manguinhos da Fundacdo Oswaldo
Cruz, RJ. O antigeno do kit sdo formas promastigotas de Leishmania major, € 0

conjugado utilizado foi uma antiimunoglobulina de céo, fracdo IgG, marcado com

isoticianato de fluoresceina. A diluicdo do soro foi de 1/40 ©.

A deteccdo de anticorpos anti-Leishmania pela técnica do Ensaio
Imunoenzimatico (ELISA) foi realizada no Laboratério de Imunogenética da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte. Foi utilizada a fracdo soluvel de
antigenos de promastigotas de L. chagasi de um isolado local de medula éssea
humana. O ELISA, com a proteina recombinante K39 de L. chagasi, foi utilizado
apenas nas amostras de céaes @) A proteina recombinante rK 39 foi gentilmente
cedida pelo Dr. Steven G. Reed (Infectious Diseases Research Institute, Seattle,
WA). As microplacas (Falcon Probind, cat. N° 3915) foram sensibilizadas com o
antigeno de Leishmania diluido em tampédo carbonato—bicarbonato pH 9,6 e
incubadas por 18 horas, a 4C.

Apés a incubacdo, o excesso de antigeno foi removido e o tampéo de
blogueio (PBS/Tween20 a 1%) foi adicionado e mantido durante 1 hora, a
temperatura ambiente. Em seguida, a placa foi lavada quatro vezes com
PBS/Tween20 a 0,1% e os soros das amostras foram diluidos nesse mesmo PBS,
em um volume de 100ul, foram aplicados nas diluicdes de 1:100, 1:500, 1:1000 e

1:10000 a micro placa sensibilizada e incubada a 37 por uma hora. Em seguida, o
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soro foi removido e foi realizada a lavagem dos pocos conforme descrito
anteriormente.

Depois dessa etapa, o anticorpo secundario (conjugado anti-lgG canina
peroxidase, diluido 1:2000, para o extrato bruto) ou a proteina-A (marcada com
peroxidase, diluida 1:10000, para o antigeno rK39) foi adicionado (100pl) e incubado
durante 1 hora, a 37C. O excesso do material foi e ntdo desprezado e a placa foi
novamente lavada, nas mesmas condi¢cdes anteriores, para aplicacdo do substrato
(peroxido de hidrogénio), na presenca do cromoégeno ABTS (2,2 -Azino-bis(3-
Ethylbenz-thiazoline-6-sulfonic acid) diluido em tampé&o citrato-fosfato pH 4,2, o qual

permaneceu por 1 hora, a temperatura ambiente, em local privado de luz.

A reacao foi interrompida pela adicdo de SDS 5% (Sodium Dodecyl Sulfate).
A intensidade da cor desenvolvida é proporcional a quantidade de anticorpo presente
na amostra. A densidade 6ptica foi lida no leitor de micro placas a 405nm (Titerteck
Instruments, Inc, Huntsville, AL, EUA). Um ponto de corte para ambos 0s antigenos
foi determinado tanto para humanos quanto para caninos. O cut-off (ponto de corte)
para o extrato bruto em humanos de 0,119 foi utilizado soros de 28 individuos, e no
cut-off de 0,117 também para o extrato bruto foi utilizado soros de 26 individuos
provenientes de areas ndo endémicas para a leishméania. Nas amostras caninas, 0
cut-off de 0,090 para o rK39 foi realizado com soros de 25 cées; e no cut-off de 0,107
para o extrato bruto, 23 caes foram utilizados. No cut-off de 0,149 para o extrato
bruto foram utilizados soros de caes. Todos os controles negativos foram obtidos de
caes, provenientes de areas ndo endémicas para leishmania. Em todos os testes foi

utilizado o desvio padréo 3.
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4.9 ESTUDO DA POPULACAO VETORIAL

O estudo entomoldgico foi realizado com o objetivo de conhecer a distribuicao
espacial do vetor, a infestacdo domiciliar e sua densidade nas areas do estudo. Por
meio da analise desses indicadores, a flutuacdo durante o periodo de Dezembro de

2004 a Julho de 2007, em cada area do estudo.

No sentido de avaliar a distribuicdo da fauna de flebotomineos e a densidade
do vetor Lu. longipalpis, nas trés areas do estudo, foram selecionados trinta (30)
imoveis dentre aqueles cadastrados, sendo dez (10) em cada uma das areas
definidas. Esses imoveis foram selecionados pelo critério de melhor condicdo para
proliferacdo de flebotomineos como: presenca de arvores no quintal, criacdo de
animais domésticos e galinaceos, oferta de material organico nas redondezas. As
capturas foram realizadas mensalmente com média de trés (3) dias consecutivos de
coleta, apenas no peridomicilio, com uso exclusivo de armadilhas luminosas do tipo
CDC. Essas foram armadas sempre a uma altura média de 1 metro acima do nivel
do solo, por volta das 18 horas e recolhidas as 6 horas do dia seguinte.

Os flebotomineos coletados foram acondicionados em tubos de ensaios com
alcool a 70% e encaminhados para o Laboratério de Entomologia da Secretaria de
Estado de Saude Publica. A identificacdo dos espécimes foi realizada apds
preparacdo e classificados com a chave classificatéria de Young e Duncan . Os
dados foram compilados em sistema especifico (Access 2003).

Foram registrados no inicio de cada coleta, os dados relativos a temperatura,
umidade relativa do ar (URA), velocidade do vento e presenca ou auséncia de chuva.
Para mensurar esses dados foi utilizado um termohigrometro de méxima e minima
do tipo Lutros — HP 3004. Os valores de temperatura foram dados em centigrados

(°C) e os valores da Umidade Relativa do Ar em %.
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Para registrar a velocidade do vento, convencionamos da seguinte forma: 1 —
forte, 2 — moderado, 3 — fraco, 4 — ausente, 5 — ausente continuo. Para mensurar a
precipitacdo de chuvas mensais foram utilizados os dados da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria do Rio Grande do Norte (EMPARN). Deve-se considerar que nos dias
chuvosos néo foi realizada coleta de flebotomineos.

Uma semana ap0s a primeira coleta de flebotomineos, foi realizada borrifagéo
com inseticida residual nos trinta (30) iméveis selecionados como ponto de captura
de flebotomineos. As coletas continuaram mensalmente e quatro meses apos a
primeira aplicacdo de inseticida foi realizada a segunda nos mesmos imoveis.

A borrifacdo foi feita de acordo com a técnica preconizada no Manual do
Programa de Vigilancia e Controle de Leishmaniose Visceral/MS. Foi usado o
inseticida Cipermetrina, pertencente ao grupo dos piretréides sintéticos na dosagem
de 125 mg de ingrediente ativo (i.a.) /m? de superficie tratada. A formulacéo usada
foi o p6 molhavel a 40%. As aplicacBes foram realizadas com equipamentos de
compressao constante (25-55 Ibs), tipo Hudson-X-Pert® ou Jacto® com capacidade
de 10 litros ®. Os iméveis com moradores susceptiveis, como criancas recém-
nascidas, pacientes com doencas crbnicas, alérgicos e acamados, foram excluidos

da aplicacdo do inseticida.

4.10 ESTUDO DOS ASPECTOS SOCIOAMBIENTAIS RELACIONADOS A
INFECCAO HUMANA E A CANINA.

Foram registradas no questionério de arrolamento as informacdes referentes
as condicdes estruturais e sanitarias do imével, de acordo com a observacdo, como
também pelas informacdes dos respectivos proprietarios; o perfil das condigbes

ambientais em torno do imével como tipo de vegetacdo no quintal e em torno do
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imovel, presenca de animais no quintal e vizinhancas, periodicidade de coleta de lixo,
tipo de vegetacdo dos quintais, destino de &aguas e dejetos, presenca de
empocamento. Essas caracteristicas foram analisadas para identificar o efeito ou
associacdo com a infeccdo canina e humana por L. chagasi, de acordo com

diferentes técnicas diagndsticas.

4.11 ANALISE ESTATISTICA E AGREGACAO ESPACIAL

O banco de dados das informacdes coletadas para humanos, caes,
flebotomineos e também ambientais, foi construido no Access 2003. Para a analise
estatistica dos resultados foi utilizado o programa STATISTICA 6.0 e na analise
espacial de dados georeferenciados foi utilizado o programa ArcGis 9.0. Na analise
descritiva dos dados foram construidos Box-Plots para detec¢do de normalidade e a
presenca de valores discrepantes (outliers), os quais, quando existentes, foram
excluidos do céalculo de parametros (média e desvio-padrédo) e do teste estatistico
(ANOVA) de comparacdo de médias.

A avaliacdo do efeito das caracteristicas domiciliares sobre o resultado dos
testes Anticorpo antileishmania - AasL, reacdo do teste de Montenegro - TM e rK39
foi feita de forma quantitativa e qualitativa. Na forma quantitativa, a variavel resposta
considerada foi a resposta total (AasL, ou K39) relacionada com o cut-off, ou seja,
considerou-se a resposta total padronizada. Nessa analise foram feitas comparacdes
de médias entre grupos definidos pela variavel fator considerada, usando um modelo
ANOVA One Way.

Na analise qualitativa, também foi aplicado no RIFI, e foi avaliada a hipdtese
de associacao entre a resposta binomial dicotémica (Positivo/Negativo) de cada teste

e o fator em questdo. O teste estatistico aplicado foi 0 Qui-Quadrado de Maxima
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Verossimilhanca para amostras independentes. No estudo de segmento, que se
caracteriza pela comparacao de duas amostras dependentes, ou seja, comparacdes
entre os resultados do primeiro e segundo momentos foram avaliadas as
discordancias dos resultados pelo teste qui-quadrado de McNamer. O tempo médio
entre as duas avaliacfes foi de 6 (seis) meses. Foram considerados resultados
estatisticamente significativos quando p<0,05.

Finalmente, para avaliar a dependéncia e autocorrelacdo espacial dos
resultados quantitativos dos testes, foram aplicados modelos de krigeagem universal
na construcdo de mapas de probabilidades e predicdo, usando um enfoque
geoestatistico na analise. A aplicacdo desta técnica foi possivel na juncao das areas
1 e 3 (urbana e rural) de Parnamirim, onde 0 esquema de amostragem proporcionou
uma area de estudo conexa.

Para avaliar a infeccdo humana durante o periodo de 1990 a 2006 no Rio
Grande do Norte e no Municipio de Parnamirim, foi calculada a taxa de
prevaléncia/100.000.

Total de casos de leishmnaiose visceral no periodo x 100.000

Total da populag&o exposta no periodo

Como indicador de densidade de flebotomineos foi calculado o indice de
infestac@o domiciliar — 11D por espécie, que mede a magnitude e a dispersdo do vetor
na area.

IID - indice de Infestagdo Domiciliar:

N°. de domicilios com Lu. longipalpis X100

Total de domicilios pesquisados (no periodo)
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A abundancia relativa foi avaliada a partir dos dados, que mede a quantidade
de flebotomineos capturados por domicilio, de acordo com local e a técnica da
captura.

Abundancia Relativa:

N° de Lu. longipalpis coletados

Total de domicilios pesquisados
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5. RESULTADOS

5.1 LEISHMANIOSE VISCERAL HUMANA EM PARNAMIRIM

O Municipio de Parnamirim apresentou no periodo de 1990 a 2008 um total de
227 casos humanos de leishmaniose visceral (LV). A figura 4 mostra a prevaléncia
da LV humana no Estado do Rio Grande do Norte e no Municipio de Parnamirim, no
periodo de 1990 a 2008. A prevaléncia anual dos casos de LV revela um
comportamento ciclico, com picos nos anos de 1992 (29 casos) e 1999 (35 casos),

com um ciclo aparente de epidemia de 7 anos.
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Figura 5 — Prevaléncia de leishmaniose visceral no Municipio de Parnamirim e

no Rio Grande do Norte, no periodo de 1990 a 2008.

As trés éareas de estudo em Parnamirim notificaram um total de 87 casos
humanos de LV no periodo de 1990 a 2006, correspondendo a 39,7% do total de
casos relatados no periodo citado. A série historica dos casos de LV nas trés areas

de estudo € mostrada na figura 5.
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Figura 6 — Prevaléncia por leishmaniose visceral no Municipio de Parnamirim
e nas trés areas do estudo, no periodo de 1990 a 2008.

5.2 PREVALENCIA DA INFECCAO POR LEISHMANIA CHAGASI EM HUMANOS

A infeccdo por L. chagasi foi estimada pela avaliacdo da presenca de
anticorpos antileishmania (AasL) e pela reacdo ao teste de hipersensibilidade
retardada a antigeno de Leishmania, teste de Montenegro (TM). Foram observados
AasL positivos em 24,4% (78 dos 345) e TM em 38,6% (123 de 319),
respectivamente, nos individuos examinados. Observou-se que 83% (102 de 123)
dos individuos que apresentaram resposta positiva ao TM, apresentaram AasL
negativos, enquanto 29% (57 de 196) que eram TM negativo apresentaram AasL
positivo, indicando associacao inversa entre a resposta humoral (presenca de AasL)
e a resposta imune celular (resultado ao TM), conforme mostrado na tabela 1,

(p=0,01).
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Tabela 1 — Associagéo inversa da infecgdo por Leishmania chagasi diagnosticada
pela presenca de Anticorpos antileishmania (AasL) e reacdo ao Teste de Montenegro
(TM). p=0,01.

™ Total
AasL Negativo Positivo n (%)
n (%) n (%)
Negativo 139 (57,7) 102(42,3) 241(75,5)
Positivo 57(73,1) 21(26,9) 78(24,4)
Total 196(61,4) 123(38,6) 319(100,0)

p <0,05

N&o foram observadas diferencas no resultado da TM quando
consideradas cada uma das areas de estudo, no entanto, a presenca de individuos

com AasL foi maior na atual area urbana, conforme mostrado na tabela 2.

Tabela 2 — Presenca de anticorpos antileishmania (AasL) e reacdo ao Teste de
Montenegro (TM), dos individuos arrolados no estudo, de acordo com a classificacéo
das areas estudadas.

AasL ™
(p =0,00) (p =0,50)
Areas Positivo Negativo Total Positivo Negativo Total
n(%) n (%) n (%) n(%) n(%) n(%)

Urbana 47 (40,8) 71(60,2) 118 (34,2) 40(38,8) 63 (61,2) 103(32,3)
Periurbana 15 (12,5) 105 (87,5) 120 (34,8) 40(34,8) 75(652)  115(36,1)

Rural 23(21,5) 84(785) 107 (31,0) 43(42,6) 58(57,4) 101(31,7)

Total 85 (24,6) 260 (75,4) 345 (100,0) 123 (38,6) 196 (61,4) 319(100,0)*

p <0,05 ; *N&ao foram determinados ou lidos o teste de Montenegro para 26 pessoas

Os resultados do TM né&o diferiram quando considerada a densidade
populacional das areas de estudo, no entanto, a presenca de AasL foi maior na area

com densidade populacional alta, como pode ser verificado na tabela 3.



Tabela 3 — Presenca de anticorpos antileishmania (AasL) e reagdo ao Teste de
Montenegro (TM), nos individuos arrolados no estudo de acordo com a densidade

populacional da area de moradia.

AasL ™
(p = 0,00) (p =0,99)

Densidade

populacional  Positivo Negativo Total Positivo  Negativo Total
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Alta 48(39,0)  75(61,0) 123(39,0) 42(38,9) 66(61,1) 108(33,9)
Média 30(16,5) 152(83,5) 182(52,7) 67(38,5) 107(61,5) 174(54,5)
Baixa 7(17,5) 33(82,5) 40(11,6) 14(37,8) 23(62,2) 37(11,6)
Total 85(24,6) 260(75,4) 345(100,0) 123(38,6) 196(61,4) 319(100,0)

p <0,05

O resultado do TM mostrou associacdo da infec¢cdo por L. chagasi com as

faixas etarias consideradas (p=0,03), como pode ser observado na tabela 4. A faixa

etaria acima de 50 anos apresentou maior positividade (38,6%), enquanto que a

faixa etaria abaixo de 10 anos, apresentou menor percentual de positividade

(22,2%). Porém, a presenca de AasL ndao foi associada com as faixas etéarias

analisadas (p=0,62), também mostrado na tabela 4.

Tabela 4. Presenca de anticorpos antileishmania (AasL) e reacdo ao Teste de
Montenegro (TM) conforme a faixa etaria dos individuos arrolados no estudo.

Antigenos
AasL ™
Faixa etéria (p=0,62) (p=0,03)
(anos)
Positivo Negativo Total Positivo Negativo Total
n (%) n (%) n n (%) n (%) n
<10 4 (21,1) 15 (78,9) 19 4 (22,2) 14 (77,8) 18
11a20 17 (23,3) 56 (76,7) 73 24 (36,9) 41(63,1) 65
25a35 19 (23,5) 62 (76,5) 81 21 (28,8) 52 (71,2) 73
36 a50 27 (30,3) 62 (69,7) 89 33 (40,2) 49 (59,8) 82
> de 50 16 (20,3) 63 (79,7) 79 40 (51,3) 38 (48,7) 78
Total 83 (24,4) 258 (75,6) 341 122 (38,6) 194 (61,4) 316
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Quando analisada a infeccdo por L. chagasi em relacdo ao sexo dos
individuos, o total de individuos do sexo masculino com teste de Montenegro
positivo, mostrou que o sexo do individuo promove efeito na infecgdo por L. chagsi,
p=0,01, conforme mostrado na tabela 5. A positividade da infeccdo em relacdo ao
sexo masculino foi de 48,1% (50 de 104), enquanto que no sexo feminino foi de

apenas 33,9% (73 de 215).

Quanto a presenca de anticorpos antileishmania (AasL), a andlise nao
mostrou associacdo com o sexo dos individuos arrolados no estudo, indicando que

ambos 0s sexos sdo expostos no mesmo nivel a infecgdo por Leishmania.

Tabela 5 — Presenca de anticorpos antileishmania (AasL) e reacdo ao Teste de
Montenegro (TM), conforme o sexo dos individuos arrolados no estudo.

AasL ™
(p=0,17) (p =0,01)
SEXO — . — .
Positivo Negativo Total Positivo Negativo Total
n(%) n(%) n (%) n(%)
Masculino 24 (20,3) 94 (79,6) 118 50 (48,1) 54 (51,9) 104
Feminino 61 (26,9) 166 (73,1) 227 73 (33,9) 142 (66,1) 215
Total 85(24,6) 260(75,4) 345 104 (38,6) 215(61,4) 319
p <0,05

5.3 ANAI:ISE DOS FATORES AMBIENTAIS E SOCIAIS RELACIONADOS COM A
INFECCAO HUMANA

Fatores sociais e ambientais como renda familiar, tempo de residéncia no
imovel, nimero de residentes do imovel, tipo de solo da area, encanamento de agua,
periodicidade da coleta de lixo, presenca de arvores em um raio de 10 metros em
torno do imoével, presenca de caes, gatos, aves, jumentos e cavalos no imovel e na
vizinhanca, condi¢cdo do imével, se borrifado ou ndo no Ultimo ano e existéncia de

pavimentacdo nas ruas, nd80 mostraram associacao significativa com a presenca da
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infeccdo humana verificada pela positividade de AasL e ao TM, conforme mostrado

na tabela 6.

Tabela 6. Andlise da associacdo entre a presenca de anticorpos antileishmania
(AasL) e reacdo ao Teste de Montenegro (TM), de acordo com as caracteristicas
das residéncias, fatores sociais e ambientais.

Qui quadrado

Variavel AasL ™
Renda familiar p=0,47 p=0,88
Tempo de residéncia no imovel p=0,36 p=0,38
N° de residentes no imével p=0,30 p=0,87
Encanamento de agua p=0,80 p=0,94
Periodicidade da coleta de lixo p=0,00* p=0,26
Presenca de arvores em um raio de 10 metros p=0,06 p=0,26
Presenca de caes no imével p=0,10 p=0,86
Presenca de gatos no imoével p=0,84 p=0,32
Presenca de aves no imével p=0,18 p=0,73
Presenca de jumentos e cavalos no imovel p=0,19 p=0,84
Presenca de cées na vizinhanca p=0,00* p=0,24
Presenca de gatos na vizinhanca p=0,39 p=0,00*
Presenca de aves na vizinhancga p=0,00* p=0,06
Presenca de jumentos e cavalos na vizinhanca p=0,00* p=0,01*
Imével borrifado ou ndo no ultimo ano p=0,25 p=0,12
Pavimentacao das ruas p=0,50 p=0,07
Tipo de vegetacgdo da area p=0,00 p=0,35
Tipo de solo da area p=1,00 p=1,00
Tipo de parede do imével p=0,01 p=0,08
Tipo de piso do imével p=0,05 p=0,00

p<0,05; *Associacdo inversa ou negativa

O estudo mostrou que existe associagdao entre a presenca de anticorpos
antileishmania (AasL) e o tipo de parede dos imoveis, p=0,01. Sendo que. 100,0%
dos individuos que residem em imdveis com paredes de barro ou taipa apresentaram

anticorpos antileishmania. Também foi observada associacdo significativa entre o
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tipo de piso dos imoveis e a positividade dos individuos ao TM. Observou-se que
100,0% dos imdveis com piso de terra ou barro, apresentaram individuos positivos
ao TM, p=0,00.

N&o foi observado nesse estudo associacdo significativa entre a presenca de
aves no imével com a infeccdo humana, TM, p= 0,73 e AasL p=0,19. Também néo
foi observada associacao significativa entre a presenca de aves nas vizinhancas com
a presenca de AasL,nos individuos arrolados. Observou-se sim, que o0 maior
percentual de individuos com presenca de AasL (29,4%) foi encontrado na auséncia
de aves nas vizinhancas, mostrando uma associa¢ao negativa, p= 0,00. Em relacéo
a resposta imune pelo TM, também nao foi encontrada associacdo com a presenca
de aves na vizinhanca; 41,6% dos individuos com TM positivo foram encontrados na

auséncia de aves nas vizinhancas, p=0,06.

Quanto ao tipo de vegetacédo das areas estudadas, foi observado que 28,3%
dos individuos com presenca de anticorpos antileishmania (AasL) residiam em areas
com vegetacao do tipo frutifera, evidenciando uma associa¢ao significativa do tipo de

vegetacado com a infeccdo humana por L. chagasi, p=0,00.

Também foi observada associacdo significativa entre o tipo de piso dos
imoOveis e a presenca de anticorpos antileishmania, AasL, p=0,05 e TM p=0,00, como

mostra a tabela 7.
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Tabela 7 — Associacédo entre a presenca de anticorpos antileishmania (AasL) e
reacdo ao Teste de Montenegro (TM), de acordo com os tipos de piso dos imoveis
habitados pelos individuos arrolados no estudo.

AasL ™
Tipo de (p=0,05) (p=0,00)

piso Post. Neg. Total Post. Neg. Total

n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
Terra/barro 0(0,0) 4(100,0) 4(1,2) 4(100,0) 0(0,0) 4(1,3)
Ceramica 44 (21,6) 160 (78,4) 204 (59,7) 77(41,4) 109 (58,6) 186(58,9)
Outro 41 (30,6) 93(69,4) 134(39,2) 40(31,8) 86 (68,3) 126(39,9)
Total 85 (24,9) 257 (75,2) 342(100,0) 121(38,3) 195(61,7) 316(100,0)

p=<0,05;

Foi evidenciado no estudo uma associacao significativa entre o destino das
aguas e dejetos dos imdveis e a presenca de anticorpos antileishmania (AasL) nos
individuos arrolados. O maior percentual de individuos positivos (38,4%) foi
encontrado nos iméveis que possuem fossa séptica apenas para os dejetos do
banheiro nos quais as aguas servidas sdo jogadas no quintal ou na rua, como

mostrado na tabela 8.

Tabela 8 — Associagcdo entre a presenca de anticorpos antileishmania (AasL) e reacdo ao
teste de Montenegro (TM) dos individuos, de acordo com o destino das aguas e dejetos
dos imoveis arrolados no estudo.

AasL ™

Desti (p=0,00) (p = 0,60)
e;ggn;)sdeas Positivo Negativo Total Positivo Negativo Total
dejetos n(%) n(%) n(%) n (%) n(%) n(%)

Fossa para 38(38,38) 61(61,62) 99(29,12) 37 (43,02) 49 (56,98) 86(27,39)
banheiro

Dejetos a céu 17(36,17) 30(63,83) 47(13,82) 19 (42,22) 26(57,78) 45(14,33)
aberto

Fossa para 30(15,71) 161(84,29) 191(56,18) 64(35,36) 117(64,64) 181(57,64)
agua servida

Outros 0(0,0 ) 3(100) 3(0,88) 1(50,0) 1(50,0) 2(0,64)
Total 85(25) 255(75,0) 340(100) 121 (38,54) 193(61,46) 314(100)

p<0,05
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Quando avaliada a infeccdo humana através da positividade ao teste de
Montenegro, observou-se que: destino das aguas e dejetos dos imoveis (p=0,60),
namero de residentes no imovel (p=0,87), tipo de parede do imoével (p=0,08),
presenca de vegetacdo em torno do imovel (p=0,26), presenca de animais no imével
(p=0,50), pavimentacéo das ruas da area do estudo (p=0,07), e a condicdo do imével
se borrifado ou ndo no ultimo ano (p=0,12); ndo foi observado associacdo com a

presenca de anticorpos antileishmania (AasL) nos individuos arrolados no estudo.

Outros fatores ambientais também foram analisados qualitativamente quanto
ao TM: tipo de solo da area (p=1,00), presenca de gatos no imovel (p=0,32),
presenca de caes na vizinhanca (p=0,24) e presenca de aves nha vizinhanca
(p=0,06), também né&o foi observado associacdo com a presenca de anticorpos
antileishmania (AasL). No entanto, alguns indicadores ambientais analisados no
estudo mostraram associacdo negativa com a resposta imunolégica medida pela
positividade ao teste de Montenegro, como: presenca de porcos na vizinhancga (p=

0,02)* e presenca de jumentos e cavalos na vizinhanga, (p=0,01)*.

5.4 INFECCAO CANINA POR L. CHAGASI EM PARNAMIRIM.

O percentual de infeccdo canina avaliada pela presenca de anticorpos
antileishmania (AasL) nos cées arrolados foi de 32,5% (101 de 311), nas trés areas
do estudo. A mesma populacao de caes apresentou uma positividade de 2,3% (7 de
311), quando analisado a presencga anticorpos antileishmania (AasL) acrescido da

proteina recombinante k39, conforme mostra a Tabela 9.
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Tabela 9 — Associacdo entre a resposta imune medida pela presenca de anticorpos
antileishmania (AasL) acrescida da proteina recombinante k39, nos cades arrolados no
estudo, de acordo com a area de residéncia.

Antigenos
Areas AasL rk39
estudadas (p =0,30) (p =0,35)
Positivo Negativo Total Positivo  Negativo Total
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Urbana 30 (34,5) 57 (65,5) 87 (28,0) 1(1,2) 86(98,9) 87 (28,0)
Periurbana 26 (26,5) 72 (73,5) 98 (31,5) 4 (4,1) 94(95,9) 98 (31,5)
Rural 45 (35,7) 81 (64,3) 126 (40,5) 2(1,6) 124(98,4) 126 (40,5)
Total 101 (32,5) 210(67,5) 311(100,0) 7(2,3) 304(97,7) 311 (100,0)
p=<0,05

De acordo com a tabela acima, nao foi observada associacéo entre a infeccéo

canina e a area de residéncia dos animalis arrolados no estudo, p =0,30.

A anadlise quantitativa também mostrou que das 321 amostras caninas
examinadas pelo método de RIFI, 30% apresentaram-se positivas e 70% negativas.
Na andlise qualitativa, ndo foi encontrada associacdo entre os exames realizados
pelo método de RIFI com os exames realizado pelo método ELISA (AasL), como
também, ndo foi encontrada associacdo entre os exames positivos pelo método de

RIFI com a area de moradia dos animais.

Considerando que os cédes foram separados em dois grupos: raca definida
(RD) e raca nao definida (RND), foi observada uma positividade de 2,2% (7 de 311)
no grupo de RND, pela presenca de AasL com rK39. Quanto a positividade apenas
pela presenca de AasL, foi observado uma positividade de 24,4% (20 de 311) no
grupo RD e 35.4% ( 81 de 311) no grupo RND. E evidente a associacdo da infeccdo
canina por L. chagasi nos cdes de RND examinados pelo método ELISA com a

proteina recombinante r39. No entanto, deve-se considerar que, na auséncia da
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proteina rk39, observou-se uma propensao a associacéo da a infeccdo canina com o

grupo de cédes RND, conforme mostra a tabela 10.

Tabela 10 — Associagao entre a resposta imune medida pela presenca de anticorpos
antileishmania (AasL) e acrescida da proteina recombinante k39, nos cées arrolados no
estudo, de acordo com o grupo de ragas.

AasL rk39
(p=0,06) (p=0,03)
Racas
Negativo  Positivo Total Negativo Positivo Total
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Definida 62 (75,6) 20(24,4) 82(67,5) 82 (100,0) 0 (0,0) 82 (26,4)
N&o
definida 148 (64,6) 81 (35,4) 229 (32,5) 222(96,9) 7(3,1) 229 (73,6)
To(to";") 210(67,5) 101(32,5) 311(100,0) 304 (97,75) 7 (2,2) 311(100,0)
n (%
p<0,05

O tamanho do pélo dos cées (pequeno, médio e grande) apresentou efeito na
infeccdo por L. chagasi apenas quando avaliada a presenca de anticorpos
antileishmania, AasL p=0,04. Esse mesmo efeito ndo foi observado na presenca da
proteina rK39 p=0,07. Qualitativamente, esse fator também ndo mostrou associacao

com a infec¢do canina por L. chagasi, rK39 p=0,10 e AasL p =0,83.

Quanto ao porte, os caes foram agrupados em: pequeno, medio e grande.
Na andlise quantitativa, esse fator ndo mostrou efeito da infec¢do por L. chagasi em
relacdo ao tamanho dos animais; rK39 p=0,44, e AasL p= 0,05. Porém, na analise
qualitativa, esse fator apresentou associagdo com a infeccéo por L. chagasi, AasL
p=0,04. O grupo de cées de porte meédio apresentou uma positividade de 72,4% (79

de 318).
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Quanto a idade os cades foram agrupados da seguite forma: <1 ano, 1 a 2
anos, 2 a 4 anos e > de 4 anos. Este fator ndo apresentou associacao significativa

com a infecc¢do por L. chagasi, rK39 p=0,40 e AasL p=0,17, respectivamente.

Em relacdo ao género dos cées arrolados no estudo, a andlise quantitativa
nao mostrou efeito desse fator com a infec¢do por L. chagasi, rK39 p=0,53 e AasL
p=0,96. Qualitativamente, esse fator também ndo mostrou associacdo com a

infeccéo por L. chagasi, rK39 p=0,39 e AasL p= 0,47, respectivamente.

Quanto a presenca de sintomas classicos de leishmaniose visceral canina, 0s
animais foram agrupados da seguinte forma: grupo que ndo apresentava nenhum
sintoma, grupo que apresentava apenas um sintoma, grupo que apresentava dois
sintomas e 0s que apresentavam trés ou mais sintomas. Nao foi observada
associacao significativa entre o total de sintomas classicos de LVC com a infeccéo
por L. chagasi, como mostra a tabela 11. No entanto, € importante observar que dos
113 animais positivos para a presenca de anticorpos anti-Leishmania (AasL), 92%
(104) n&o apresentavam nenhum sintoma, evidenciando a infecdo nos caes

assintomaticos.

Tabela 11 — Associagao entre a resposta imune medida pela presenca de anticorpos
antileishmania (AasL) e acrescida da proteina recombinante k39, nos caes arrolados no
estudo, de acordo com os sintomas classicos de LVC.

Antigenos

Sintomas AasL rk39

de LV (p=0,19) (p=0,51)

Positivo  Negativo Total Positivo Negativo Total
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Nenhum 104 (92,1) 219 (93,6) 323(93,1) 8(80,0) 315(93,4) 323(93,1)
Um 4 (3,5) 7 (2,0) 11 (3,2) 1(10,0) 10(2,97) 11(3,2)

Dois 3(2,7) 8 (3,4) 11 (3,12) 1(10,0) 10(2,97) 11(3,2)

Trés ou + 2(1,8) 0 (00) 2 (0,6) 0 (0) 2(0,59) 2 (0,6)

Total n(%) 113 (32,6) 234 (67,4) 347 (100) 10 (2,9) 337 (97,1) 347 (100)

p=<0,05
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Dos cédes com sorologia positiva na presenca da proteina rK39, que foram
necropsiados, ao exame macroscopico realizado durante a necropsia observou-se
onicogrifose, Ulceras interdigitais, dermatite, hepatoesplenomegalia, descamacéao e
magreza. No momento da necropsia foram coletados fragmentos de baco e figado,
que foram cultivados em meio NNN bifasico, para investigacdo de crescimento do
parasita especifico. Porém, nao foram identificadas formas promastigotas de

Leishmania em nenhuma das amostras coletadas.

5.5 ANAI:ISE DOS FATORES SOCIAIS E AMBIENTAIS RELACIONADOS COM A
INFECCAO CANINA

No tocante aos fatores sociais, foi observada a associacédo da renda familiar
com a infeccdo canina por L. chagasi, apenas quando considerada a presenca de
anticorpos antileishmania (AasL), acrescida da proteina recombinante k39, p=0,03.
Quanto a densidade populacional da &rea, nao foi observada associacao ou efeito da
infeccdo canina com esse fator, qui quadrado, K39 p=0,06 e AasL, p= 0,65. Anova,

rk39 p=0,82 e AasL p= 0,16 respectivamente.

A andlise qualitativa também ndo mostrou associacdo significativa entre o
tempo de moradia no imével e a infecgdo canina, rK39 (p=0,68) e AasL (p=0,10). No
entanto, na analise quantitativa, observou-se o efeito da infeccdo canina por
L.chagasi com o tempo de moradia da familia no imovel, AasL p= 0,02 e rK39
p=0,01. Foram encontradas as maiores médias de positividade nos caes em que a

familiar residia no imével em um periodo entre 11 a 15 anos.
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Tabela 12 — Associacdo e efeito entre a resposta imune medida pela presenca de
anticorpos antileishmania (AasL) e acrescida da proteina recombinante k39, nos caes
arrolados no estudo, de acordo com as variaveis sociais e ambientais

Qui quadrado ANOVA
Variavel
AasL rk39 AasL rk39

Forma de manutencéo dos cées p =0,48 p =0,73 p =0,10 p =0,48
Renda familiar p =0,59 p =0,03 p =0,71 p =0,17
Densidade populacional p =0,65 p =0,06 p =0,16 p =0,82
Tempo de residéncia p =0,10 p =0,68 p =0,02 p =0,01
N° de residentes p =0,20 p=0,39 p =0,37 p =0,57
Tipo de vegetacao p =0,00 p =0,79 p =0,14 p =0,87
Tipo de solo p =0,13 p =0,83 -X- -X-

Tipo de parede p =0,14 p =0,27 p =0,28 p =0,78
Tipo de piso p =0,24 p =0,20 p =0,64 p=0,14
Destino de aguas e dejetos p =0,52 p =0,09 p =0,52 p =0,62
Empogamento na rua ou quintal p =0,00* p =0,82 p =0,00* p =0,05*
Pavimentacao da rua p =0,05* p =0,15 p =0,02* p =0,86
Frequéncia da coleta de lixo p =0,00* p =0,71 p =0,11 p =0,16
Arvores em um raio de 10 metros p =0,09 p =0,39 p =0,15 p =0,73
Presenca de gatos no imovel p =0,01 p =0,21 p =0,03 p =0,24
Presenca de aves no imovel p =0,16 p =0,26 p =0,72 p =0,32
Jumentos e cavalos no imével p =0,53 p =0,63 p =0,71 p =0,63
Caes na vizinhanca p =0,24 p =0,00 p =0,77 p =0,45
Gatos na vizinhanga p =0,25 p =0,04 p =0,76 p =0,78
Aves na vizinhanca p =0,79 p =0,48 p =0,45 p =0,03*

Jumentos e cavalos na vizinhanca p =0,02 p =0,03 p =0,00 p =0,65
Borrifacdo no ultimo ano p =0,85 p =0,09 p =0,67 -X-

p<0,05 (* Associacao ou efeito negativo), (-x- Sem condi¢des de analise).

No que diz respeito aos fatores ambientais, foi observado que a presenca de
gatos no imovel e nas vizinhancas esta associada e promove efeito na infeccéo
canina por Leishmania, como mostra a tabela 12. Também se observou que a

presenca de jumentos e cavalos na vizinhanca dos iméveis arrolados no estudo esta
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associada significativamente e promove efeito na infecgdo canina, AasL p=0,02,

rkK39 p= 0,03 e p= 0,00 respectivamente.

Outro achado que mereceu destaque foi a associacdo da infec¢do canina,
determinada pela presenca de anticorpos antileishmania (AasL), acrescida da
proteina recombinante k39 com a presenca de cdes na vizinhanca p=0,00, como

mostra a tabela 13.

Tabela 13 — Associagcédo entre a resposta imune medida pela presenca de anticorpos
antileishmania (AasL), acrescida da proteina recombinante k39, nos cées arrolados no
estudo, de acordo com a auséncia ou presenca de caes na vizinnhangas.

Antigenos
AasL rk39
= =0,007
Cies na (p=0,24) (p=0,007)
Vizinhanca Negativo Positivo Total Negativo Positivo Total
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Presenca  123(65,08) 66(34,92) 189(60,77) 182 (96,30) 7(3,70) 189(60,77)
Auséncia  87(71,31) 35(28,69) 122(39,23) 122(100,0) 0(0,00) 122(39,23)

Total n (%) 210(67,52) 101(32,48) 311(100,0) 304(97,75) 7(2,25) 311(100,0)

p<0,05

A analise qualitativa mostrou que outros fatores ambientais que podem ser
potencialmente influenciadores na infeccéo por L. chagasi, como: presenca de aves
no imovel (rK39 p=0,26 e AasL p=0,16), presenca de jumentos e cavalos no imovel
(rk39 p=0,63 e AasL p=0,53), ndo mostraram associa¢cdo com a infec¢ao canina. Na
analise quantitativa, esses mesmos fatores também ndo mostraram efeito na
infecc@o canina: presenca de aves no imével (rK39 p=0,32 e AasL p=0,72), presenca

de jumentos e cavalos no imével (rK39 p=0,63 e AasL p=0,719).

Fatores ambientais condicionantes para a manutencao de criadouros do vetor
Lu. Longipalpis, por promover umidade no solo, indicaram que a infeccdo por L.

chagasi, estad negativamente associada com a presenca de empocamento na rua ou



56

quintal dos imoveis cadastrados, AasL p=0,00. Das amostras examinadas,
41,19%(56 de 302) mostraram positividade quando nunca havia presenca de

empocamento na rua ou quintal do imovel arrolado no estudo.

Também foi observado um efeito negativo da pavimentacdo das ruas, onde os
imoveis foram cadastrados e a infec¢do canina, AasL; ANOVA, p= 0,02. As maiores
meédias de animais infectados foram encontradas onde havia pavimentacéo das ruas.
A andlise quantitativa mostrou que a variavel ambiental relacionada a periodicidade
da coleta de lixo ndo promove efeito na infeccdo canina, ANOVA rK39 p=0,16 e

AasL, p= 0,11, respectivamente.

Fatores quantitativamente analisados quanto a infeccdo canina pela
presenca de anticorpos antileishmania pelo método de ELISA como: presenca de
aves no imovel (p=0,72), presenca de jumentos e cavalos no imoével (p=0,71),
presenca de arvores em torno do imovel (p=0,15), presenca de porcos nas
vizinhancgas (p=0,27), presenca de gatos na vizinhanca (p=0,76), presenca de mais
de um cao no imovel (p=0,19) e condicdo do imdvel, se borrifado ou ndo no ultimo

ano (p=0,67), ndo apresentaram efeito na infec¢cdo canina por L. chagasi.

Uma variavel ambiental relevante analisada como: tipo de vegetacdo em
torno do imével, mostrou associacdo significativa com a infec¢do canina, AasL p =
0,00. O maior percentual (46,15%) dos cées infectados foi encontrado onde a

vegetacdo em torno do imovel era do tipo arbustiva/frutifera.
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5.6 ESTUDO OBSERVACIONAL LONGITUDINAL COM COORTE FIXA DA
POPULACAO CANINA
Para estudo de coorte da populacdo canina, foram reexaminados um
subgrupo de 177 caes, 51,2% apds 6 (seis) meses do arrolamento inicial. No
seguimento, nenhum animal apresentou positividade pela presenca de anticorpos
antileishmania (AasL), acrescida da proteina recombinante k39. No entanto, na
pesquisa de AasL sem a proteina rK39, 52 caes apresentaram positividade para L.
chagasi. Um achado relevante encontrado no seguimento foi que, do total de 177
animais, 39 apresentaram perda de anticorpos seis meses ap0s 0 primeiro exame.
Do mesmo total, 15 animais mantiveram-se positivos quanto a presenca de AasL.
Contudo, um grupo de 37 animais apresentou soroconversao, isto &, no primeiro
exame nao apresentaram presenca de anticorpos antileishmania (AasL), no segundo
exame, seis meses apods, apresentaram-se positivos quanto a presenca de AasL
Tabela 14 - Comparacdo da presenca de anticorpos antileishmania (AasL),

no seguimento da populacdo canina, nos dois momentos da pesquisa (M1 e
M2).

AasL
M2
AasL Negativo Positivo Total
M1 n (%) n (%) n (%)
Negativo n (%) 86 (69,9) 37 (30,08) 123(69,5)
Positivo n (%) 39 (72,2) 15 (28,8) 54(30,5)
Total n (%) 125(70,62) 52(29,38) 177(100,0)

Qui-quadrado p= 10,75
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5.7 AGREGACAO ESPACIAL DA INFECCAO HUMANA E CANINA

Os estudos de agregacdo espacial, considerando o conjunto de infeccéo
humana e canina, foram realizados apenas para a area urbana e rural, considerando
que elas sdo continuas e contiguas. A figura 10 mostra em mapa de contornos de
linhas, a presenca de AasL na populacdo canina sobreposto a um mapa de predicéo,
em manchas, da presenc¢a de AasL na populacdo humana das areas 2 (areas 2 e 3)

do estudo.

O mapa de contorno traca em linhas escuras alta probabilidade de se
encontrar cdes com AasL acima da média e em linhas claras baixa probabilidade,
enquanto 0 mapa com manchas escuras mostra maior predicdo da presenca de
AasL na populagdo humana. Uma analise deste mapa mostra a existéncia de linhas
claras préximas as manchas claras e linhas escuras proximas as manchas escuras,
caracterizando uma autocorrelacdo espacial local entre as infeccbes canina e
humana (ver canto inferior direito, por exemplo). E importante lembrar que muitas
vezes a correlacdo global analisada em grande escala € mascarada pela existéncia

de dependéncia espacial e variagao de intensidade.

N&o foi observada globalmente correlagdo entre a infeccdo humana e canina,
considerando a presenca de anticorpos anti-Leishmania, r=0,008 e p=0,91,
respectivamente. O resultado da comparacdo entre a presenca de anticorpos
antileishmania em humanos e a utilizacdo da proteina recombinante rK39 em caes
também ndo mostrou correlacédo, r=0,03 p=0,67, como também néo foi observada
correlacdo entre DTH em humanos e presenca de AasL nos caes, r=0,03 p=0,62,
respectivamente. A figura 7 mostra a dispersao da infec¢cdo pela presenca de AasL

humano e canino.
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Figura 7 - Dispersao da infeccdo canina comparada com a
infeccdo humana de acordo com a presenca de Anticorpos
antileishmania (AasL).

A correlacdo entre a presenca de anticorpos antileishméania em céaes e em
humanos mostrou-se negativa quando analisada a area como um todo. Contudo,
quando a area foi dividida em sub-regides poligonais (clusters), a correlacdo €
perceptivel. A figura 8 mostra uma correlagédo positiva entre o resultado médio da
presenca de anticorpos antileishmania (AasL) relativo para cédes e a presenca de

AasL em humanos em sub-regifes poligonais (r=0,79, p=0,01), excluidos os dois

altimos pontos a direita).
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Figura 8 - Correlacdo entre a infeccdo humana e canina, de acordo com a presenca
de anticorpos anti-Leishmania (AasL),considerando as sub-regides poligonais.
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A andlise mostrada na figura 9 esboca uma correlacdo positiva (r=0,41),
embora ndo significativa (p=0,206) entre a resposta ao teste de Montenegro humano
e a presenca de AasL em cées. Esse fato pode ser decorrente das diferencas

temporais entre os dois fenbmenos no que diz respeito as respostas imunolégicas.
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Figura 9 Correlacdo da infeccdo humana por L. chagasi pela
reacdo ao teste de Montenegro (TM), com a infeccdo canina,
considerando a presenca de anticorpos antileishmania (AasL).
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Figura 10 — Probabilidade e predicdo da infeccdo humana e
canina por L. chagasi concomitante, de acordo com o mapa de
contornos sobreposto ao de superficie, considerando a presenca
de anticorpos antileishmania (AasL).
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A figura 11 mostra em superficie 0 mapa de predicdo da infeccdo canina
através da presenca de anticorpos antileishmania e em contorno a probabilidade de
infeccdo medida por rK39. Os contornos escuros indicam alta probabilidade de caes

infectados detectados pela proteina rkK39.
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Figura 11. Probabilidade e predicdo da infeccéo canina por L.
chagasi, de acordo com o mapa de contornos sobreposto ao
de superficie, considerando a presenca de anticorpos
antileishmania (AasL) e a proteina recombinante rK39.

Observa-se, na figura acima, nas areas com manchas mais escuras e com
contorno mais forte, maior probalidade de se encontrar cades sororreagentes pela

presenca de anticorpos antileishmania (AasL) e da proteina recombinante K39 .

A figura 12 mostra na superficie de manchas, a predicdo da presenca de
anticorpos antileishmania na populacdo humana, e no contorno, as probabilidades
de individuos infectados por L. chagasi detectados pelo Teste de Montenegro com

enduracdes acima de 5 mm.
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Figura 12 - Probabilidade e predicdo da infeccdo humana
por L. chagasi, considerando a presenca de anticorpos
antileishmania (AasL) e a reacéo ao Teste de Montenegro.

Observa-se na figura acima, nas areas mais escuras € com contornos mais
fortes, maior probabilidade de se encontrar individuos com resposta imunologica

tanto pela reacdo ao TM quanto pela presenca de anticorpos antileishmania (AasL).
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5.8 AVALIACAO DA DISTRIBUICAO DA FAUNA DE 'FLEBOTOMI'NEOS E A
DENSIDADE DO VETOR LU. LONGIPALPIS, NAS TRES AREAS DO ESTUDO

Foram capturados 254 exemplares de flebotomineos das espécies: Lu
longipalpis, Lu lenti e Lu evandroi, porém L. longipalpis foi a espécie predominante,
representando 49,3% do total dos coletados. A tabela 15 mostra as espécies

coletadas, de acordo com cada area de estudo.

Tabela 15 — Espécies de flebotomineos coletados por area de estudo no periodo de
dezembro de 2004 a julho de 2007.

Localidades
Espécies Total
Rural Peri urbana Urbana n (%)
Lu. longipalpis 122 1 0 123 (48,6)
Lu. lenti 67 5 0 72 (28,4)
Lu. evandroi 56 2 0 58 (22,9)
TOTAL 245 8 0 253 (100)

Foram coletados 245 espécimes de flebotomineos em Passagem de Areia,
area rural. Nessa area foi encontrado o maior nimero de Lu longipalpis, sendo 117
machos e 8 fémeas, seguido de Lu lenti, sendo 47 machos e 18 fémeas. Por ultimo,
foram capturados 44 machos e 8 fémeas da espécie Lu evandroi. Na area
periurbana, foi encontrado Lu longipalpis apenas no més de abril de 2006. Na area

urbana nao foi encontrada nenhuma espécie de flebotomineo no periodo estudado.

Conforme pode ser visto na figura 13, os meses de dezembro de 2004 a maio
de 2005, dezembro de 2005 a janeiro de 2006, abril de 2006 a maio de 2006,
dezembro de 2006 e julho de 2007 sdo os meses em que foram observadas

infestacdes peridomiciliares na érea rural.
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Figura 13 — Percentual de positividade por espécie de flebotomineos capturados na
localidade de Passagem de Areia, nos meses de dez/2004 a jul/2007.

A figura 14 mostra a comparacao da infestacdo encontrada por Lu longipalpis

e os fatores climaticos como: umidade relativa do ar, temperatura e precipitacao

pluviométrica.
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Figura 14 - Infestacdo por Lu. longipalpis e fatores climéaticos em Parnamirim

nos mese de dez/2004 a jul/2007.

Observou-se que fatores climaticos,

como: umidade

relativa do ar,

temperatura e precipitacdo pluviométrica, ndo interferiu na auséncia ou presenca do



65

vetor Lu longipalpis na ocorréncia dos casos humanos no municipio como mostra a

figura 15.
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Figura 15 - Infestacdo por Lu. longipalpis, precipitacdo pluviométrica e casos

humanos de leishmaniose visceral ocorridos em Parnamirim no periodo de janeiro de
2004 a julho de 2007.
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6 DISCUSSAO

6.1 LEISHMANIOSE VISCERAL HUMANA EM PARNAMIRIM

O Estado do Rio Grande do Norte, semelhante aos demais estados do Brasil,
tornou-se urbano nos ultimos 30 anos. Atualmente, apresenta 70% de sua populagéo
residente em areas urbanas. Esse processo de redistribuicdo populacional resultou
em massiva ocupacao de cidades que apresentavam atrativos de trabalho,
principalmente Natal e demais cidades localizadas na area perimetropolitana. Como
consequéncia deste padrdo de ocupacdo, muitas vezes sem infra-estrutura
adequada, ocorreu a emergéncia e a reemergéncia de antigas endemias, incluindo a
leishmaniose visceral.

O Municipio de Parnamirim é um exemplo caracteristico desse crescimento
desorganizado, tendo em vista estar localizado na regido metropolitana do Rio
Grande do Norte e notificou, no periodo de 1990 a 2006, 224 casos humanos de
leishmaniose visceral. Ao longo desse periodo, ocorreram dois picos de maior
notificacdo de casos com intervalo de 7 anos. A partir do ano 2001, a ocorréncia de
casos de leishmaniose visceral passou por um visivel decréscimo. Esse aspecto
ciclico do municipio estudado € semelhante as demais regides do Nordeste e do
Brasil.

Trabalhos realizados no Ceara ®® e no Piaui ®® em 1974 e 1990,
respectivamente, ja demonstravam uma tendéncia a presenca de ciclos epidémicos
de leishmaniose visceral. Trabalho realizado na india ®” mostra que a justificativa
para existéncia de ciclos poderia estar relacionada a fatores ambientais, macro
influenciadores na persisténcia do vetor, e/ou poderia estar relacionado a perda da

imunidade da populacdo exposta. Essa possibilidade poderia explicar o aumento
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meédio de idade ocorrido durante a epidemia do inicio dos anos 1990, apds um
periodo em que a LV tinha sido cuidadosamente controlada na india, resultando em
populacao infantii menos exposta, mas também resultando numa populacdo com
idade média alta mais susceptivel a desenvolver LV.

As trés areas estudadas em Parnamirim contribuiram com um terco do total de
casos de LV relatados para o municipio, no periodo de 1990 a 2006. Essas areas
estdo passando por fortes transformacdes em suas caracteristicas originais, com
mudancas importantes na infra-estrutura. A populacdo possui baixa condicdo
socioeconbmica, com um padrdao de moradia carente de infra-estrutura sanitéria,
mantendo, ainda, animais domésticos (caes, galinhas, cavalos, etc) e seus abrigos
proximos as suas residéncias. Esse comportamento contribui de forma efetiva para a
manutencdo dos provaveis criadouros do vetor Lu longipalpis, concorrendo para a
manutencdo do ciclo biolégico e evolutivo do vetor e, consegientemente, da
Leishmania. Esse perfil € corroborado por pesquisas ja realizadas no Estado do Rio
Grande do Norte @),

A reacao ao teste de hipersensibilidade retardada a antigenos de Leishmania,
o teste de Montenegro, indica que nas areas do estudo a exposi¢ao dos individuos a
Leishmania tem sido provavelmente continua nos ultimos anos, enquanto a presenca
de AasL nos individuos arrolados mostra que esta exposicdo € constante e
continua.

A relagéo inversa da resposta imunologica dos individuos arrolados no estudo
(AasL x TM) também é corroborada por achados anteriores demonstrada para
individuos com LV, mas esse achado demonstra a importancia da presenca de
anticorpos como provavel modulador da resposta imune celular. Provavelmente, por

interferir nos niveis de IL-10, conforme anteriormente mostrado (89),
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Outros relatos (90) ja descreveram a ocorréncia de casos assintomaticos de
infeccdo por L. donovani, no Kénia, Brasil e india. Pessoas com LV sintomatica
apresentam capacidade de infectar flebotomineos 2, porém os individuos
assintomaticos com reacdo de Montenegro positiva ndo apresentaram esta mesma
capacidade.

Neste estudo nenhum dos individuos arrolados apresentava sintomas ou
sinais clinicos de leishmaniose visceral. No entanto, pesquisadores % %) afirmam
que € necessario demonstrar a inexisténcia de Leishmania no sangue periférico para
confirmar a capacidade de infectar ou néo flebotomineos, como ja descrito em outros
trabalhos. Os achados deste estudo indicam a deteccéo de individuos infectados na
area urbana de Parnamirim, demonstrando que, apesar do processo de implantacao
de infra-estrutura, ainda ha deficiéncias que permitem a continuidade de situacdes
favoraveis para manutencdo do ciclo biolégico da Leishmania. Esse achado neste
estudo é confirmado pelo maior percentual de individuos com presenca de AasL em
areas de alta densidade populacional.

O maior numero de individuos positivos ao TM na faixa etaria superior a 30
anos mostra o efeito cumulativo da infecgdo. A maior infeccdo encontrada nessa
faixa etaria difere dos resultados encontrados na india ©®%®Y. Também se deve
considerar que a maior positividade na reacdo ao teste de Montenegro nos
individuos do sexo masculino difere dos resultados encontrados em Minas Gerais
2 Porém, em um estudo realizado no Kenya (92), ndo foi observada associacao da
infeccdo por L. chagasi com o sexo dos individuos. No entanto, outros achados ¥,
mostram que a infeccdo ativa por Leishmania esta relacionada com o0 sexo

masculino.
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Outros estudos indicam que os individuos do sexo masculino estdo sempre
mais expostos a infeccéo, devido as atividades laborais. No entanto, a demonstracao
que a infeccdo determinada pela presenca de anticorpos antileishmania €
semelhante entre os sexos, indica igual exposicdo entre os dois grupos. Porém, a
diferenca entre os resultados da resposta ao TM pode indicar que algum fator como
a resposta inata poderia estar alterando o tipo de resposta imune apresentada pelos
individuos do sexo feminino. Este achado é relevante e precisa ser mais bem
documentado do ponto de vista imunoldégico.

Estudos realizados em Minas Gerais ®® mostram que o conhecimento dos
habitos alimentares de algumas espécies de flebotomineos tem contribuido para a
compreensao da epidemiologia das leishmanioses. Este estudo infere a Lu
longipalpis como uma espécie oportunista que se alimenta de varias espécies de
vertebrados. Outros estudos ®, apontam que as aves (galindceos) sdo potenciais
atrativos alimentares para os flebotomineos, o que implica que a proximidade e a
convivéncia com as aves aumentam as possibilidades de infeccdo por Leishmania.
Entretanto, neste estudo essa tese néo foi confirmada, tendo em vista que se
encontrou grandes percentuais de individuos com presenca de AasL na auséncia de
aves no imovel ou nas vizinhangas.

Além das aves, também se investigou 0s animais comumente encontrados em
convivio com os homens, como caes, gatos, jumentos e cavalos, nos imoveis
arrolados no estudo e nas vizinhangas. Nenhuma associacao foi encontrada com a
infeccdo humana. No entanto, foi observado que as condi¢bes ideais para a
proliferacdo de larvas e adultos de flebotomineos, como umidade do solo em torno
do imével decorrente das efluéncias domésticas e oferta de material orgéanico

produzido pelas plantas frutiferas, apresentaram associacdo significativa com a
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infeccdo humana. Isso implica que o vetor estd presente no peridomicilio onde
provavelmente ocorre a infeccdo humana.

E provavel que a umidade encontrada nos imoveis com piso de terra/barro e
parede de barro/taipa ofereca condicbes favoraveis para o desenvolvimento das
larvas de flebotomineos. Esse estudo mostrou que 100% dos iméveis com este tipo
de piso e parede apresentaram individuos com reacéo de Montenegro positiva.

Estudos descrevem que as leishmanioses estao estritamente relacionadas a
segmentos de populacdo em situacdo de pobreza ‘®. Assim sendo, os achados aqui
descritos corroboram com essa opinido, e pode-se inferir que apesar de a populacéao
das areas endémicas estarem no mesmo nivel de exposi¢cdo, o segmento com baixa
renda per capta e condicbes de moradia favoraveis a proliferacdo do vetor
apresentam maior susceptibilidade de desenvolver leishmaniose.

No Brasil, desde os estudos realizados em Sobral/CE ©®¥ que o cdo vem
sendo incriminado como o reservatorio mais importante da L. chagasi em ambiente
antrépico. Recentemente, vem sendo observado seu status como principal
reservatério do parasita em varias cidades brasileiras, como em Natal/RN ©%),
Teresina/Pl ™, Sao Luis/MA ©® em Belo Horizonte/MG ©?, como também em
Aracatuba/SP ©7.

Outros estudos mostram que em areas rurais, a infeccdo canina por L.
chagasi esta mais associada a ocupacédo do cédo do que ao local de moradia Cées
gue sao usados como ferramenta de trabalho apresentaram maior probabilidade de
infeccdo do que cdes de companhia ®®. No estudo realizado em Parnamirim, todos
os cées arrolados foram classificados como caes de guarda ou de companhia, tendo

em vista o perfil da populagdo humana das &areas da pesquisa. Nesses caes,
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observou-se associagao significativa da infeccdo por L. chagasi com a raca do
animal e ndo com a forma como ele é mantido.

Os cées que sdo mantidos presos no quintal e dormem no peridomicilio
supde-se que apresentem mais oportunidade de contato com o inseto vetor, o que
aumenta a probabilidade de infeccdo. Porém, neste estudo essa associacdo nao foi
significativa. No entanto, a associacdo da infeccdo com a raca do animal foi
significativa, mostrando que nos caes de raca nao definida - RND (mesti¢cos ou vira-
latas) foram encontrados maiores niveis de infeccdo. Essa associacdo pode ser
justificada pelo tamanho da populacdo de cades de RND, como também pelo poder
aquisitivo da populacéo estudada, que ndo permite aquisicdo e manutencéo de caes
de raca com pedigree.

Em pesquisa realizada em Montes Claros/MG ©°, foi observado maior
infectividade por L. chagasi em caes das racas Boxer e Cocker. De acordo com
descricdo de estudos realizados na Franca, Portugal e Grécia ‘), as racas Pastor
Aleméo, Boxer e Dobermann apresentaram altas prevaléncia de infeccao por
Leishmania. Esses achados comparados com os resultados deste estudo levam a
refletir que a raca do céo nao lhe confere nenhum fator de protecéo a infeccao por L.
chagasi por fator genético, mas fatores imunolégicos e nutricionais podem reduzir ou
aumentar a susceptibilidade do animal ao parasita.

Em relacdo ao vetor da LV, pesquisadores atestam que o vetor Lu. longipalpis
possui preferéncia alimentar de sangue canino de acordo com o porte do animal
(100101 "Em parte, os achados expostos aqui discordam desses estudos, tendo em
vista que foi observada associacao significativa da infec¢cdo por L. chagasi apenas
em animais de porte médio. Pode-se justificar esse achado considerando a

associacao da infeccdo nos caes de RND, os quais na maioria sdo de porte médio.
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Considerando a sintomatologia classica de leishmaniose visceral canina,
apenas 3,5% apresentaram um sinal clinico de LV. Tendo em vista a cronicidade da
leishmaniose visceral nas areas do estudo e o fato de todos os animais terem sido
examinados por médico veterinario, esperava-se uma associacao significativa dos
cées infectados e a sintomatologia da LVC.

Estudos mostraram que o0s caes assintomaticos sao potenciais reservatorios
de Leishmania %, No entanto, os sinais clinicos mais freqliientes nos caes
arrolados neste estudo sdo semelhantes aos encontrados em estudos realizados em
outras regibes endémicas como: onicogrifose, lesdes cutaneas, perda de pélo e
emagrecimento ©®9. Esses achados confirmam o papel dos cdes assintomaticos na
manutenc¢ao e circulacao da Leishmania.

A sorologia canina para detec¢cdo de L. chagasi realizada pelo servico de
saude publica era feito pela metodologia de RIFI. A taxa de infeccdo apresentada
sempre foi muito baixa quando comparada com a ocorréncia de casos humanos e a
presenca do vetor Lu. longipalpis. Neste estudo, comparou-se trés métodos
diagnosticos (RIFI, rK39 e AasL). As discrepancias de resultados encontradas entre
RIFI e os demais métodos possibiltaram desconsiderar, a analise por RIFI.

O cao é considerado o principal reservatério da L. chagasi, porém, em
estudos realizados na Europa “®, outros animais também foram identificados como
reservatorio. Neste estudo encontrou-se a associacdo da presenca de jumentos e
cavalos em torno dos imdéveis arrolados no estudo com a infeccdo canina. Esse
achado demonstra que outros mamiferos podem estar envolvidos na manutencao da
Leishmania no micro ambiente, mesmo nas areas urbanas. Outro achado deste
estudo que confirma a circulagéo da Leishmania entre os animais € a associacao da

infeccdo humana com a presenca de cdes nas vizinhancas.
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Em estudo realizado na Amazdnia ®°®, foi mostrado que anticorpos anti-
leishmania diminuem em animais sororreagentes que previamente apresentavam
altos titulos de anticorpos. Esses achados indicam, potencialmente, a capacidade de
resisténcia de caes a desenvolverem forma sintomatica da LV. Neste estudo também
foi mostrado que caes saudaveis soroconvertem rapidamente quando colocados em
area endémica. No estudo realizado em Parnamirim, foi observado que um terco dos
cées soroconverteram num periodo de 6 (seis) meses, mostrando o alto grau de
exposicao nas areas, apesar de essas areas serem de transicao.

A LV canina por L. chagasi tende a preceder a LV humana, mas ndo esta
muito clara a interagdo das infec¢cdes por Leishmania no homem e em cées
residentes em area endémica. Estudos mostram que a infec¢cdo canina por L.
chagasi é determinante da infeccdo humana ©9, estando positivamente a ela
correlacionada.

Neste estudo ndo se observou esta correlacdo, quando os dados de infecgcao
entre cdes e humanos foram comparados sem levar em consideragdo a area de
exposicado. No entanto, ao se considerar as amostras em conglomerados espaciais
poligonais, observou-se que a infeccdo de cdes esta positivamente correlacionada
com a infeccdo em humanos. Esse dado indica que a interacdo da resposta a
exposicao por L. chagasi de caes e humanos é dependente da regido. Isso pode ser
explicado pelo fato de que varios fatores ambientais podem afetar a resposta a
infeccdo. Também seria razoavel imaginar que a comparacao de infeccdo de L.
chagasi, entre humanos e cées de diferentes areas, apresente relacdes positivas de
forma padronizada. Esse entendimento mostra a necessidade de programar acdes

de prevencao e controle da LV de forma territorializada.
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O conhecimento de aspectos da bioecologia de Lu. longipalpis em areas
endémicas de leishmaniose visceral € importante para o desenvolvimento de novas
estratégias de controle. Estudos mostram que o vetor Lu. longipalpis tem se
adaptado a diferentes ambientes, como areas urbanas de altas densidades
populacionais e areas periurbanas “?. Outros achados, afirmam que a presenca de
Lu. longipalpis proxima as habitacdes humanas, estabelece o ciclo doméstico da
leishmaniose visceral, em que o cdo doméstico possui papel fundamental na
transmiss&o como principal reservatério ©.

As condicdes de transmissdo da leishmaniose visceral em Parnamirim
seguem o mesmo padrdo de outras areas da regido Nordeste, com clima do tipo
tropical iamido, com chuvas de fevereiro a setembro, sendo os maiores indices
pluviométricos no més de junho. A umidade relativa do ar estd sempre acima de
60%. Pequisas mostram que, esses fatores favorecem o desenvolvimento das larvas
de flebotomineos ©©.

Para o padrao de pobreza da regido Nordeste, as areas pesquisadas em
Parnamirim ndo podem ser classificadas como de extrema pobreza. Apesar de essas
areas estarem localizadas na periferia da regido metropolitana e a populagédo ser
predominantemente de baixa renda, os domicilios possuem abastecimento de agua
continuo e condi¢cbes sanitarias razoaveis. No entanto, a transmissao de L. chagasi
humana e canina foi constante, mesmo no periodo em que nao foi observada a
presenca de Lu. longipalpis.

Nos inquéritos flebotominicos realizados em periodos anteriores aos deste
estudo, o vetor Lu. longipalpis sempre foi encontrado em abundéancia em toda area

metropolitana do Estado. Porém, durante 0 monitoramento sistematico no periodo da
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pesquisa, essa espécie se fez presente apenas na area rural, e em apenas um mes,
na area periurbana.

Durante o periodo de 2 anos, nenhum espécime foi coletado na area urbana.
Esse padrdo de comportamento ndo fortalece a triade epidemioldgica da
transmissdo da leishmaniose visceral (vetor-cdo-homem) ja descrito ©2. Muitos
autores 919419 afirmam que Lu. longipalpis trata-se de um complexo de espécies
com variacoes de abundancia, periodos de auséncias, preferéncias por hospedeiros
e comportamento endofagico, o0 que poderia justificar o comportamento encontrado
neste estudo. Porém, os mesmos autores afirmam que essa espécie possui como
caracteristica principal a capacidade de se adaptar em ambientes peridomésticos,
principalmente na presenca de animais domeésticos e seu abrigos.

Em trabalho realizado no Maranhdo foi observado que as galinhas séo
atrativos alimentares para Lu. Longipalpis ®®Y. Porém, ressaltaram que essas aves
sdo importantes a medida que permitem a domiciliacdo do vetor. J& outros
resultados obtidos na Colémbia *°® apontaram o gado como hospedeiro preferencial
da hematofagia de Lu. longipalpis. No entanto, outros pesquisadores, afirmaram que
a preferéncia de Lu. longipalpis por seres humanos estaria ligada ao aumento da
densidade do vetor, que ocasionalmente entraria na casa em busca de alimento,
encontrando nesse ambiente a fonte alimentar no homem e nos caes “%V.

Nas areas do estudo, foi avaliada a presenca de animais domésticos (céo,
galinha, gato, porco, cavalo e jumento) nos imoOveis cadastrados e vizinhancgas.
Desses hospedeiros, o cado, cavalo e jumentos, na vizinhanca, apresentaram
associagdo com a infeccdo canina. Assim sendo, pode-se envolver esses
reservatorios com o comportamento do vetor Lu. longipalpis e consequiente infeccao

por L. chagasi.
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Dos espécimes de Lu. longipalpis coletados, a predominancia do genéro
masculino foi de 94%. De acordo com achados encontrados na Amazénia Y e
confirmados por outros pesquisadores ®® a maior abundancia de machos ocorre
quando existe colonizacdo de um abrigo animal. Outro estudo mostra que a forca de
agregacdo de machos e fémeas ocorre em parte devido ao feroménio dos machos, e
essa forca parece ser maior que a presenca do hospedeiro GV,

Os resultados das coletas mensais do estudo mostraram evidente
diferenciacdo no comportamento de L. longipalpis nos anos 2005 a 2006. A
infestacdo e densidade vetorial ndo acompanharam as variaveis climaticas ja

descritas como condicionantes para a presenca do vetor da leishmaniose visceral %

107 108) * Assim, considerou-se que neste estudo a populacdo de flebotomineos

apresentou um comportamento diferente do esperado.



77

7 CONCLUSOES
1. A taxa de infeccdo humana e canina por Leishmania chagasi encontrada foi
elevada;

2. A prevaléncia da infec¢do canina por L. chagasi ndo mostrou associagdo com

a area de residéncia dos animais;

3. Foi observada maior prevaléncia da infecdo humana por L. chagasi em area

urbana de alta densidade populacional;

4. A soroconversao canina observada no periodo de 6 meses foi elevada (30%)

nos caes, sem presenca de sintomas;

5. A resolucado da infeccdo por Leishmania (perda de anticorpos) na populacéo

canina foi elevada (22%);
6. A vegetacao do tipo frutifera esta associada com a infeccdo humana e canina;

7. O tempo de residéncia da familia em um determinado imovel promove efeito

na infecgao canina;

8. A presenca de cdes na vizinhanga esta associada com a infeccdo canina por
L. chagasi;

9. A presenca de jumentos e cavalos na vizinhanca estad associada e causa

efeito na infecg&o canina por L. chagasi;

10. O mapeamento espacial de predicéo e probabilidade mostrou que a infecgéo

humana esta relacionada com a infeccéo canina apenas de forma pontual.

11. A populacéo de flebotomineos apresentou um comportamento atipico (ndo

esperado) durante o periodo do estudo;

12. As caracteristicas socioambientais mostram que a leishmaniose visceral é

determinante de pobreza;
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLAR ECIDO

Universidade Federal do Rio Grande do Norte
Centro de Biociéncias
Departamento de Bioguimica
Laboratdrio de Imunogenética

TITULO DO PROJETO: Impacto das Medidas de Intervengdo Para o Controle da
Leishmaniose Visceral.

Pesquisadores: Iraci Duarte de Lima, Selma M.B. Jer onimo, Hénio Godeiro
Lacerda, Paula Vivianne’, Nubia Pontes, Bruna Lima,  Sérgio Araujo

Esta pesquisa tem como objetivo avaliar e medir o impacto das medidas de
intervencdo adotadas no controle do calazar. Sua casa foi selecionada por estar
localizada em area onde ocorreu casos de calazar no passado. Pretendemos coletar
0S mosquitos através de armadilhas. Estas armadilhas serdo colocadas em
diferentes pontos de sua residéncia. Iremos coloca-las a noite e coleta-las pela
manha. Iremos examinar 0s cdes presentes na sua residéncia, como também
solicitamos permissdo para examinar vocé e 0s membros da sua familia.
Precisaremos coletar uma pequena amostra de sangue de vocés e de seu cao
(aproximadamente 5 ml), além de realizar um teste de pele. Este ultimo teste € para
avaliar a infecéo por leishmania.

Se vocé concordar em participar deste estudo, sua familia e seu imovel serdo
considerados como participantes durante 12 meses, o tempo de duragdo desse
projeto. Sua participacdo apos a entrevista inicial e a concordancia em participar do
estudo. Pedimos permissdo para visitar sua casa para captura de fleb6tomos
mensalmente por 4 dias consecutivos, borrifar as paredes do imovel a cada quatro
meses e coletar sangue dos cées e dos moradores da casa.

Os riscos associados a participacao neste estudo sdo minimos, além do mais,
teremos todo cuidado com os procedimentos que realizaremos, para que nao tragam
nenhum dano ou desconforto aos moradores da casa. Todos os dados que
obtivermos serdo guardados e manipulados em sigilo. N6és assumimos o
compromisso de nado disponibilizar esses dados para terceiros. As informacoes
colhidas referentes ao local onde vocé mora sera usada para determinar os riscos de
transmissdo da Leishmaniose Visceral, pela presenca ou nédo do inseto transmissor
ou de céo infectado com o germe da doenca. A posicao precisa de sua residéncia
nao ira aparecer em qualquer publicacdo que venhamos a apresentar.

Os beneficios em participar desta pesquisa sdo decorrentes da identificacao
do risco do imovel estar infestado pelo transmissor da Leishmaniose Visceral; como
também, identificarmos se o (s) céo (es) da casa esta(do) doente(s) com. Quanto a
borrifacdo da casa, esta evitara ndo s6 o transmissor da doenca como também de
outros insetos transmissores de doencgas. Os dados coletados auxiliardo a Secretaria
Municipal de Saude a monitorar e controlar de forma otimizada a ocorréncia dos
casos humanos de LV. O registro de sua participacao nesse estudo sera mantido em
sigilo. Guardaremos as informacOes de cada pessoa e de cada imével, em sala
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trancada, e somente a pesquisadora ou sua orientadora Dra. Selma Maria B.
Jerbnimo terdo acesso a essas informagfes. Cada individuo e residéncia que
participar da pesquisa recebera um namero que sera utilizado para identificacdo. Se
qualguer relatério ou publicacdo resultar deste trabalho, a identificagdo dos
moradores e do imovel sera preservada.

Se houver algum dano decorrente desse estudo ou devido a negligéncia da
equipe envolvida na pesquisa ou do préprio pesquisador, tratamento meédico sera
fornecido sem o6nus. Se houver problemas médicos ndo relacionados aos
procedimentos da pesquisa, o proprio individuo sera responsavel. No entanto, o
pesquisador tentard contribuir para a solu¢cdo do problema. A UFRN né&o fornecera
compensacdo se o0 dano nao for decorrente dos procedimentos realizados no
decorrer da pesquisa.

Toda participacéo € voluntaria. Nao ha penalidade para alguém que decida
nao participar desta pesquisa. Ninguém também serd penalizado se decidir desistir
de participar do estudo, em qualquer época.

Estimulamos que facam pergunta a respeito da pesquisa. Se houver alguma
pergunta, contate: Iraci Duarte (84 — 9921-5478) ou Dra. Selma Jerénimo (84 —
3215-3428) no Departamento de Bioquimica da UFRN.

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 Saude, Brasilia).

CONSENTIMENTO PARA PARTICIPACAO:

Eu estou de acordo com a participagdo no estudo descrito acima, me
submetendo e também autorizando a participacdo de meus filhos menores. Eu fui
devidamente esclarecido quanto aos objetivos da pesquisa, aos procedimentos que
serei submetido e os possiveis riscos envolvidos na minha participacao.

O pesquisador me garantiu disponibilizar qualquer esclarecimento adicional
que eu venha a solicitar durante o curso da pesquisa e o direito de desistir da
participagdo em qualguer momento, sem que a minha desisténcia implique em
qualquer prejuizo a minha pessoa ou minha familia.

A minha participacdo ou a participagdo do(s) meu(s) filho(s) menor(es) na
pesquisa € voluntaria, e ndo implicard em custos ou prejuizos adicionais, sejam
€SSes custos ou prejuizos de carater econdmico, social, psicoldgico ou moral, sendo
garantido o anonimato e o sigilo dos dados referentes a minha identificacdo ou a
identificagdo de minha casa.

Impresséo digital para aqueles impossibilitados de escreverem seu nome

Nome (letra de forma) Assinatura Data




80

COMPROMISSO DO INVESTIGADOR:

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

Pesquisador responsavel



APENDICE B - QUESTIONARIO APLICADO NOS IMOVE
ESTUDO
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IS ARRO LADOS NO

QUESTIONARIO

IDENTIFICAGAD

Cadigo I:-:-:'::Iena-: AS:
Mome do morador: IN‘: ordem Farmifia n®
Rua: Sairre/locatdade:
Seferéncia: Munizipic:

CARACTERISTICAS DO DOMICILIO E DA AREA
Area: [ 1. Urbana [ 2. Per urana 1 3. Rural
Densidade pogpulacional: [] 1.AHa [] 2. Media [1 2. Baixa

Qwal a renda do grupo familiar?
[13. Deis salarios minimos

[ 1. Infericr a um salario minimo

[14. Acima de trés salarios mimimos

[] 2. Um salario minima

Feriodo que o grupo familiar reside no local;

M de residentes:

Tipo de wegetagSo da localidade:
Aspecto do solo da localidade:
Fresenga no imaovel de: L_11. Gestante

12 Recen nascido

[]a. Doente grave [H.Acamado [C_E. &iérgico a inseticida
Tipo de parede do iméwel: [ 1. thalo of rebouco 12 Thiolo sf rebouco
[ ] 3 Barrciiaips [1 4. ceramica [ 1 5§ Cuiro
Tipo de piso do imowvel: [ ]i. Terratbare [ 2 Tiole [ 13 Cerdmica [ 4. Cutro
Destine da agua servida & dejetos: 1 1. Sistema d= esgotos []2. fossa pd banhero
[13. Céu sbero 4. Fossa pl agus sevida 15 Cuiro
Fossui Sgua encanada? C_1 1. Sim C_12 Mio
Ewiste emposaments de 3gua na rus cu guingal? ] 1 Sempre T2 Saramente T3 Muncs
& rud & pavimentada’? C1 i Sim L1 2 Mac
Com que fre-:den-cia o carmo da urbana coleta liwo 2m sua rus'-? [J1.Mao coleta
[12. Uma vez por semana [13. 2 wezes por semana 4. Ouira

Se respondeu 1 acima) Qual o destine do fxo? L_I1.Terreno baldo [ 2.Entera
3. Queima [ . maniem o ligo no guintal [ ] §. Cutro
Existem aniores a um raic de 10 metros em fomo da casa? L_I11.Mac 12 Poucas
3. Muitas
Maniém abrigos de animais domésiicos em torno da casa® (pods marcar mais de wm)
[ 11 . Menhum A2 cdes 3= Gatos [J4. Aves [ 5. Porcos
[ 12 . Jumento/Cavalos 7 Cutres
Existe animas nas casas vizinhas? 1. Menhum CJ2c82: [CJ3. Gatwos

4. Aves [] 5 Forcos 18 JumenioiCavalos 7 Cutres
O movel possul cac? L1 1. Sim L1 2 MNac

(Se respondeu 1 acima) Quantos cies?
Qual'Cuais a {as) ragals)?
Giual o nome dois) cioles)

Como ofos) animal{ais) & (sdo) m[_11. Preso [ 2 Se#lc [CJ3.Presc so durante o dia
4. Dutros

O im&wel = foi bomifado? 1. Sim 12 Mac

Se sm a guanto fempo?

[Ciata da apicagao: Pesquisador:

HO CASC DE MAIS DE UM CAD

NOME DO CAD CODIGD DE BARRA DATA DA COLETA
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APENDICE C - Cadastro dos humanos das areas do estu

Municipio:

Localidade:

Zona: Urbana
Periurbana
Rural

N° de Ordem

QT

Casa

Rua

Cod.

Nome

Idade

Sexo

NO
Registro




. e Exames Resultados
Sintomas especificos para LV realizados dos exames
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Ne de o |3 of ©
ordem| ¢ | & | ©| ® S| o = T 2 T
s| | o|8|cl2E =2 = = =
[<5) ho} +— E O (@] o
L 8 | s|&| 288 o = S =
R s @ ®
o S_) O

Data da
coleta do
sangue

Data da
leitura do
DTH

Responsavelpela
coleta do material
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APENDICE D — Cadastro dos caes das areas de estudo
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Municipio: Ano: Més:
Localidade:
Zona: Urbana
Periurbana
Rural
Sexo do o 3
Qt Casa Rua Nome do proprietario Nome do céo cao Raca do cao E g
- O

M F




86

Cor do
pélo do
cao

Pelagem do - . . Exame
gN Porte do cao Sintomas Material coletado X
cao realizado
0
@ o e] o
= o lgﬂg o 8 o
ol 2|28 ol B3| 8|S |8 €2 0| 2|3|wlald|B ©
£ 32|83 s|o|8|2|Eg8|°|S5|23|Q |8 S|l=|2
O|ls|8|a|s| 5| 2| s| o S 9 o Sl =g |a|m| 2 £ w| X
O S | W N O T N L |
e = Qv o () o .
[e () aon = @)
- o @ (04

Data da
coleta do
material

Data da
[Jutanasia
do animal

Responsavel pela coleta do material:

Responsavel pelas informacdes:




APENDICE E - Resumo das atividades do componente en  tomoldgico
Municipio: Localidade
Tipo de pesquisa: Inicio: Término:
Zona: Urbana Periurbana Rural
flgk?é?(l)r?lis Casas Especies % pos_itividade AtI)R:Jer}gfil\r/]aCia
Qt Casa capturados positivas capltouerfilggz no Armadilha CDC Armadilha CDC
M F Intra Peri Intra Peri
L. longipalpis
L. evandroi
L. lenti
L. oswaldoi
L. goiana
L. migonei
L. whitmani
L. intermedia
L. fisheri
TOTAL
Infestacao Geral: Intra Peri

Abundancia Relativa Geral: Intra

Peri
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ESPECIES CAPTURADAS NO PERIODO
DIA [DATA| QT |casA| b .| L L L migo. | & | L |Lsish, | TOTAL
long. | evan. | lenti oswd. goia. with. | interm.
MIF| M MIFIM| FI T M|IFIM| FI T MIFITM|F | M|F|l M|F
TOTAL
CONDI(;OES CLIMATICAS DURANTE A PESQUISA
Data: Data: | Data: |[Data: Data: Data: Data: Data: Dat a: Data: | Data:
URA
TEMP.
VENTO
CHUVA
Vento: 1 Forte 2 Moderado 3 Fraco 4 Ausente 5 Ausente continuo
Chuva: 1 Forte 2 Moderado 3 Fraco 4 Ausente 5 Ausente nublado

88
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APENDICE F - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARE CIDO

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

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

Pesquisadores : Selma M.B. Jeronimo, Eliana T. Nascimento, Hénio G. Lacerda,
Gloria R. Monteiro, Edgar Carvalho, Richard D. Pearson, David M. Mosser, Jenefer
M. Blackwell, Mary E. Wilson

Estamos convidando vocé para participar como voluntario num estudo que tem
como objetivo estudar a doenca conhecida como calazar. Para isto € necessario que
vocé tenha conhecimento sobre a pesquisa e que consinta em participar da mesma
avaliando este documento e assinando-o, apés a leitura do mesmo. Se vocé for o
pai ou a méde ou o guardido legal de um menor que esteja sendo convidado a
participar deste estudo, o termo “vocé” se aplica a este menor. O responsavel legal,
por este menor, sera solicitado a ler e dar permissao, por escrito, para gue 0 menor

participe deste estudo.

NUMERO DE PARTICIPANTES NESTE ESTUDO

Aproximadamente 3500 pessoas participardo deste estudo. Esta populagcédo €
residente no Rio Grande do Norte e sera estudada na Universidade Federal do Rio
Grande do Norte.

TEMPO DE DURACAO DESTE ESTUDO

Se vocé concordar em participar deste estudo, serd considerado como
participante durante 5 anos, o tempo de duracédo deste projeto. Sua participacao se
iniciar4 apds a avaliagdo do seu estado de saude. Essa avaliagdo pode levar até 3
dias. Pedimos permissdo para visitar vocé e sua familia, que podera ser uma a
duas vezes por ano ao longo deste estudo.

OBJETIVO
Este estudo envolve pesquisa e tem como objetivo determinar o que leva as
pessoas a desenvolverem calazar. Vamos estudar o sistema de defesa (sistema
imunologico) para aprender porque as pessoas adoecem com calazar e outras
doencas, nas quais o sistema de defesa pode estar envolvido. Estamos
convidando vocé e sua familia para participarem neste estudo, porgue vocés
residem em uma regido onde o calazar € comum.
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PESQUISA GENETICA

Esta € uma pesquisa que se propde a estudar informacdes no DNA
relacionadas a essas doencas. DNA € a substancia encontrada dentro das
nossas células, herdada dos nossos pais e transmitidas por nds aos nossos
filnos. O DNA sera usado em estudos sobre calazar e doencas 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 doengas, como tuberculose e doencas inflamatorias.

PROCEDIMENTOS

Procedimentos a serem realizados para aqueles que concordarem em participar do

estudo:

1. Responder um questionario referente a sua saude, inclusive historia de
vacinagao;

2. Coletar sangue (isolamento de células, DNA, plasma e soro)

3. Teste de pele: teste de Montenegro (calazar) e teste tuberculinico (tuberculose)

4. Coleta de esfregaco da boca; (para extracdo de DNA, quando nao for possivel
coletar sangue)

5. Vacinacao contra o tétano.

RISCOS

Os riscos associados a participacdo neste estudo sdo minimos e podem ser
sangramentos ou manchas arroxeadas no local da coleta do sangue, infeccéo e
desmaio. No local da realizag&o dos testes na pele, pode ficar um pouco doloroso ou
endurecido. Os riscos desses procedimentos sdo minimizados, seguindo o0s
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 de
que sera usado para 0s objetivos aqui propostos. No entanto, pedimos permisséo
para guardar o DNA, o soro e o plasma nao utilizados, no Departamento de
Bioquimica, na Universidade Federal do Rio Grande do Norte, em tubos
identificados através de um cdodigo. Seu nome nao aparecera no tubo. Qualquer
outro projeto que venhamos a fazer com qualquer amostra coletada de vocé, que
seja diferente do protocolo aqui escrito, serd submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Norte e a 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 seréo
mantidos em sigilo absoluto. Nao permitiremos acesso as informacdes encontradas
a terceiros; tais como, seguradoras de saude e empregadores.

BENEFICIOS

Os beneficios em participar deste estudo sdo aqueles individuais, nos quais
vocé e 0os membros de sua familia serdo avaliados por um meédico, quanto a
possibilidade de terem sido expostos aos organismos que causam calazar e
tuberculose. Para pacientes com calazar, este estudo possibilita 0 acampanhamento
pés-tratamento e definicdo de cura da infegcdo. Os beneficios para a comunidade
sdo aqueles decorrentes de estarmos mapeando areas onde existem a doenca
calazar e podermos disponibilizar os resultados para a Fundagdo Nacional de
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Saude. 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 na sua familia. Ndo haverd 6nus para vocé em decorréncia
dos testes ou tratamento que realizarmos Para problemas médicos mais complexos,
vocé serd encaminhado a um posto de saude ou hospital publico.

AGENCIA FINANCIADORA DESTE PROJETO DE PESQUISA

O Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos da América (NIH) financia
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 SER UTILIZADO
NESTE ESTUDO

Informacdes sigilosas sobre a sua saude sdo aquelas que identificam vocé e
estejam relacionadas com a sua saude fisica e mental, seja passada, presente ou
futura. Estas informacfes estdo geralmente presentes no seu prontuario ou em
anotacdes realizadas por profissionais de saude. Ao assinar este termo de
consentimento, vocé estara autorizando a liberacdo dos dados existentes no seu
prontudrio, para que nos possamos estuda-los. Os dados serdo mantidos em sigilo e
nao os liberaremos para terceiros.

CONFIDENCIALIDADE DO ESTUDO

O registro da sua participacdo neste estudo serd 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, manterdo sigilos sobre
dados, ndo os disponibilizando a terceiros. Guardaremos 0s registros de cada
pessoa, em sala trancada, e somente a Dra. Selma Jeronimo e/ou pesquisadores
trabalhando na equipe terdo acesso a estas informacgfes. Cada individuo recebera
um numero para ser utilizado no laboratério. Se qualquer relatério ou publicacdo
resultar deste trabalho, a identificacdo do paciente ndo sera revelada. Os resultados
serdo relatados de forma sumariada e individuo néo sera identificado. As amostras
coletadas (sangue esfregaco da mucosa da boca) sdo identificadas através de um
cédigo de barra, seu nome ndo aparecerd no tubo onde elas sado 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 serad providenciado pela Dra. Selma Jeronimo e/ou médico
que esteja trabalhando com ela. Se houver problemas médicos nédo relacionados
aos procedimentos aqui descritos, o proprio individuo sera responsavel. No entanto,
nos tentaremos resolver os problemas médicos que podem ser solucionados em
ambulatério e encaminharemos as especialidades aqueles problemas médicos mais
complexos.
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Se houver algum dano decorrente da participacdo nesta pesquisa ou se for
resultante de negligéncia de funcionarios da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte, compensacédo sera disponibilizada por esta universidade. Essa universidade
ndo fornecerd compensagdo se o dano ndo for decorrente de procedimentos
realizados no decorrer desta pesquisa.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA

Toda participagéo é voluntaria. Ndo ha penalidade para alguém que decida nao
participar neste estudo. Ninguém também serd 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 duavida, contate a Dra Selma Jeronimo (84-3215-3428) 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 Saude, Brasilia).

CONSENTIMENTO PARA PARTICIPACAO

Estou de acordo com a participacdo 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 o0s possiveis riscos envolvidos na minha participacdo. Dou permissao
para que o restante do DNA, soro e plasma isolados do meu sangue, ndo utilizados
nesta pesquisa, sejam guardados no Departamento de Bioquimica, Universidade
Federal do Rio Grande do Norte, sabendo que serei contactado, caso estudos
adicionais sejam realizados, para fornecer um novo consentimento. Dou permisséo
para que parte do DNA, soro e plasma, necessarios a realizacdo da pesquisa aqui
explicada seja encaminhada, quando necessario for, as Universidades de lowa,
Virginia e Bahia, para que sejam realizados os estudos genéticos ligados a calazar.

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

A minha participacdo ou a participacdo do meu filho(a) menor na pesquisa €
voluntaria, e ndo implicara em custos ou prejuizos adicionais, sejam esses custos ou
prejuizos de carater econdmico, social, psicolégico ou moral, sendo garantido o
anonimato e o sigilo dos dados referentes a minha identificacao.

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



Nome (letra de forma)

Assinatura

Data

Pais ou responsaveis

Testemunha

COMPROMISSO DO INVESTIGADOR

93

Discuti as questdes acima apresentadas com 0s participantes deste estudo ou
com o seu representante legalmente autorizado. E minha opinido que o individuo

entende os riscos, beneficios e obrigacdes relacionadas a este projeto.

Pesquisador Responsavel

Assinatura

Data
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ANEXO B — PARECER DO COMITE DE ETICA

MINISTERIO DE EDUCAGCAQ
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE - UFRN
COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP

Parecer Consubstanciado

Prot. n® 094/08 CEP-UFRN

CAAE S802T — SISNEP CAAE 0086.0.051.000-06

Projeto de Pesquisa Impacto das medidas de intervengao para o controle da leishmaniose
= visceral

Area de Conhecimento Ciéncias da Saude - Grupo Il

Pesquisador Responsavel Selma Maria Bezerra Jerénimo

Instituigdo Onde Sera Realizado UFRM- Centro de Biociéncias Departamento de Biogulmica-
Laboratorio de Imunogengtica :

Finalidade Obtengao do Grau de Mestre
Periodo de realizagdo — Inicio Agosto de 2006
Término Julho de 2007
Revisaoc Etica em 07 de julho de 2006
RELATO
1. RESUMO

Esse projelo de pesquisa visa avaliar o impacto das medidas de intervengio no controle da infecgéo e
doenga em arez de transmissdo de Leishmania Chagasi, Assim, pretende avaliar as medidas de
intervengao adotadas para controle a leishmaniose visceral nas localidades da area perimetropolitana de
Matal, principalmente, trés distritos de Parmamirim. Tem como objelivo especifico avaliar o impacto das
medidas de controle direcionadas para o vetor da leilshmaniose visceral, reservalorios e na infecgdo por L.
Chagasi em humanos.

Sera realizado um estude de tipo prospective com comparagdo retrospectiva, utilizando-se como
parametro as seguintes agdes: a) inquerito entomoelogico; b) sorologia canina e humana; ¢) elimnagao de
caes com sorologia positiva para leishmaniose visceral, d) encaminhamanto para tratamento de Individuos
diagnosticados com calazar, e) tratamento quimico nos imoavels das areas de transmissao.

2. ENTENDIMENTOS E RECOMENDAGOES

O projelc & importanie e apresenta beneficios diretos aos sujeitos da pesquisa. Entretanto, faz-se
necessario esclarecer/apresentar o motivo pelo qual serdo arrolados 2.000 sujeilos. Os pesquisadores irdo
visitar lodos os domicilios das trés localidades selecionadas no estudo?

Este esclarecimento constitui uma pendéncia que deve ser respondida peio pesquisador responsavel.
3 PARECER
Protocolo com Pendéncias

4. ORIENTACAO AD PESQUISADOR

D acordo com a Resol. 196-96 do Conselho Nacional de Sadde (CNS) a pendéncia deve ser respondida
exclusivamente pelo pesquisador responsavel no prazo de 60 (sessenta) dias, a partir da data de
recebimento deste parecer. Apos esseé prazo o protocolo sera considerado RETIRADO. (Resol. 196796 do
Conselho Nacional de Saude (CNS) Item VIl 13b),

Natal, 07 de julho de 2006

o f i
% A{: o
ulce Almeida

Vice-Coordenadora do CEP/UFRN

Comitd de Etica em Pesquisa. Universidade Federal do Rio Grande do Nore, CP 1666, Natal, RN, 59078-970,
Brasil, fonaffax: xx (B4) 3215-3135, e-mail cepufrni@retoria ufm br, hitp:/f www. etica.ufrn br
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MINISTERIO DA EDUCAGAO E DO DESPORTO
UMIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
CENTRO DE BIOCIENCIAS

DEPARTAMENTO DE BlOQUIMIC A

Prof. Dulca Almeida
Vice-Coordenadora
CEP-UFRN

Ref. Projeto 94-06
Malal, 04 de agosto de 2006,

Senhora Vice-Coordenadora,

Agradecemos ‘a andlise do nosso protocolo de pesquisa (CEP-UFRN 94.06) e
respondemos abaixo as pendéncias referentes aos mesmos. Em itdlico estao indicadas as
pendéncias referantes a este protocolo, sendo nossas respostas apresentadas em seguida.

1. Entendimentos:

a. O projeto € importante e apresenta beneficios diretos 805 sujeitcs da
pesquisa. Entretanto, faz-se necessdric esclarecer/apresentar o molivo
pelo gual serdo arrolados 2000 sujeifos. Os pesquisadores irdo wvisitar
todos os domicilios das rés localidades selecionadas no estudo? A
prevaléncia da infecglo por leishmania € em tomo de 40% nas dreas
endémicas estudadas, no entanto a prevaléncia da doenga humana é
baixa, aproximadamente 20 para 100.000. Sendc assim precisaremos
arrolar um grupo malor de individuos com calazar, e conseqlentementie os
contatantes, de maneira a permitir o estudo da influéncia da infecgao-
doenga nos agregados familiares, além da avaliagdo dos caes residentes.
Iremos estudar, inicialmenta, Parmamirim & em seguida as demais
localidades.

Agradecemos a revisio cuidadosa e ficamos no aguardo do parecer final.

Atenciosamente,

sdge s 1
Selma M.B. Jeronimo
Prolessora Titular

Comité de Efica em Pesquisa, Universidade Federal do Rip Grande do Norte, Av. Sen. Salgado Filho,
S/, Campus Universitdrio, Lagoa Nova, CP 1666, Natal, BN, 59.072-970, Fonefax: (84) 3215-3135, &
mail cepulin@ eeiwain ulrn br, Pagina www.clica ubinbe
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE - UFRN
COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP

PARECER CONSUBSTANCIADO

(Final)
Prot. n® 094/06 CEP-UFRN
CAAE 98037 — SISNEP CAAE 0086.0.051.000-06
Projeto de Pesquisa Impacto das medidas de intervengio para o controie da
leishmaniose visceral
Area de Conhecimento Ciéncias da Sadde — Grupo Il
Pesquisador Responséavel Selma Maria Bezerra Jerénimo

Instituicdo Onde Sera Realizado UFRN- Centro de Biociénclas Departamente de Bioguimica-

Laboraténo de Imunogeneética

Finalidade Obtengao do Grau de Mestre
Periodo de realizagao — Inicio Agosto de 2006

Término. Julho de 2007

Revisao Etica em 05 de setembro de 2006

RELATO

Considerando que as pendéncias expostas por este Comité, foram adequadamente

cumpridas, o Protocolo de Pesquisa em pauta enquadra-se na categoria de APROVADO.
MNatal, 05 de setembro de 2006

Orientagoes ac Pesguisador: em conformidade com a Comissdo Macional de Etica em Pesquisa
{COMEP) através do Manual Operacional para Comités de Etica em Pesquisa (Brasilia, 2002-p 65)
e Resol. 196/96 — CNS o pesquisador responsavel deve:

4

5

Entregar ao suleito da pesquisa uma copia do Termo de Consentimenlo Livie e
Esclarecido {TCLE), na integra, por ele assinada (Resol. 196/96 — CNS - item'IV.2d),

Desenvolver a pesquisa conforme foi delineada no profocolo aprovado e descontinuar o
esludo somente apos a anadlise das razdes da descantinuidade peio CEP/UFRN (Resol
186/96 — CNS — jtem 111.3z2),

Apresentar ag CEP/UFRN eventuais emendas ou extensdes ac protocolo original, com
justificativa (Manual Operacional para Comités de Etica em Pesquisa — CONEP — Brasilia
—2002 —p41),;

Apresentar ao CEP/UFRN relatério final (Manual Operacional para Comités de Etica em
Pesquisa - CONEP — Brasilia = 2002 — p.65);

Os formularios para os Relatdrios Parciais e Final estio disponiveis na pagina do
CEP/UFRN {(www.etica.ufrn.br).

Natal, 05 de setembro de 2006

7 =)
& ""::};.r;e lr..é.n.-r:" g =

ulce Almeida
Vice-Coordenadora
CEP-UFRN

Comité de Etica em Pesquiza, Universidade Federal do Rio Grande do Nerte, CP 1668, Natal, RN, 53078-
870, Brasil, foneffax xx (84) 3215-3135, e-mail cepufrnimreitonia ufrn br, hitpf www, etica.ufrn. br
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ABSTRACT

Visceral leishmaniasis has adapted in the past 20 years to periurban and urban
areas, and in Natal, Rio Grande do Norte, it became endemic. Thid study aimed to
evaluate the environmental and social aspectsof Leishmania chagasi infection and its
epidemiologic transmission chain in an urban, periurban and rural area of
Parnamirim-RN. A study with three sections was conducted: Section 1. Sectional
study of the human and canine infection by L. chagasi and its environmental and
social determinants. Section 2: Observational longitudinal cohort to evaluate the
dynamics of the canine infection. Section 3: Longitudinal study to evaluate the
behavior of Lu. Longipalpis vector and the seasonal factors related to its dynamics.
To include in the study the hauses were randomly selected and georreferenciated.
Montenegro skin test was done in the human population and blood samples were
collected for anti-Leishmania antibody detection. The canine population was
examinated for L. chagasi infection by RIFI, ELISA and ELISA for rK39. An
entomologic surveillance was monthly done with CDC light trapsin 10 houses of each
locality. Quantitative and qualitative analyses was done using STATISC 6.0. Probality
and prediction maps were done using ArcGis 9.0 model. In the human population L.
chagasi infection was associated with the area of the hause, age, sex, population
densyti, vegetation, kind of the floor of thr hause, water and resides destiny. In the
canine population L. chagasi infection was associated with the breed, size, time of
living in the hause, presence of dogs in the neighborhood, presence of horses and
donkeys in the neighborhood, vegetation, kind of the floor and walls of the hause.
The human infection was associated with canine infction only when analyzed taking
into account the locality. In the prospective study, serum conversion and antibody lost
observed in 30,8% and 22% of the animals examined, respectively. The human
infection rate by L. chagasi was 24,6%, by the presence of anti-Leishmania antibody
and 38,6% by the Montenegro skin test. The canine infection rate 32,5% by the
presence of anti-Leishmania antibody. The vector Lu longipalpis showed an atypical
behavior. These results indicate that environmental and social factors are important
variables associated with L. chagasi infection in humans and canines, with punctual
association of thr last two. Control measures of the infection on the studied points are
necessary, in the aim to reduce the endemic focus of the disease in the study area.
This research was carried out in a multidisciplinary involving the categories of: doctor,
biologist, veterinarian, statistical, pharmaceutical and biochemical.

Key words: Leishmania chagasi, Leishmaniasis, DTH, antibody, canine visceral
leishmaniasis and Lu. longipalpis.



