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RESUMO

Objetivos: identificar portadores de infecgdo assintomatica e/ou sintomatica por Leishmania (L.) i. chagasi,
em &rea endémica de leishmaniose visceral americana (LVA), Barcarena, Para e avaliar a infec¢do do ponto
de vista clinico-imunologico e determinar a prevaléncia da infecgdo. Método: estudo seccional de 946
individuos, ambos os sexos, 1 ano de idade, utilizando-se a reacdo intradérmica de Montenegro (RIM) e
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para diagndstico da infeccdo. Resultados: foram diagnosticados
120 casos da infeccdo, com prevaléncia de 12.6%; 8 casos apresentaram alta soro-reatividade (1.280 a
10.240, IgG) para RIFI e auséncia de reatividade para RIM, sendo 4 casos tipicos de LVA e outros 4 infecgédo
sub-clinica oligosintomética. Conclusao: os dois métodos imunodiagnoésticos analizados, simultaneamente,
com exame clinico dos infectados, permitiram identificar 5 perfis clinico-imunolégicos: infecgdo assintomatica
(1A) 73.4%; infeccdo sub-clinica resistente (ISR) 15%; infeccio sub-clinica oligosintomatica (1SO) 3%; infec¢do
sintomatica (= LVA) 3% e infeccdo inicial indeterminada (111) 5%.
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Observaram, ainda, que o inseto de hébito
antropofilico, mais presente no interior das casas dos
doentes, era o flebotomineo Lutzomyia longipalpis
Lutz e Neiva 1912, e sugeriram que, provavelmente,
seria 0 transmissor da LVA.

Com a morte prematura de Chagas em 1940, os
estudos sobre a LVA na Amazonia brasileira ficaram

INTRODUCAO

A leishmaniose visceral americana (LVA) € uma
antropozoonose identificada, pela primeira vez, na
regido amazonica brasileira por Penna (1934)!, em
necropsia de individuos falecidos com suspeita de
febre amarela. Diagnosticou, casualmente, os
primeiros 3 casos da doenca no estado do Pard,

procedentes dos municipios de Abaetetuba e Moju.
Em 1937, Cunha e Chagas? deram o0 nome
Leishmania chagasi ao agente causador da doenca,
hoje conhecido como Leishmania (Leishmania)
infantum chagasi®. Em 1938, Chagas et al.*
registraram mais 8 casos de LVA no municipio de
Abaetetuba e a presenca de cdes infectados.
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restritos as descricdes clinico- epidemioldgicas de
achados isolados da doenca®®. Durante,
aproximadamente, 46 anos que se seguiram ao
primeiro registro da doencgat, somente 32 casos foram
registrados, o que conferiu a LVA um status de doenca
ocasional ou esporadica. Contudo, uma mudanca
progressiva na epidemiologia da LVA vem sendo
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observada, de tal modo que, no periodo recente de
apenas dois anos (1984-1985), um total de 135 casos
foram registrados na area peri-urbana da cidade de
Santarém, no oeste do Pard’. Recentemente, nos
ualtimos 5 anos, a média anual de casos da LVA no
Paré cresceu para 235 casos?, assumindo um nivel
endémico mais elevado até ent&o.

Arazdo da expansdo da LVVA nos Gltimos anos
é multifatorial, entre os quais destacam-se, 0
desmatamento desordenado, que culmina com a
invasdo do ambiente peri-domiciliar pelo
flebotomineo Lu. longipalpis; a presenca de grande
populacdo do cdo doméstico nas areas endémicas,
susceptivel a infeccdo pela L. (L.) i. chagasi,
contribuindo para a manutencdo do ciclo peri-
domiciliar da endemia; a migragéo de populagdes ndo
imunizadas de outras regifes; o desenvolvimento de
novos métodos de diagndstico e, finalmente, a difusdo
entre os profissionais médicos e para-médicos sobre
a importancia do diagnéstico da LVA em individuos
febris, principalmente criangas, procedentes de area
endémica®*. Embora a casuistica da LVA na
Amazonia brasileira tenha crescido, drasticamente,
nos ultimos anos, principalmente no estado do Para,
poucos estudos de campo tem sido realizados no
sentido de analisar a prevaléncia da infec¢do humana,
sintomatica (LVA ativa e forma sub-clinica) e/ou
assintomatica, por L. (L.) chagasi. Tais estudos, sem
davida, sdo importantes para um melhor entendimento
sobre a dindmica da transmisséo da L. (L.) i. chagasi
para 0 homem. De fato, a Unica informac&o relativa a
interacdo da resposta imune humana com a infecgéo
pelo parasito tem vindo de pacientes com LVA, uma
condicdo de imunosupressao que representa somente
0 topo do “iceberg” desta interacdo™*2.

Alinteracdoentreal. (L.)i. chagasi e aresposta
imune do homem pode resultar em um amplo espectro
de manifestagdes clinicas, desde a infecgéo
assintomatica em individuos resistentes com resposta
imune tipo Thl (linfocito T-helper 1), caracterizada
por hipersensibilidade, até a infec¢do sintoméatica em
individuos susceptiveis com resposta imune tipo Th2
(linfdcito T-helper 2), marcada por hiposensibilidade
(anticorpogénese), que leva a doenca aguda,
leishmaniose visceral americana (LVVA). Entre esses
dois estagios polares, entretanto, alguns individuos
podem apresentar uma condicéo clinico-imunolégica
intermediaria chamada infeccdo sub-clinica
oligosintomatica, cujos achados clinicos e
imunolégicos ndo estdo ainda claramente
dEfinid0513’14'15'16’17.

Desse modo, julgamos oportuno apresentar
nossos resultados sobre uma pesquisa transeccional
de prevaléncia, clinica e imunoldgica, utilizando a
reacao intradermica de Montenegro (RIM) e a reacéo
de imunofluorescéncia indireta (RIFI) como métodos
de diagndstico, viabilizando uma nova abordagem
sobre a dinamica e o espectro clinico-imunolégico da
infeccdo humana por L. (L.) i. chagasi na amazonia
brasileira.

METODO
Tipo de estudo

Esta investigacdo baseou-se em estudo
epidemioldgico do tipo seccional em um grupo de 946
individuos, residentes em &rea endémica de
leishmaniose visceral na localidade Santana do
Cafezal, municipio de Barcarena, norte do Estado do
Para. Visando determinar a presenca da infecgéo
assintomatica e/ou sintomatica por L. (L.) i. chagasi,
os individuos foram avaliados pela reacéo
intradérmica de Montenegro (RIM) e reagdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), ambas realizadas
com antigeno bruto e homologo, formas promastigotas
para RIM e amastigotas para RIFI.

Area do estudo

Esta pesquisa foi conduzida na localidade
Santana do Cafezal, que compreende uma comunidade
de colonos residentes as margens do rio Cafezal,
distante apenas 7 km da sede do municipio de
Barcarena, a qual faz parte da regido metropolitana
de Belém, capital do Estado do Para.

Epidemiologia recente sobre a LV no municipio
de Barcarena

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

Desenho do estudo e populacéo envolvida

Com o intuito de obter um melhor
entendimento da dinamica de transmissédo da infec¢éo,
a populacao foi estratificada em 3 grupos etarios: 1 a
10 anos, 11 a 20 anos e €721 anos. Assim sendo, foi
previsto serem utilizadas, simultaneamente, a RIM e
a RIFI em todos os individuos previamente
selecionados para a intervencdo da prevaléncia,
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quando seria feito o diagndstico inicial de todos 0s
individuos portadores de infecgéo assintomatica e/ou
sintomatica pela L. (L.) i. chagasi. Além disso, foi
previsto, também, que os individuos que
apresentassem reatividade imunoldgica para RIM e/
ou para RIFI, passariam por uma avaliagéo clinica,
visando detectar qualquer tipo de sintomatologia
compativel ou sugestiva da infeccdo por L. (L.) i.
chagasi, que pudesse ser associada a um dos perfis
de resposta imunoldgica diagnosticados.

Critérios para identificacdo da infeccdo humana
por L. (L.) i. chagasi

A definicdo de caso da infeccdo humana por
L. (L.)i. chagasi foi baseada em avaliacéo diagndstica
com dois parametros imunoldgicos, a Reacédo
Intradérmica de Montengro (RIM) e a Reacgédo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). Os dois testes
imunolégicos foram realizados com antigeno bruto e
homdlogo de L. (L.) i. chagasi (MCAO/BR/2004/
M22967/Barcarena, Para), formas promastigotas para
RIM e amastigotas para RIFI. Entretanto, como a RIFI
evidencia a imunidade humoral, associada a resposta
CD4+ Th2 (anticorpogénese = susceptibilidade), e a
RIM evidencia a imunidade celular, ligada a resposta
CD4+ Thl (hipersensibilidade = resisténcia)®,
portanto, fun¢des imunobiol6gicas especificas e
opostas, a defini¢do de infecgdo pela L. (L.) i. chagasi
foi assumida como a presenca de reatividade para uma
ou ambas as rea¢des imunodiagndsticas, a RIM e/ou
a RIFI. Além disso, na tentativa de expressar a
especificidade da RIM e da RIFI foi realizada uma
avaliacdo semi-quantitativa dos resultados com
escores de + a ++++ cruzes, da seguinte maneira:
titulos soroldgicos variando de 80 a 160 e de 320 a
640 receberam + e ++, enquanto que os titulos de 1.280
a 2.560 e de 5.120 a 10.240 (IgG) receberam +++ e
++++, respectivamente. Por outro lado, as reacfes
intradérmicas (RIM) exacerbadas (e”16 mm)
receberam ++++, as fortemente positivas (13-15 mm)
+++, as moderadamente positivas (9-12 mm) ++ e as
fracamente positivas (5-8 mm) +. Desse modo, foi
assumido que as reagdes com titulo soroldgico iguais
a 80 (lIgG) e aquelas que formaram péapulas ou
induragdes dérmicas iguais a 5 mm de diametro foram
consideras limitantes positivas (“cut-off”) paraa RIFI
e RIM, respectivamente®?-22,

Procedimentos técnicos

Os procedimentos metodoldgicos usados para
realizacdo da RIM visando evidenciar a resposta
imune de hipersensibilidade contra a infecgdo humana

por L. (L.) i. chagasi foram semelhantes aqueles
utilizados em trabalhos prévios sobre a leishmaniose
tegumentar americana (LTA)#%, porém, com uma
diferenca bastante significativa relacionada a
especificidade do antigeno empregado neste trabalho.
Ou seja, considerando que a localidade Santana do
Cafezal, municipio de Barcarena, fica localizada em
area de ocorréncia de ambos os tipos de leishmanioses,
tanto a LVA como a LTA, foi necessério a utilizagéo
de um antigeno altamente especifico para ser
reconhecido pela resposta imune de hipersensibilidade
induzida pelo agente da LVA, a L. (L.) i. chagasi. Por
essa razao, visando garantir um alto grau de
especificidade da RIM, foi usado um antigeno bruto,
de formas promastigotas de fase estacionaria de
cultivo (meio RPMI 1640) de L. (L.) i. chagasi
(MCAO/BR/2004/M22967/Barcarena, Para), na
concentragdo equivalente a 10 x 10° parasitos/mL. O
espectro de reatividade da reacdo ja foi acima
mencionado.

Por outro lado, para realizacdo da RIFI tomou-
se como referéncia o trabalho de Lima et al. (2003)%,
que demonstraram ser o antigeno de formas
amastigotas de L. (L.) i. chagasi mais especifico e
mais sensivel do que os de formas promastigotas da
mesma espécie, formas promastigotas de Leishmania
(L.) major-like (Bio-Manguinhos, Brasil) e formas
amastigotas de Leishmania (L.) amazonensis. Para o
diagnostico da leishmaniose visceral canina este
método também provou ser mais especifico que a RIFI
e 0 ELISA de Bio-Manguinhos, Brasil®. Portanto,
optou-se pela utilizagdo, também, de um antigeno de
alta especificidade para ser usado atraves da RIFI,
visando garantir uma resposta imune humoral (IgG)
altamente especifica. Mais uma vez, o espectro de
positividade esperado para o teste ja foi apresentado
acima.

Analise estatistica

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

Aspecto ético

Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
de seres humanos do Instituto Evandro Chagas e
protocolado com o nimero CEP/IEC 16/2003.
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RESULTADOS

Prevaléncia da infeccdo humana por L. (L.) i.
chagasi na vila Santana do Cafezal, Barcarena,
Para

Para avaliacdo da prevaléncia, foram
examinados 946 individuos residentes na localidade
Santana do Cafezal, sendo todos avaliados,
simultaneamente, pela RIM e RIFI, cujo resultado
mostrou que a taxa de prevaléncia da infeccéo pela
RIM de 11.2% (106/946) foi significativamente maior
(p<0.0001) que a obtida pela RIFI de 3.4% (32/946).
Entretanto, quando essas taxas foram estimadas
combinando as duas reaces, foi observado que entre
0s 106 individuos RIM positivos, 18 (17%) eram
também positivos pela RIFI e, que, entre 0s 32
positivos pela RIFI, os mesmos 18 (56.2%) eram
positivos pela RIM. Esta combinacao, usando os dois
testes juntos, permitiu a identificacdo de uma taxa
atual de prevaléncia da infecgdo de 12.6% (120/946)
na comunidade.

FreqUéncia da infeccdo humana por L. (L.) i.
chagasi segundo o sexo, a idade e a especificidade
da RIM e da RIFI, na vila Santana do Cafezal,
Barcarena, Para

De acordo com o sexo, a distribuicdo dos 120
casos da infeccdo diagnosticados por ocasido da
intervencdo da prevaléncia mostrou que ndo houve
diferenca (p>0.05) entre a taxa de infec¢do encontrada
para 0s homens de 55.8% e das mulheres de 44.2%.
Por outro lado, quando a frequiéncia da infeccéo foi
examinada dentro dos grupos etéarios, foi visto que
nédo houve diferenca (p> 0.05) entre as taxas dos dois
grupos menores de idade, 1-10 vs.11-20 anos de idade,
19.2% e 25.8%, respectivamente. Contudo, quando
essas taxas foram comparadas com aquela (55%)
relativa ao grupo de faixa etaria maior, 3 21 anos, as
duas foram significativamente menores (p< 0.05),
indicando que mais da metade dos individuos
infectados fazia parte do grupo de faixa de idade maior
(Fig.1).

Com relacéo a especificidade da RIM e da RIFI,
foi observado que entre os 106 casos reativos pela
RIM 41.5% apresentaram reacdo exacerbada (++++),
14.1% reacao fortemente positiva (+++), 19.8% reacéo
moderadamente positiva (++) e 24.6% reacao fraca
(+), indicando que 55.6% eram portadores de um forte
(+++/++++) carater de resisténcia imunoldgica
(hipersensibilidade) contra a infecgéo (Fig. 2).

Ao contrério, entre 0s 32 casos reativos pela
RIFI, 21.8% apresentaram baixa reatividade

soroldgica (+), 53.1% moderada reatividade (++),
18.8% forte reatividade (+++) e 6.3% exagerada
reatividade (++++) (Fig. 3). Desse modo, somente
25.1% dos casos apresentaram elevada reatividade
humoral, variando de forte (+++) a exagerada (++++)
resposta de anticorpos, demonstrando importante
caracteristica de susceptibilidade imunolodgica para a
infeccdo. Desses, 4 eram casos tipicos de LVA (2
criangas e 2 adultos), o que gerou uma taxa de
prevaléncia da LVA de 0.42%, enquanto outros 4 casos
(um adolescente e 3 adultos) exibiam algumas
manifestacdes clinicas sugestivas de infeccdo sub-
clinica oligosintomatica.

Avaliacao clinica e imunoldgica da infeccao
humana por L. (L.) i. chagasi na vila
Santana do Cafezal, Barcarena, Para

No momento da avaliacdo foram
diagnosticados, simultaneamente, pela RIM e RIFI um
total de 120 individuos infectados, 0 que gerou uma
taxa de prevaléncia da infecgdo de 12.6%. Destes, a
grande maioria (73.4%) era assintomatica, e com perfil
de resposta imune caracterizado pela presencga de
hipersensibilidade e auséncia de resposta humoral
(RIM+/++++ e RIFI-), motivo, pelo qual, foi
denominado de perfil clinico-imunologico Infeccdo
Assintomatica (I1A).

Por outro lado, a minoria (6.6%) apresentava
perfil de resposta imune (RIM-e RIFI+++/++++) que
podia estar associado a, pelo menos, dois perfis
clinico-imunologicos: 1) Infec¢do Sintomatica (1S=
LVA) ou 2) Infeccdo sub-clinica oligosintomatica
(1SO). A diferenca entre os dois perfis foi puramente
clinica, ja que o primeiro foi diagnosticado em 4
(3.3%) casos tipicos de LVA (duas criangas e dois
adultos), o que caracterizou uma taxa de prevaléncia
paraa LVAde 0.42%. O segundo, em outros 4 (3.3%)
individuos (1 adolescente e 3 adultos) que tinham
diferentes manifestacdes, associadas ou ndo, de
duracdo imprecisa, que ndo caracterizavam,
entretanto, o quadro clinico tipico da LVA.

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

Por ultimo, restaram apenas 5% de individuos
infectados, todos assintomaticos também, cujo perfil
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de resposta imune era, a principio, preferencialmente
do tipo humoral (RIM- e RIFI+/++), porém, com
titulos soroldgicos de baixa reatividade (80-640 1gG),
razdo pela qual foi considerado um grupo recém-
infectado, ainda nédo definido do ponto de vista da
sua evolucéo clinica e imunologica, assim, intitulado,
perfil clinico-imunoldgico Infeccdo inicial
indeterminada (111), com potencial para evoluir para
os perfis de susceptibilidade imunoldgica SI (=LVA)
e ISO (RIM- e RIFI+++/++++) ou de resisténcia
imunoldgica ISR (RIM+/++ e RIFI+/++) e IA (RIM+/
++++ e RIFI-).

Desse modo, foi demonstrado que a frequiéncia
do perfil clinico-imunoloégico IA de 73.4% foi
significativamente maior (p< 0.05) que dos outros
perfis, ISR (15%), 1l (5%), IS (=LVA) (3%) e I1SO
(3%), assim como, a frequiéncia do perfil ISR foi maior
(p< 0.05) também que dos outros trés perfis, IlI, 1S
(=LVA) e ISO, entre os quais ndo houve diferenca (p>
0.05) entre as suas frequiéncias (Fig. 4).

Com base nessa abordagem diagnostica, foi
possivel distribuir os 120 casos da infec¢do em 5 perfis
clinico-imunolégicos, que representam uma nova
proposta do espectro clinico e imunoldgico da
infeccdo humana por L. (L.) i. chagasi (Fig. 5).

DISCUSSAO

Apesar de existirem evidéncias recentes
sugerindo que a susceptibilidade a leishmaniose
visceral parece fortemente controlada por mecanismo
genético??8, é possivel que os fatores ambientais e
nutricionais referidos estejam contribuindo no sentido
de promover um melhor desempenho da resposta
imune contra a infeccdo pela L. (L.) i. chagasi, haja
vista que a prevaléncia (0.42%) da doenca foi pouco
expressiva neste estudo.

Com respeito a dindmica de transmissao da
infeccdo humana pela L. (L.) i. chagasi, faz-se
importante salientar que esta questao recebeu dois
tipos de abordagens. A primeira, através da analise
isolada das taxas de prevaléncia da infecgéo, pela RIM
e RIFI, o que possibilitou uma viséo especifica e, ao
mesmo tempo, comparativa entre os dois tipos de
respostas imunes, celular e humoral. A segunda,
através da combinacao dos resultados da RIM e da
RIFI, ou seja, dos individuos que reagiram,
simultaneamente, pela RIM e RIFI, o que permitiu
determinar a prevaléncia real da infec¢do, numa
tentativa de representar a verdadeira situacdo da
infeccdo na area estudada.

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

Ainda no sentido de comparar as taxas da
infeccdo entre um método de avaliacdo imune celular
(RIM) e outro imune humoral (RIFI ou ELISA), sem
davida merecem ser discutidos alguns trabalhos
previamente publicados, porém, faz-se necessario
lembrar que algumas diferencas de natureza
metodoldgica e/ou epidemioldgica podem influenciar
nos resultados encontrados. A titulo de exemplo, faz-
se oportuno mencionar um estudo prospectivo em area
endémica de alta transmissdo de LVVA no municipio
de Jacobina, Estado da Bahia, nordeste do Brasil,
utilizando extrato soltvel de L. (L.) i. chagasi como
antigeno para reacdo intradérmica de Montenegro
(RIM), visando o diagnostico da infecgdo®®. Portanto,
diferentemente da metodologia do presente trabalho,
os autores limitaram-se a determinar a prevaléncia da
infeccdo somente pela RIM, cuja taxa foi de 34.1%.
Desse modo, considerando que a expressdo da
infeccdo nédo se limita somente a um dos tipos de
respostas imunes, celular ou humoral, ficou evidente
que os resultados encontrados subestimaram a
verdadeira situacdo epidemioldgica da infecgdo. Além
disso, os autores registraram, também, uma taxa de
prevaléncia da doenca de 3.1% em criangas até 15
anos, a qual se mostrou mais elevada do que a
encontrada neste trabalho (0.42%). Esse fato, pode
estar refletindo, possivelmente, dois aspectos inerentes
a situacdo em Jacobina (Estado do Bahia): i) um nivel
de transmissdo da infec¢do mais elevado, cuja
prevaléncia pela RIM foi 34.1%, e/ou ii) um potencial
de susceptibilidade genética a doenca maior na
populacgéo infantil local.

Outro exemplo, diz respeito a dois trabalhos
que estudaram a dindmica de transmissao da infecgdo
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por L. (L.) i. chagasi no municipio de Raposa, Estado
do Maranhdo, nordeste do Brasil, porém, com duas
diferencas de natureza metodologica em relagéo a este
trabalho; a primeira, relacionada a participacdo de
criangas de até 5 anos de idade no estudo, o que
representou uma limitagcdo ainda maior em relagéo
aos outros trabalhos; a segunda, pelo fato dos autores
terem decidido utilizar dois antigenos bastante
diferentes para o diagndstico da infeccdo: a) extrato
solavel de L. (L.) amazonensis para diagnostico pela
RIM e, b) extrato soltvel de L. (L.) i. chagasi para
diagnostico soroldgico por ELISA??5, Os resultados
revelaram taxas de prevaléncia da infec¢édo de 18.6%
pela RIM e 13.5% por ELISA, sendo ambas maiores
gue as obtidas no presente trabalho, embora com perfil
de resposta imune semelhante; ou seja, dentre os
individuos infectados existia também uma parcela
maior de individuos com resposta imune celular
(RIM), demonstrando um importante potencial de
resisténcia a infecg¢do. Entretanto, chamou a atencéo
uma prevaléncia da infeccdo (13.5%) quatro vezes
maior que a deste trabalho (3.4%), entre os individuos
que manifestaram resposta humoral (anticorpogénese
= susceptibilidade), o que talvez seja explicado pela
concentragdo maior de individuos (criancas até 5 anos)
mais susceptiveis do que os examinados neste
trabalho.

Por ultimo, em outro trabalho realizado
também no Estado do Maranh&o, municipio de Séo
José de Ribamar, onde a prevaléncia da infec¢éo foi
estimada em criancas até 15 anos de idade, utilizou-
se extrato purificado de L. (L.) i. chagasi para
diagndstico da infecgdo pela RIM, e antigeno bruto
do parasito e proteina recombinante (rK39) para
detecgdo por ELISA?. Os achados obtidos revelaram
taxa de prevaléncia da infeccdo pela RIM de 61.7%,
a mais elevada de todos os trabalhos em discussao,
assim como, por ELISA, 19.7% com antigeno bruto e
19.4% com rK39, respectivamente, também as mais
elevadas para a prevaléncia. Estes achados sugerem
tratar-se de uma area com potencial de transmisséo
da infeccdo maior que em Jacobina, no Estado da
Bahia, com prevaléncia da infec¢do pela RIM de
34.1%. De qualquer forma, deve ficar registrada a
dificuldade de confrontar os resultados do presente
trabalho com aqueles dos trabalhos citados!?24252 ndo
s0 pelas diferencas dos preparados antigénicos usados
nos testes imunoldgicos, como também, pelas
diferencas de idade das amostragens dos individuos
envolvidos nos estudos. Portanto, as comparagdes
apresentadas devem ser vistas com a devida
consideracao.

Na Europa, regido do Mediterraneo, ao sul da
Italia, antigo foco de leishmaniose visceral na Sicilia,
onde a doenca tem como agente causal a Leishmania
(L.) infantum, foi demonstrado através da RIM com
antigeno (promastigotas) homoélogo do parasito, taxa
de prevaléncia da infeccdo de 16.6% em individuos
de todas as idades®, constituindo o resultado mais
parecido com o do presente estudo (prevaléncia pela
RIM de 11.2%), e que pode estar refletindo alguma
semelhanca na dindmica de transmisséo entrea L. (L.)
infantume a L. (L.) i. chagasi.

Na Africa, especialmente no Sudo, onde a
leishmaniose visceral representa um grave problema
de salde publica, sendo responsabilizada pela morte
de cerca de 100.000 individuos durante parte da
década de 80%, a situacdo epidemioldgica da infeccéo
humana por Leishmania (L.) donovani, 0 agente causal
da doenga, parece, sem divida, bastante delicada, haja
vista que, ainda recentemente, foi detectada taxa de
prevaléncia da infeccdo pela RIM, com antigeno de
promastigotas do mesmo parasito, variando de 33 a
56% na populacgéo total de duas localidades, Mushrau
Koka e Um-Salala, respectivamente, o que sugere uma
transmissdo mais intensa da infecc¢ao nessa regido da
Africa®.

O segundo tipo de analise epidemiologica foi
baseado na combinagé&o dos resultados entre a RIM e
a RIFI, o que permitiu determinar a prevaléncia real
da infeccdo, a qual representou a coordenada mais
fidedigna da verdadeira situagdo epidemioldgica da
infeccdo na area estudada. Até o presente, parece que
esse tipo de abordagem sobre a prevaléncia da
infeccdo humana por L. (L.) i. chagasi constituiu uma
observacdo inédita nas Américas. Assim sendo, com
base nesse tipo de analise, foi encontrada uma
prevaléncia real da infeccdo de 12.6% (120/946), o
que representa, possivelmente, um achado Unico no
Brasil. Dessa casuistica, 55.8% dos casos pertenceram
a0 sexo masculino e 44.2% ao feminino, ndo havendo
diferenca significativa (p> 0.05) entre os grupos
infectados, confirmando que o sexo nao representa
uma varidvel influente na distribuicdo da infeccao
humana por L. (L.) i. chagasi. No tocante a prevaléncia
da infeccdo por faixa de idade, foi interessante
observar que os dois grupos de faixa menor, 1a 10 e
11 a 20 anos, apresentaram taxas semelhantes (p>
0.05) da infecgéo, 19.2% e 25.8%, respectivamente,
e ambas menores (p< 0.05) que a taxa de 55%
encontrada no grupo de faixa maior (e”21 anos),
sugerindo que a infec¢do vai sendo acumulada,
progressivamente, com a idade. Esse achado, também
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foi observado na infecgdo humana por L. (L.) infantum
na regido da Sicilia, ao sul da Italia®.

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

Por outro lado, dos 32 casos positivos pela
RIFI, observou-se que apenas 25% apresentavam
perfil de susceptibilidade a LVA (e” 1280 1gG),
enguanto 75% mostraram baixa reatividade sorologica
(80-640 IgG), sugerindo que, na situacdo estudada,
apenas uma minoria dos individuos com expressao
de resposta imune CD4/Th2 era candidata a
desenvolver a LVA, fato que sé foi confirmado em
12.5% dos individuos soro-reagentes. Ainda nesse
sentido, dentro do contexto da prevaléncia real da
infeccdo (12.6%), cabe lembrar que a razdo entre
doenca e infeccdo foi 1:30, enquanto em Jacobina,
no Estado da Bahia, onde a prevaléncia da infeccao
pela RIM foi 34.1%, essa razdo foi 1:18.5%%% e em
Raposa, no Estado do Maranh&o, com prevaléncia da
infeccdo também pela RIM de 18.6%, a razdo foi
1:119%. Entretanto, faz-se necessario lembrar,
novamente, que nessas localidades as taxas de
prevaléncia da infecgdo foram obtidas de criangas com
até 15 anos de idade.

Além das avaliagdes relativas a dindmica da
infecgcdo, cabe enfatizar ainda que a avaliagdo
semiquantitativa feita, simultaneamente, pela RIM e
pela RIFI, associada ao respectivo exame clinico dos
individuos infectados, foi capaz de identificar um
largo espectro clinico e imunoldgico da infecgédo
humanapor L. (L.) i. chagasi, representado por 5 perfis
clinico-imunologicos: 1) Infecgdo assintomatica (1A)
(RIM+/++++ e RIFI-), 2) Infeccdo sintomatica (I1S=
LVA) e 3) Infeccéo sub-clinica oligosintomatica (1ISO),
com perfis imunes iguais (RIM- e RIFI+++/++++),
4) Infeccdo sub-clinica resistente (ISR) (RIM+/++ e
RIFI+/++) e, 5) Infecco inicial indeterminada (I11)

(RIM- e RIFI+/++). Esses perfis permitiram
estabelecer um diagnostico clinico da presente
situacdo da infec¢do na area do estudo, com a seguinte
ordem de freqiiéncia dos perfis clinico-imunolégicos:

1. O perfil IA foi o mais freqiiente, com

73.4% dos casos;

2. O perfil ISR foi 0 segundo mais freqiiente,

com 15% dos casos;

3. O perfil 111 foi o terceiro mais frequente,

com 5% dos casos;

4. O perfil IS (= LVA) foi 0 penultimo nessa

ordem, com 3.3% dos casos;

5. O perfil ISO foi o Gltimo, com 3.3% dos

casos na prevaléncia da infeccéo.

Este estudo representou, também, a primeira
experiéncia no sentido de propor o mais largo espectro
clinico-imunolégico da infecgdo humana por L. (L.)
I. chagasi no Novo Mundo, usando uma metodologia
simples, barata e reproduzivel. Conforme referido,
essa abordagem permitiu a identificacdo de 5 perfis
clinico-imunologicos, dois a mais, o ISR (Infeccdo
sub-clinica resistente) e o Il (Infeccdo inicial
indeterminada), que os trés, IA (Infeccéo
assintomatica), IS (Infeccdo sintomatica= LVA ativa)
e ISO (Infeccdo sub-clinica oligosintomatica),
previamente j& reconhecidos por outros
autore313,14,15,16,17.

Este espectro proposto tem a vantagem de
promover uma visibilidade melhor sobre as
alternativas clinicas e imunolégicas que tomam parte
na interacdo entre a L. (L.) i. chagasi e a resposta
imune do homem, além de representar uma ferramenta
importante para ser usada em programas de controle
da LVA. Além disso, a amplitude desse espectro com
5 perfis clinico-imunoldgicos pode estar refletindo,
também, o polimorfismo genético associado aos
mecanismos imunoldgicos responsaveis pela
resisténcia contra a infeccdo humana por espécies de
Leishmania que causam leishmaniose visceral?"283233,

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

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

Outro achado significante deste estudo foi
identificar os individuos infectados no perfil 11l
(Infecgéo inicial indeterminada), ja que 0s mesmos
apresentavam o mais incipiente estagio da infecgéo,
com uma aparente tendéncia em desenvolver,
preferencialmente, a resposta humoral, porém, sem
uma definicdo ainda do seu perfil de resposta
imunolodgica. Esta condi¢do foi fundamental para
considera-lo uma infecgdo inicial indeterminada, com
potencial para desenvolver-se tanto para os perfis de
resisténcia imune, 1A e ISR, como para os perfis de
susceptibilidade imune, IS (= LVA) e ISO. Esta
condigéo dubia conferiu ao perfil 11l uma importancia
crucial em programas de controle da LVA humana, ja
que pode servir no monitoramento de individuos
recem- infectados na &rea endémica.

Neste estudo foi observado, também, que a
idade pode influenciar o desenvolvimento da infecgéo.
A este respeito, a maioria dos autores tem mostrado
um ndmero maior de casos com infecgéo sub-clinica
oligosintomética do que com LVA, em criangas com
até 15 anos de idade®®*, ou até 5 anos'’. No presente
trabalho, foram mostradas taxas de freqiiéncia iguais
de 3.3% para os perfis clinico-imunoldgicos IS (=
LVA) e ISO, provavelmente, porque foram avaliados
individuos de diferentes idades, sem prestigiar uma
determinada faixa etaria, sugerindo que nos trabalhos

citados pode ter havido uma concentracdo de
individuos susceptiveis na amostra examinada.

De fato, a influéncia da idade no
desenvolvimento da infecgdo foi demonstrada
comparando-se a idade entre os dois perfis, ja que a
média de idade do perfil ISO (33.6 anos) foi maior
(p< 0.05) que a do perfil IS (10.7 anos), sugerindo
que individuos maiores de idade parecem desenvolver
uma resposta imune Th1l mais eficiente contra a
infeccdo e uma condigdo menor para desenvolver o
perfil SI (= LVA).

Por dltimo, em trabalho recente, também, do
tipo seccional realizado em outra localidade do
nordeste do Estado do Pard, municipio de Cameta *,
com incidéncia de LVA maior que no municipio de
Barcarena®, foi possivel confirmar a utilidade deste
tipo de abordagem para avaliar a transmissdo e o
espectro clinico-imunoldgico da infec¢cdo humana por
L. (L.)i. chagasi nareferida localidade. A prevaléncia
da infeccdo de 18.4% foi maior (p< 0.05) que a
encontrada em Santana do Cafezal (Barcarena) de
12.6%, e as taxas de freqiiéncia dos perfis clinico-
imunoldgicos ficaram estabelecidas na seguinte
ordem: 1A 47.5%, 111 25.7%, ISR 22.3%, I1SO 3.9% e
IS (= LVA) 0.5%. Estes resultados sugerem que em
uma area com elevado nivel de transmissdo da
infeccdo, onde as taxas de freqiiéncia dos perfis Il e
ISR sdo também altos, deve existir uma grande
concentracdo de casos recentes da infeccdo (25.7%),
sendo superada somente pela freqiiéncia dos casos
estabelecidos no perfil de resisténcia imunoldgica IA
(47.5%).

SUMMARY

EPIDEMIOGIC, CLINICAL AND IMMUNOLOGICAL THE HUMAN Leishmania (Leishmania) infantum chagasi
INFECTION IN ENDEMIC AREA OF VISCERAL LEISHMANIASIS IN PARA

Mario de Souza ROSAS FILHO e Fernando Tobias SILVEIRA

Obijectives: the objectives of the study were i) to identify individuals with the symptomatic and/or asymptomatic infection
due to Leishmania (L.) chagasi, ii) to study the two types of infection, both clinically and immunologically, and iii) to
determine the prevalence of infection at the beginning of the study. Methods: this was a transectional study of a cohort
of 946 individuals of both sexes, from one year old and upwards, living in endemic area of American visceral leishmaniasis
(AVL), municipality of Barcarena, Para, Brazil. For the diagnosis of infection, there were used the delayed
hypersensitivity skin reaction (LST) and the indirect fluorescent antibody test (IFAT). Results: there were diagnosed
120 cases of infection, with the prevalence of 12.6%; 8 cases showed high sero-reactivity (1.280 to 10.240, IgG) to
IFAT and no reaction to LST; being 4 cases of typical AVL and other 4 cases of sub-clinical oligosymptomatic infection.
Conclusion: the two immunodiagnostic methods used, simultaneously, with the clinical examination enabled to identify
5 clinical-immunological profiles: Asymptomatic Infection (Al) 73.4%; Sub-clinical Resistant Infection (SRI) 15%;
Sub-clinical Oligosymptomatic Infection (SOI) 3%; Symptomatic Infection (= AVL) 3% and, Indeterminate Initial
Infection (111) 5%.
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Anexo 1 — Relagéo de llustracoes
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Figura 1 - Distribuicdo da frequiéncia da infec¢do humana por Leishmania (L.) chagasi na localidade
Santana do Cafezal, Barcarena, Para, segundo a faixa de idade.
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Figura 2 — Distribuicéo da freqliéncia das reagdes intradérmicas de Montenegro (RIM),
segundo os intervalos das reagdes (mm). *
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Figura 3 — Distribuicdo da freqiiéncia das rea¢des de imunofluorescéncia indireta (RIFI), segundo os
intervalos das reagdes sorolégicas (1gG).
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Figura 4 — Distribuicao da frequiéncia dos perfis clinico-imunolégicos relativos a infeccdo humana por Leishmania (L.) chagasi na
localidade Santana do Cafezal, Barcarena, Para. 1A: Infec¢do Assintomatica; ISR: Infeccdo Sub-clinica Resistente; I11: Infeccdo
Inicial Indeterminada; IS: Infec¢do Sintomética (= Leishmaniose Visceral Americana) e, ISO: Infeccdo Sub-clinica Oligosintomatica.
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Polo Imunologico Susceptivel Polo Imunologico Resistente

Infeccdo Sintomatica (LVA) Infeccdo Assintomatica

RIM- RIM +/++++

RIFI +++/++++ RIFI-

Infecgiio Sub-clinica Oligosintomatica Infeccao Sub-clinica Resistente

RIM - RIM +/++

RIFI +++/++++ RIFT +/++

Infec¢ao Inicial Indeterminada
RIM -
RIFI +/++

Quadro 1 - Espectro clinico e imunolégico da infec¢do humana por Leishmania (L.) chagasi.

RIFI: reacdo de imunofluorescéncia indireta (1gG)
RIFI ++++: 5.120-10240 (1gG)

RIFI +++: 1.280-2.560 (IgG)

RIFI ++: 320-640 (IgG)

RIFI +: 80-160 (1gG)

RIFI —: negativo

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

RIM —: negativa

IA: Infeccdo Assintomatica

IS: Infeccdo Sintomatica (= LVA)

I1SO: Infecgdo Sub-clinica Oligosintomatica
ISR: Infeccdo Sub-clinica Resistente

I11: Infeccdo Inicial Indeterminada

Endereco para correspondéncia:
Mario de Souza Rosas Filho

E-mail: mariorosastfh@yahoo.com.br
Fone: 9941-9213
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