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RESUMO

Este é o primeiro estudo na regido Centro-Oeste do Brasil que relata a presenca de
infeccdo assintomatica por Leishmania em criancas de area de transmissdo esporadica
de leishmaniose visceral. O objetivo do trabalho foi avaliar a exposicdo humana ao
parasito Leishmania sp. e a saliva de Lutzomyia longipalpis. Anticorpos anti-
Leishmania foram detectados pela técnica de Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
(ELISA) em 20,1% dos 492 participantes, e 38,6% das criancas apresentaram teste de
hipersensibilidade tardia (DTH) positivo. Positividade para anticorpos anti-Leishmania
e para DTH, foi observada simultaneamente em 10,4% das criangas. A prevaléncia
soroldgica foi maior nas criancas de 7 a 9 anos de idade. Todas as amostras foram
avaliadas pelo teste rapido rK39 e nenhuma mostrou-se positiva. Do total de 492
criancgas, anticorpos antissaliva de Lutzomyia longipalpis foram detectados em 38,4%.
Houve maior porcentagem (64,7%) de criangas com valores de anticorpos antissaliva de
Lutzomyia longipalpis nas criancas positivas para anti-Leishmania e para o teste de
hipersensibilidade do tipo tardia (n=84) com 34,8%. A presenca de anticorpos
antissaliva de Lutzomyia longipalpis correlacionou-se fortemente com a protecdo a
infeccdo e o desenvolvimento de anticorpos anti-Leishmania. Os resultados revelam que
as criancas foram expostas as picadas de flebotomineos Lutzomyia longipalpis e ao
protozoario Leishmania sp., com aparente imunocompeténcia, pois nenhuma delas,
durante o acompanhamento clinico, apresentou sintomatologia sugestiva de
leishmaniose visceral. Os resultados relativos a pesquisa de 1gG antissaliva de
Lutzomyia longipalpis mostraram que, do mesmo modo que muitas criancas foram
expostas a flebotomineos possivelmente infectados, também desenvolveram anticorpos
antissaliva, o que pode indicar que a saliva possui poder imunogénico, podendo ser

utilizado como marcador epidemiologico de exposicao.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral, Lutzomyia longipalpis, Saliva, Infeccdo

Assintomatica, Teste Rapido.



ABSTRACT

This is the first study in the Central-West Brazil reports the presence of asymptomatic
infection by Leishmania in sporadic transmission area. The aim of this work was to
evaluate human exposure to saliva of Lutzomyia longipalpis and parasite Leishmania sp.
anti-Leishmania. Antibodies were detected by Enzyme Linked Immuno Sorbent
technique assay (ELISA) in 20.2% participants of 492, and 38.7% of children showed
positive DTH. Positivity for antibodies anti-Leishmania and stop DTH, was observed in
10.4%. Serological prevalence was higher in children aged 7 to 9 years of age. The
presence of antissaliva antibodies of Lutzomyia longipalpis correlated strongly with the
protection and development of anti-Leishmania antibodies. Total of 492 children,
antissaliva antibodies of Lutzomyia longipalpis were detected in 38.4% of 492
participants. There was a higher percentage (64.7%) of children with values of
antissaliva antibodies of Lutzomyia longipalpis in children same stop anti-Leishmania
and stop the late-type hypersensitivity test (n=84) with 34.8%. All as if were evaluated
by the quick test rK39 and no proved positive. The results show that, as children were
exposed to flebotomineo and the protozoan, with apparent immune competence,
because none of them, during follow-up, minister symptomatology suggestive of
visceral leishmaniasis. The results of research of antissaliva IgG capital of Lutzomyia
longipalpis showed that, in the same way many children were exposed to infected sand
fly, also developed the antissaliva antibodies may indicate the saliva sand fly has high

immunogenic, but may be notes as epidemiological marker of exposure.

Keywords: Visceral Leishmaniasis, Lutzomyia longipalpis, Saliva, Asymptomatic

Infection, Rapid Test.



1 INTRODUCAO

Em Mato Grosso do Sul, a leishmaniose visceral (LV) é endémica e as
caracteristicas de introducdo e dispersdo da doenca no Estado tém semelhanca
epidemioldgica com outras areas de ocorréncia, com a doenca canina precedendo 0s
casos humanos.

Na cidade de Dourados-MS, casos de LV em cées tém sido identificados pelo
Centro de Controle de Zoonoses desde 2003, e hoje a doenca figura como um
importante agravo entre os animais sendo motivo de preocupacao tanto para os clinicos
quanto para os 6rgdos de controle.

A leishmaniose visceral apresenta um amplo espectro clinico manifestando-se
desde forma assintomatica ou inaparente; oligossintomatica ou subclinica e a forma
classica. E uma doenca sistémica, podendo acometer varios 6rgdos, principalmente o
figado, o baco e a medula 6ssea. Apresenta evolucdo longa, podendo durar alguns meses
ou até ultrapassar o periodo de um ano e se nao tratada, pode ser fatal.

Na infeccdo assintomatica, os individuos apresentam o protozoario circulante,
mas ndo possuem manifestacdes clinicas da doenca. Em areas endémicas esta forma é
muito comum, encontrando-se individuos com reagdes soroldgicas positivas, porém
com baixo nivel de anticorpos anti-Leishmania.

As infecgbes subclinicas sdo marcadas por sintomatologia inespecifica e
discreta, ocorre preferencialmente em criancgas, e na maioria dos casos evolui para cura
espontanea, porém pode progredir para a forma classica da doenca.

A LV cléssica expressa febre irregular prolongada, hepatoesplenomegalia,
anemia, palidez cutaneo-mucosa, anorexia, debilidade progressiva, podendo ocorrer
também manifestacdes intestinais e fendmenos hemorragicos.

A LV assintomatica tem sido uma preocupacao crescente, pois sabe-se que o
parasita a qualquer momento pode manifestar-se e passar a se multiplicar com rapidez
no sistema monocitico fagocitario humano, dependendo de fatores como estado
imunoldgico e nutricional do paciente. Assim, tém surgido novas pesquisas nos
principais estados do Brasil em que esta parasitose é considerada endémica.

A confirmacdo da presenca de Lutzomyia longipalpis, principal vetor de
Leishmania infantum, agente etioldgico da leishmaniose visceral, e sua alta densidade
na area urbana e peri-urbana da cidade de Dourados, aliado ao incremento progressivo

no numero de casos caninos e as observagdes epidemioldgicas e/ou experimentais que
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sugerem a maior incidéncia de LV humana em domicilios que albergam cées infectados,
faz aumentar o alerta e a busca por melhor conhecimento da situacdo epidemioldgica
dessa parasitose em &rea de trasmissao esporadica como a cidade de Dourados.

Lutzomyia longipalpis é o principal vetor de Leishmania infantum na América
Latina e dada sua importancia, muitos estudos tém sido realizados focando a sua
interacd0 com 0s hospedeiros, especialmente na agdo da saliva nos processos de
hematofagia e de transmissdo do parasito, tentando preencher lacunas no conhecimento
dessas interacoes.

No ciclo natural de transmissdo da leishmaniose visceral, as fémeas de
flebotomineos infectadas regurgitam formas promastigotas na pele de hospedeiro junto
com a saliva. Componentes salivares possuem propriedades imunomodulatorias que
facilitam o estabelecimento da infeccdo no hospedeiro. Sabe-se que proteinas
imunossupressoras estdo presentes na saliva da maioria dos artropodes que realizam
repasto sanguineo, o que pode ser uma razdo para que 0S mesmos atuem como vetores
na transmissao de agentes patogénicos e no desenvolvimento da doenca no hospedeiro.

Alguns estudos provam que a saliva de flebotomineos exerce importante papel
como anticoagulante, além de possuir 0 mais potente vasodilatador conhecido, o
maxadilan que inibe a acdo de macrdfagos, aumenta o fluxo sanguineo e assim acelera e
otimiza o repasto sanguineo. Além do maxadilan, foi provado a existéncia de um grande
nimero de substancias nos extratos salivares de flebotomineos, que incluem a
habilidade de inibir a hemostasia, vasoconstri¢do e desenvolvimento da inflamacéo e da
resposta imune. Estas proteinas salivares mostraram ser imunogénicas para seres
humanos, cées e ratos.

Durante o repasto sanguineo, a fémea de flebotomineo introduz suas pecas
bucais na pele do hospedeiro vertebrado, causando traumas e laceracdo de pequenos
vasos e hemorragia local. A picada do inseto exerce na pele uma acdo mecanica e
enzimatica por meio da saliva, e mecanismos naturais de defesa do hospedeiro séo
ativados no local da inoculacdo, tais como reagdes do sistema complemento, ativagdo de
trombinas, plaquetas, anticorpos naturais e fagocitos. Repetidas exposi¢des ao
homogeneizado de extrato salivar de Lutzomyia longipalpis em ratos mostrou protecao
suficiente para impedir o desenvolvimento da doenca.

Fatores inerentes ao hospedeiro também podem afetar o processo da infecgéo
por Leishmania spp, destacando-se a presenca de determinadas citocinas durante 0s

eventos iniciais da diferenciacdo celular e os mecanismos sinalizadores usados pelas
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subclasses de células T auxiliares. Em condi¢des normais, varias células fagociticas
englobam os parasitos, que se multiplicam rapidamente e resistem a acdo destruidora
dos macréfagos, culminando com o rompimento da célula antes que a mesma exerca seu
papel de destruicdo dos parasitos.

Este quadro de interacdes entre componentes da saliva, proteinas da superficie
do parasito e padrfes distintos de resposta mediada por linfocitos determinam o curso
da relagdo parasito-hospedeiro, ou seja, suscetibilidade ou resisténcia, tendo em vista
que o maxadilan, as interleucinas e prostaglandinas sdo capazes de potencializar a
visceralizacdo do parasito e o desenvolvimento da doenca.

Estudos voltados para a interacdo da saliva com o sistema imune de hospedeiros
vertebrados fazem-se ainda mais necessarios depois da demonstracdo in vivo de
protecdo contra a infec¢do por Leishmania conferida pela imunizacdo com componentes
salivares. Neste contexto, este estudo justifica-se devido a necessidade de esclarecer se a
populacdo humana de areas com leishmaniose visceral canina encontra-se exposta as
picadas de Lutzomyia longipalpis e, consequentemente ao protozoario.

A analise da presenca de marcadores sorologicos preditivos de suscetibilidade
ou resisténcia € de grande importancia no estudo da leishmaniose visceral, pois podera
contribuir para o desenvolvimento de estratégias de controle epidemioldgico, visto que
as proteinas salivares do vetor representam um potencial marcador de exposicdo aos
reservatorios do agente etiologico, contribuindo para a compreensdo das interacbes
entre vetor-hospedeiro neste agravo de grande importancia em saide publica.

Diante destas informacdes e o incipiente conhecimento sobre o papel dos
portadores assintomaticos na leishmaniose visceral, a hipotese que se levanta é se
individuos que residem numa area com presenca de Lutzomyia longipalpis, seriam
capazes de desenvolver imunidade antissaliva e uma resposta imune contra Leishmania

infantum.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral também conhecida como Calazar tem por agentes
etiologicos, protozoéarios pertencentes ao filo Sarcomastigophora, ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae, sendo conhecidas trés espécies pertencentes ao complexo
Leishmania (Leishmania) donovani (HERWALDT, 1999), quais sejam, Leishmania (L.)
donovani, agente causador de uma antroponose na India e em algumas regibes da
Africa, onde o homem é o Unico reservatorio; L. (L.) infantum encontrada em parte dos
continentes asiatico, africano e europeu, responsavel por uma zoonose de canideos
silvestres, tendo o cdo como reservatorio doméstico do protozoario, a semelhanca da
parasitose que ocorre no Novo Mundo, pois trabalhos utilizando analises genética e
fenética, ndo mostram distingdo entre L. infantum e L. chagasi, por isso, acredita-se que
0s parasitos constituem uma Unica espécie (GRIMALDI; DAVID; MAHON-PRATT,
1987, MAURICIO; STOTHARD; MILES, 2000).

A leishmaniose acomete cerca de 12 a 15 milhdes de individuos em todo o
mundo, principalmente aqueles residentes em areas tropicais e subtropicais do planeta.
Estima-se que 500.000 novos casos e 20.000 a 30.000 mortes ocorrem anualmente,
constituindo assim um crescente problema de sadde publica, acometendo boa parte dos
continentes (WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2014).

A leishmaniose visceral € uma doenca sistémica, podendo acometer varios
orgdos, principalmente o figado, o baco e a medula Gssea. Caracteriza-se por acessos
irregulares de febre, perda de peso, aumento do bago e do figado e anemia. Apresenta
evolucgéo longa, podendo durar alguns meses ou até ultrapassar o periodo de um ano e
se nado tratada, pode ser fatal (BRASIL, 2014).

A transmissdo usual de Leishmania spp ocorre a partir da picada de insetos
vetores, flebotomineos. Apenas as fémeas sdo hematOfagas. Estas estdo aptas a
hematofagia no primeiro dia de vida, porém normalmente a realizam apos o segundo
dia, tempo em que suas pegas bucais ja se encontram rigidas e as glandulas salivares
amadurecidas (VOLF; TESAROVA: NOHYNKOVA, 2000; PRATES; SANTOS;
MIRANDA, 2008). O ciclo de vida do parasito inicia-se quando uma fémea ingere

formas amastigotas de Leishmania durante o repasto sanguineo no hospedeiro
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vertebrado infectado. Apos a picada, as amastigotas ingeridas juntamente com o sangue,
livres ou no interior dos macrofagos, se diferenciam em formas promastigotas no
intestino do inseto vetor, multiplicam-se e atingem o estdgio de promastigota
metaciclica, forma infectante para os hospedeiros vertebrados. A transmissdo do
parasito ocorre quando o flebotomineo infectado faz um segundo repasto sanguineo e
inocula as formas infectantes na pele do vertebrado juntamente com a saliva (KAYE;
SCOTT, 2011) (Figura 1).

Figura 1- Ciclo de vida de Leishmania sp.
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Fonte: Adaptado de Kaye; Scott (2011).

2.2 Diagnostico da leishmaniose visceral

Na leishmaniose as caracteristicas clinicas e epidemiologicas ndo séo sempre

especificas podendo se confundir com outras patologias. Assim, o diagndstico
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laboratorial € necessario para confirmar a suspeita clinica, e fatores como a agilidade e a
confiabilidade dos resultados s&o essenciais para o tratamento oportuno e controle
epidemiolégico da parasitose. Entretanto, as técnicas de diagndstico de maior
sensibilidade necessitam de médo de obra qualificada e/ou equipamentos complexos,
cuja disponibilidade em areas endémicas, onde sdo mais necessarios, é limitada.

Nesse contexto, o diagnostico da LV ainda pode ser considerado um problema
importante e de dificil solugdo. Guerin et al. (2002) realizaram um estudo na India que
exemplificou a dificuldade da confirmacao diagnostica ao estimar aproximadamente em
7,7 meses 0 tempo entre inicio dos sintomas e o diagnostico definitivo da doenca. No
Brasil, Pastorino et al. (2002); Queiroz; Alves; Correia, (2004) Brustoloni et al. (2010);
Oliveira et al. (2010), descrevem que ha grande variabilidade em relacdo ao tempo de
evolucdo da doenca encontrada, periodos que variam de dois a seis meses em média. A
demora no diagnostico e tratamento dos pacientes com LV, tem sido fatores de risco

para morte.

2.2.1 Diagnostico parasitolégico

O padrao “ouro” no diagnostico da leishmaniose visceral ainda sdo as técnicas
baseadas na deteccdo direta e no isolamento em cultivo in vitro do parasito. Apesar da
vantagem de apresentarem metodologia simples para realizacdo dessas técnicas, ha a
necessidade da coleta de aspirados de medula 6ssea, baco, linfonodo ou de figado, o que
torna esses procedimentos invasivos e arriscados. Embora a especificidade da
microscopia direta seja elevada, a sensibilidade é muito varidvel com niveis relatados
em torno de 55% a 97% em material de medula déssea, 95% em aspirados esplénicos e
60% em linfonodos (MURRAY et al., 2005; SINGH, 2006).

A coleta do aspirado de baco, figado ou medula 6ssea requer experiéncia do
profissional que a realiza; o procedimento € dificil de ser executado fora de um hospital
ou de um centro especializado; e também apresenta algumas contraindicacdes, como em
casos de anemia grave, tendéncia a hemorragia ou durante a gestacdo (DESJEUX,
2004). Durante a puncdo do baco ou figado pode haver complicagdes, causando
sangramentos o que torna esse procedimento arriscado e potencialmente fatal (SIDDIG
et al., 1988; ZIJLSTRA et al., 2002). Apesar disso, 0 exame microscopico de aspirado
de medula 6ssea € um método diagndstico seguro para 0s pacientes pediatricos e que

oferece grande sensibilidade (85%-95%) para demonstragdo do parasita
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(SRIVASTAVA et al., 2011; KAFETZIS; MALTEZOU, 2012). No entanto, puncfes
repetidas podem ser necessarias para o aumento da sensibilidade da técnica.

O cultivo dos parasitos pode ser usado como alternativa para aumentar a
sensibilidade. Entretanto, a cultura de tecidos, geralmente realizada em meios
enriquecidos apropriados (meio liquido de LIT — “liver infusion tryptose” ou de
Schneider, e meio NNN — “Novy MacNeal — Nicolle”) é demorada, com crescimento de
parasitos demandando dias ou semanas, ndo sendo adequada para casos que requeiram
decisbes imediatas (MURRAY, 2000; BRASIL, 2014). Em relacdo aos indices de
positividade da mielocultura, ha variagcbes em torno de 40%-50%, enquanto que a de
aspirado esplénico situa-se em torno de 70-98% (SINGH; SIVAKUMAR, 2003).

2.2.2 Diagnostico Soroldgico

Uma resposta do tipo humoral com elevados niveis de anticorpos é observada
entre os pacientes com LV antes da resposta celular (BURS et al., 1993). Sendo assim, a
utilizacdo da sorologia tem sido explorada para o diagndstico da doenca em pacientes
imunologicamente competentes.

O Ministério da Saude recomenda a utilizacdo da reacdo de imunofluorescéncia
indireta e ensaio imunoenzimatico ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e
recentemente o teste imunocromatografico rkK39, devido a sua rapida aplicacao e facil

interpretacdo.

2.2.2.1 ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

E usada para diagnostico de muitas doencas infecciosas, incluindo as
leishmanioses e baseia-se na reagdo antigeno-anticorpo, detectada por um anticorpo
contra a especie avaliada, conjugado a uma enzima. A detec¢do do complexo Ag/Ac é
revelada por um sal cromogeno. A intensidade da reacdo é medida pela densidade otica
(DO) em um espectofotdmetro. O teste tem sido o de maior escolha para o diagnostico
da LV, pois é um método préatico, rapido, de resultados confidveis e mostra-se uma
técnica muito sensivel e especifica. Entretanto, seus valores dependem da qualidade dos
antigenos empregados. O antigeno total soltvel de Leishmania é o mais utilizado, com
sensibilidade entre 80%-100%, porém tem a desvantagem de ser pouco estavel,

apresentando uma reprodutibilidade pouco satisfatoria e, em baixa titulacdo da amostra,
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apresenta reacfes cruzadas com tuberculose, toxoplasmose e tripanossomose
(MAURICIO; STOTHARD; MILES, 2000; KUMAR et al., 2001; SUNDAR; RAlI,
2002; SRIVASTAVA et al., 2011).

A obtencdo de antigenos tém sido melhorada através da utilizacao da tecnologia
do DNA recombinante, com a producdo e purificacdo em grandes quantidades, de
moléculas recombinantes e de relevancia no diagndstico (SUNDAR; RAI, 2002;
MOHAPATRA et al., 2010).

O produto recombinante rK39 provou ser um antigeno muito sensivel e
especifico para o diagnostico soroldgico de LV (BURS et al., 1993; BADARO et al.,
1996). O rK39 ¢é especifico para espécies do complexo L. donovani e quando aplicado
no teste ELISA, mostrou 100% de especificidade e 98% de sensibilidade (BURS et al.,
1993). Pode-se citar outros antigenos recombinantes ja utilizados e em fase de
validacao, como o rK28 e 0 rK26 (PATTABHI et al., 2010).

2.2.2.2 Teste Imunocromatografico rk39

O teste rapido (Kalazar Detect™) é um teste imunocromatogréfico produzido
pela InBios International, Seattle, WA, USA, destinado a determinacdo qualitativa de
anticorpos no soro, que permite a deteccdo rapida de anticorpos contra Leishmania sp.
O produto é composto de uma membrana de nitrocelulose, uma ampola contendo
tampdo, uma lanceta, um tubo capilar plastico e alcool. Na membrana de nitrocelulose
esta adsorvido o antigeno rK39, formando a linha teste e anti-lgG humano, constituindo
a linha controle (ANDERSON; LITWIN; WELCH, 2008).

O teste imunocromatografico rK39 tornou-se popular nos ultimos anos
(SRIVASTAVA et al., 2011), por ser um teste de aplicagdo rapida (“dipstick™), de facil
interpretacdo, com leitura em 10 minutos. E um método diagndstico de imunoensaio
qualitativo e baseia-se na reacdo do sangue ou soro do paciente com o antigeno
recombinante de Leishmania, rK39, purificado e fixado em papel de nitrocelulose
(SUNDAR; RAI, 2002; GONTHO; MELO, 2004).

O antigeno recombinante K39 (rK39) € especifico para as espécies do complexo
L. donovani (BURS et al., 1993; GONTIJO; MELO, 2004).

Em pacientes sintomaticos, a sensibilidade do teste imunocromatografico rk39 é
alta 90-100% (SUNDAR; RAI, 2002; VEEKEN et al., 2003), enquanto que a
especificidade pode variar muito de acordo com a regido (SUNDAR; RAI, 2002).
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Estudo de meta-andlise para a validacdo do teste mostrou sensibilidade de 93,9% e
especificidade de 95,3% com intervalo de confianga de 95% (CHAPPUIS et al., 2007;
COTA; SOUZA; RABELLO, 2011).

3 INFECCAO ASSINTOMATICA

A infeccdo assintomatica vem sendo apresentada com certa relevancia em varios
paises como india (DAS et al., 2011); Africa (FAKHAR et al., 2008); Italia (BIGLINO
et al., 2010); Ird (SOUHAILA; KHAWLA; KHITAM, 2010) e Brasil (BARAO et al.,
2007; VIANA et al., 2008; FRANCA et al., 2013).

H& muita discussdo sobre a interacdo entre espécies visceralizantes de
Leishmania e a resposta imune humana, assim como sobre 0s mecanismos
imunolégicos responsaveis pelas manifestacdes clinicas que resultam dessa interagéo.

Em relacéo a resposta imune humoral na leishmaniose, testes soroldgicos tém
sido de grande importancia no diagnostico e em inquéritos epidemioldgicos, pois além
de analisar a presenca de anticorpos anti-Leishmania, permitem avaliar o curso
evolutivo da infecgéo e auxiliar na compreensdo dos mecanismos de controle do sistema
imune sobre os parasitos (TRUJILLO et al., 1999).

Métodos imunologicos sdao os melhores e mais utilizados na pratica diaria para
avaliar a resposta imune humana contra a infeccdo assintomatica por Leishmania e
auxiliar na avaliacdo epidemioldgica. Em geral, dois tipos de testes tém sido escolhidos:
a reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o ensaio imunoenzimatico (ELISA)
que permitem avaliar a resposta imune humoral (resposta imune CD4+ Th2) e (resposta
imune CD4+ Thl) avaliada pelo teste de hipersensibilidade retardada (Delayed Type
Hipersensitivity - DTH).

Nos ensaios, geralmente apenas um tipo de teste imunodioagnostico tem sido
utilizado para avaliar a resposta humoral ou a celular, o que dificulta a abordagem mais
ampla da resposta imune. Com o objetivo de ilustrar estas situacGes, é importante
mencionar estudos feitos na Africa, especialmente no Suddo (ZIJLTRA et al., 2002) e
na Etiopia (ALI, ASHFORD, 1994), relatando a epidemiologia, as manifestacfes
clinicas e a imunologia da infeccdo humana causada por Leishmania (Leishmania)
donovani, usando o DTH para explorar a hipersensibilidade do tipo tardia ou o ELISA

para investigar a resposta de deteccdo de anticorpos.
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Em alguns paises asiaticos, como india (SUNDAR; SAHU; MEHTA, 2003) e
Nepal (SCHENKEL et al., 2006) onde ¢ alta a prevaléncia de leishmaniose causada por
L. (L.) donovani, foram usadas abordagens imunoldgicas semelhantes as da Africa para
compreender os aspectos da doenca humana. Em paises mediterraneos da Europa, como
a Itdlia (PAMPIGLIONE et al., 1975), Espanha (GARROTE et al., 2004) e Grécia
(PAPADOPOULOU et al., 2005), onde L. (L.) infantum, é agente de leishmaniose
visceral humana, as investigacbes imunoldgicas da infeccdo humana utilizaram a
associacdo dos testes intradérmico e de pesquisa de anticorpos.

Os estudos de prevaléncia de infeccdo por Leishmania infantum tém sido
desenvolvidos com as mais variadas ferramentas de diagnéstico. Na América do Sul,
onde o Brasil concentra a maior incidéncia de LV por L. (L.) infantum, poucos estudos
baseados em testes isolados, relatam a epidemiologia e aspectos clinicos e imunolégicos
da infeccdo, e quando utilizam associacdo de testes, estes sdo realizados em criancgas
(BADARO et al., 1986a; BADARO et al., 1986b; REED et al., 1986; JERONIMO et
al., 2000; BARRAL et al., 2000; GAMA et al., 2004; NASCIMENTO et al., 2005).

No Brasil, os testes mais utilizados para a avaliacdo da prevaléncia de infeccao
sdo as provas sorologicas por meio da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e
ELISA, sendo estas consideradas, como métodos de escolha para inquéritos
populacionais (GONTIJO; MELO, 2004). Alguns estudos sdo de base molecular,
permitindo a deteccdo de DNA parasitario em amostras de sangue periférico
(OLIVEIRA et al., 2006; BIGLINO et al., 2010).

No Brasil a maioria dos estudos de prevaléncia foi realizada na regido nordeste,
langando mao de diferentes técnicas (D’OLIVEIRA et al., 1997). Em duas localidades
no Maranhdo (MA) foram encontradas prevaléncias de 18,6% e 13,5% para os testes de
ELISA e DTH, respectivamente, sem associacdo com as caracteristicas da populacdo
estudada (CALDAS et al., 2001).

Apos a inoculagdo do parasito, a infeccdo por L. infantum pode levar a uma
resposta imunoldgica especifica por parte do hospedeiro, caracterizada pelo aumento de
células T CD4+ e um perfil de citocinas Thl. A resposta imune celular é caracterizada
por altos niveis na producéo de citocinas inflamatorias como IFN-y, TNF-o, CXCL9 ¢
baixos niveis de citocinas reguladoras como IL-10 e IL-5 (CARVALHO et al., 2012).
Paralelamente a essa resposta, a sobrevivéncia da Leishmania depende da evasdo do
sistema imune, sendo que este parasito é altamente adaptado para execucdo desse
mecanismo de sobrevivéncia (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002).
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O controle da infeccdo por Leishmania sp. no meio intracelular é dependente da
resposta imune mediada por células, pois 0 macrofago € a principal célula efetora da
eliminacdo das formas amastigotas ap6s sua ativagdo pelos linfocitos T helper. Para que
a replicacdo parasitaria ndo ocorra, € necessario predominancia da resposta imune
celular do tipo Th1l, envolvendo linfécitos CD4 e CD8 e citocinas como IFN-y, TNF-a,
IL-2, sintese de derivados de N, a exemplo do éxido nitrico (NO) e perdxido de
hidrogénio (H20,) (KAYE; SCOTT, 2011). Dessa forma, uma atuacédo equilibrada do
sistema imunoldgico € muito importante para que o parasito ndo cause danos, fazendo
com que embora permaneca presente ndo cause doenca.

Levando em consideracdo a semelhanga da resposta imune nas infecgdes por
Leishmania sp., em residentes de area endémica para L. braziliensis, cerca de 10-20%
dos individuos sem histdria de leishmaniose tegumentar e sem cicatrizes compativeis,
apresentam DTH positivo caracterizando uma forma subclinica da doenca. A resposta
imune nesses individuos é caracterizada pelo controle da replicacdo parasitaria e
auséncia de dano tecidual, o que pode ser explicado por estes individuos apresentarem
uma resposta moderada e modulada, com presenga de menores niveis de IFN-y e de
TNF-0 e maior produgdo de IL-10 quando comparados com pacientes com leishmaniose
cutanea (FOLLADOR et al., 2002). Giudice et al., (2012) citam também, a
possibilidade desses individuos controlarem a infec¢do por meio da resposta inata, uma
vez que macrofagos de individuos com a forma subclinica eliminam L. braziliensis de
maneira mais eficiente do que macrofagos de pacientes com a forma cutdnea da
parasitose.

A manutencdo da imunidade especifica a Leishmania nos individuos
assintomaticos reforca a ideia de que o estimulo frequente do parasito pode conferir

protecao contra a reativacdo ou reinfeccdo pela Leishmania (BITTAR et al., 2007).

4 SALIVA DO FLEBOTOMINEO

Uma variedade de substancias encontradas na saliva de artrépodes hematdfagos
inclui, entre outras, moléculas com atividades anticoagulante, anti-inflamatdria, anti-
histaminica e vasodilatadora, que facilitam a aquisicdo do sangue por diminuirem a
percepcdo do hospedeiro vertebrado e interferem no processo da hemostasia (RIBEIRO,
1987; TITUS; RIBEIRO, 1988; RIBEIRO; FRANCISCHETTI, 2003).
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Em flebotomineos, substancias salivares tém sido identificadas e caracterizadas
por meio de varios estudos. Ribeiro et al., (1987) forneceram informag6es preliminares
sobre a influéncia da saliva de Lutzomyia longipalpis na aquisi¢do de sangue para sua
alimentacao.

A importancia da saliva dos flebotomineos na infeccao por Leishmania tem sido
mostrada em diversos estudos. Os flebotomineos injetam, junto com sua saliva, 0s
parasitos no hospedeiro vertebrado. A saliva contém um repertorio variado de moléculas
gue modulam as respostas hemostatica, inflamatoria e imune de seus hospedeiros. Um
novo e potente peptideo denominado de maxadilan, isolado apenas da saliva de Lu.
longipalpis € o principal vasodilatador presente e apresenta influéncia na infeccdo por
Leishmania (LERNER; RIBEIRO; NELSON, 1991; MORRIS et al., 2001; RIBEIRO;
FRANCISCHETTI, 2003).

Além do maxadilan outras substancias, entre elas, a apirase salivar, a 5’
nucleotidase (enzima que hidrolisa AMP formando adenosina, composto com atividades
imunossupressora, vasodilatadora e antiplaquetaria), e a adenosina deaminase (enzima
que converte a molécula de adenosina para inosina, composto com multiplos efeitos
antiinflamatdrios) estdo presentes na saliva de Lu. longipalpis (CHARLAB; ROWTON;
RIBEIRO, 2000).

Titus e Ribeiro (1988) demonstraram que extrato de glandula salivar de Lu.
longipalpis, quando inoculado juntamente com formas promastigotas de L. major nas
patas de camundongos, provocava exacerbacdo da infeccdo, com lesdo cinco a dez
vezes maior e carga parasitaria cinco mil vezes maior que nos animais inoculados
apenas com o parasito. Este fendmeno é possivel devido a diferentes mecanismos
imunomoduladores mediados pela saliva do vetor.

Em modelos murinos para estudos de leishmaniose causada por L. major, a
resisténcia ao parasito estd associada a expressdo de citocinas como interferon gama
(IFN-y), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-12 (IL-12), caracterizando
resposta imune do tipo Thl. Esta resposta promove a estimulacdo de macrofagos para
producdo de 6xido nitrico e radicais de oxigénio, lesivos ao parasito. Ja a suscetibilidade
esta ligada a expressao predominante de IL-4 e IL-10, caracteristicas de resposta do tipo
Th2 (KANE; MOSSER, 2001; SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002). Utilizando este
modelo experimental, tem-se mostrado que saliva de Lu. longipalpis direciona a
resposta imune para o tipo Th2, favorecendo o sucesso da infeccdo pelo parasito

(ANDRADE et al., 2007). Esta modulacéo é causada principalmente pela estimulagédo
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de expressédo de IL-4 e diminuicdo na expressao de IFN-y, TNF-a ¢ IL-2 pela saliva do
vetor (LIMA; TITUS, 1996; MBOW et al., 1998).

Alguns componentes especificos da saliva de Lu. longipalpis possuem
propriedades imunomodulatdrias. Morris et al., (2001) mostraram que o vasodilatador
maxadilan é capaz de exacerbar a infec¢do por L. major em camundongos com a mesma
intensidade que a saliva total. Esta exacerbacdo ocorre devido a acdo do vasodilatador
sobre os macrofagos, estimulando a producdo de citocinas do tipo Th2, ao mesmo
tempo que provoca uma diminuicdo na producdo de citocinas do tipo Thl (BRODIE et
al., 2007). Adicionalmente, a imunizacdo de camundongos com maxadilan sintético
propiciou a protecdo dos animais contra a infecc¢ao por L. major (MORRIS et al., 2001).

Outra propriedade salivar relacionada ao sistema imune é a inibicdo do sistema
complemento. Cavalcante; Pereira; Gontijo, (2003) mostraram que saliva de Lu.
longipalpis é capaz de inibir a acdo litica do sistema complemento humano tanto pela
via classica como pela via alternativa.

A inibicdo do sistema complemento pela saliva de Lu. longipalpis
provavelmente favorece o sucesso da infec¢do por Leishmania sp., pois apesar de
formas promastigotas deste protozoario possuirem meios de evasdo do complemento,
como a metalo-protease gp63, que cliva C3b em iC3b (C3b inativado), e a presenca de
lipofosfoglicano (LPG) em toda sua superficie lhe conferindo protecéo parcial contra o
complexo de ataque a membrana (CAM) (NUNES; RAMALHO-PINTO, 1996;
KANE; MOSSER, 2001;), trabalhos com L. donovani, L. tropica, L. enrietti e L.
amazonensis, mostraram que a ativacdo do complemento pode resultar na morte dos
parasitos quando o soro humano e de diferentes espécies, incluindo cées, galinhas e
cobaias, estd mais concentrado (REZAI; ARDEHALI; GETTNER, 1975; NORONHA
et al.,1998).

Em camundongos, produtos salivares de Lu. longipalpis ou Phlebotomus
papatasi exacerbam a infeccdo por Leishmania major (BELKAID et al., 1998; MBOW
et al., 1998; MORRIS et al., 2001). O poder exacerbatério da saliva de Lu. longipalpis
na infecgdo por L. major pode ser decorrente das atividades do maxadilan sobre os
macrofagos. Fatores associados com a eliminagdo do parasito, producdo de 6xido nitrico
(NO), peroxido de hidrogénio (H,O2) e TNF-a liberados por macréfagos ativados, sdo
inibidos pelo maxadilan (VALENZUELA et al., 2001)

Além da exacerbacdo da infecgdo, a saliva dos flebotomineos parece influenciar

a producdo de citocinas. Em macréfagos de camundongos estimulados por
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lipopolissacarideos (LPS), o maxadilan modulou a producdo de citocinas estimulando
padrdo de resposta do tipo Th-2, como a IL-6 e inibindo a producéo de TNF-a, molécula
fundamental para a destruicdo da Leishmania (SOARES et al., 1998). Mbow et al.
(1998) mostraram que em camundongos resistentes a infeccdo, o sonicado de glandula
salivar (SGS) de Phlebotomus papatasi quando inoculado juntamente com L. major
resultou no aumento da expressdo de RNAm de IL-4 e inibiu a produgdo de RNAm de
interferon-y (IFN-y, IL-12 e &xido nitrico-sintetase indutivel (iNOS), blogueando o
desenvolvimento da resposta protetora Thl.

Um aumento na producdo de citocina do padrdo Th2 também foi documentado
quando a saliva de Lu. longipalpis foi coinoculada com L. amazonensis, fornecendo
evidéncias de que a exacerbacdo da infec¢do correlacionou-se com o0 aumento da
producdo de IL-10 pelas células T e macr6fagos (NORSWORTHY et al., 2004).

A saliva dos flebotomineos foi capaz de aumentar a infectividade em estudos
realizados com outras espécies de Leishmania (SAMUELSON et al., 1991;
WARBURG et al., 1994; LIMA; TITUS, 1996). Leishmania braziliensis que
normalmente ndo estabelece infeccdo em camundongos, causa lesGes cutaneas
progressivas em camundongos BALB/c quando inoculada em associagdo com lisado de
glandula salivar do flebotomineo (SAMUELSON et al., 1991).

Embora os componentes salivares do flebotomineo exacerbem a infecgdo por
Leishmania, tem sido documentado que a pré-exposicdo a estes componentes ou as
picadas desses insetos, conferem protecdo contra a infeccdo. Em um modelo natural de
leishmaniose cutanea, desenvolvido por Belkaid et al. (1998), a coinoculagdo do
sonicado de glandula salivar do Phlebotomus papatasi com promastigotas metaciclicas
de L. major na derme da orelha de camundongos, resultou na exacerbacdo da infeccéo,
tanto nos suscetiveis quanto nos resistentes. Esse efeito foi completamente eliminado
em camundongos pre-expostos aos componentes da saliva. Os autores verificaram
tambem que os anticorpos antissaliva produzidos pelos animais sensibilizados
neutralizaram o efeito exacerbatorio da infecgéo.

Em camundongos BALB/c a exposi¢do frequente as picadas de Lu. longipalpis
resultou na producéo de anticorpos IgG antissaliva. Nos animais pré-expostos, a injecdo
de sonicado de glandula salivar induziu um infiltrado inflamatorio e recrutamento de
neutrofilos, macrofagos e eosinofilos mais intensos do que no grupo nao exposto,

mostrando que a saliva promove uma resposta inflamatéria inicial, que poderia criar um



23

ambiente improprio para o estabelecimento do parasito nos hospedeiros mamiferos
(SILVA; ROMERO; NASCENTES, 2011).

Camundongos preé-expostos as picadas de fleb6tomos néo infectados ficaram
protegidos contra a infeccdo por L. major, sendo esta protecdo associada a uma forte
reacao de hipersensibilidade tipo tardia (DHT) e producéo de IFN-y (KAMHAWI et al.,
2000).

Belkaid et al. (1998) investigando o efeito de picadas por Phlebotomus papatasi
em humanos e camundongos previamente sensibilizados pelas picadas deste
flebotomineo, observaram que ambos desenvolveram uma reacdo de hipersensibilidade
tipo tardia e apresentaram um aumento local do fluxo sanguineo ap6s a picada. A
caracterizagdo da resposta celular em camundongos sensibilizados mostrou acimulo de
monacitos/macréfagos, neutrofilos, células dendriticas e linfécitos CD4 nos infiltrados,
sendo a DTH dependente de células CD4+. Estes resultados sugerem que o sonicado de
glandula salivar usado para a sensibilizacdo é uma fonte de antigeno.

Valenzuela et al. (2001) caracterizaram nove proteinas salivares de P. papatasi,
sendo que um componente de 15 kDa foi capaz de conferir protecdo a camundongos
desafiados com parasitos mais homogeneizado de glandula salivar. Uma vacina de DNA
contendo o cDNA para a proteina de 15 kDa conferiu protecdo contra a infecgdo por
Leishmania. Os experimentos mostraram que camundongos geneticamente deficientes
de célula B, quando desafiados com uma vacina de DNA contendo o gene para a
proteina de 15 kDa (Pps15) do homogeneizado de glandula salivar de P. papatasi
ficaram protegidos contra um novo desafio por L. major mais homogeneizado de
glandula salivar.

Morris et al. (2001) verificaram que, em camundongos, a exacerbacdo da
infeccdo por L. major ocorreu tanto com o lisado de glandula salivar, quanto com o
maxadilan e que, a vacinagdo prévia dos animais com este componente salivar, resultou
na producéo de anticorpos antimaxadilan que se relacionou a protecéo do animal contra
infeccdo por Leishmania. Dosagens de IFN-y e 6xido nitrico realizadas nas células (na
sua maioria CD4) de linfonodos regionais destes animais, resultaram em quantidades
significativas desses produtos. Portanto, nos camundongos vacinados, resposta celular e
humoral foram estimuladas.

A protecdo conferida pelos componentes salivares do flebotomineo poderia ser
decorrente da neutralizacdo, pelos anticorpos formados, dos componentes da saliva

responsaveis pelo estabelecimento do patégeno (BELKAID et al., 1998; MORRIS et
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al., 2001; VALENZUELA et al., 2001). Alternativamente, a imunidade poderia derivar
de uma reagédo de hipersensibilidade tipo tardia, deixando o local inadequado para o
estabelecimento da Leishmania (BELKAID et al., 1998; KAMHAWI et al., 2000). A
capacidade de anticorpos antissaliva em neutralizar a bioatividade de componentes
salivares também tem sido observada em camundongos desafiados com picadas
repetidas do inseto Anopheles stephensis (MATHEWS; SIDJANSKI; VANDERBERG,
1996) e em hamsters (Mesocricetus auratus) expostos a picadas de Phlebotomos
argentipes (GHOSH; MUKHOPADHYAY, 1998).

Os estudos que buscam elucidar o papel da saliva dos flebotomineos ou de seus
componentes na infec¢do por Leishmania s&o, na maioria das vezes, restritos a modelos
murinos ou, se em humanos, voltados para o estudo da atividade imunomodulatéria em
células de doadores humanos saudaveis ou “naive” a infeccdo por Leishmania
(SAMUELSON et al., 1991; WARBURG et al.,, 1994; LIMA; TITUS, 1996;
BELKAID et al., 1998; MBOW et al., 1998; MORRIS et al., 2001; COSTA et al.,
2002).

Costa et al. (2002) estudaram a resposta imune humana utilizando células de
doadores saudaveis tratadas com sonicado de glandula salivar de Lu. longipalpis e
estimuladas ou ndao com lipopolissacarideos, e verificaram que o sonicado promoveu a
sintese de IL-6, IL-8 e IL-12, inibiu a secrecdo de IL-10 e TNF- o em mondcitos, €
afetou a expressdo de moléculas coestimulatérias (CD80 e CD86) na superficie de
monacitos e macrofagos, sugerindo gque a saliva afeta a resposta imune.

Barral et al. (2000) e Gomes; Mendonca; Silva, (2007) mostraram que criancas
residentes em uma area endémica para LV, ndo s6 reconhecem proteinas salivares de
Lu. longipalpis, como produzem anticorpos antissaliva do flebotomineo, ndo havendo
producdo de anticorpos IgG contra a saliva de P. papatasi e Lu. whitmani, sugerindo
especificidade da resposta antissaliva de Lu. longipalpis. Foi observada ainda, uma
correlagdo positiva entre anticorpos antissaliva e DTH positiva e que, 0s soros humanos
reconheceram, principalmente, algumas proteinas.

Assim, diante dos resultados que vém sendo obtidos em diferentes estudos,
Morris et al. (2001) e Valenzuela et al. (2001) sugerem gque componentes da glandula
salivar de flebotomineos podem ser potenciais candidatos a vacina contra a

leishmaniose humana.
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5 TESTE DE HIPERSENSIBILIDADE DO TIPO TARDIA -DTH

O DTH é um teste de hipersensibilidade tardia especifico para Leishmania,
introduzido em 1926 por Montenegro como uma ferramenta de diagnostico para a
leishmaniose cutdnea ou muco-cutanea e foi usado, pela primeira vez, em areas
endémicas de LV no Quénia, em 1959 (BERN et al., 2006). Classicamente é utilizado
em estudos epidemioldgicos para a deteccdo de exposicdo a Leishmania, caracterizada
como infeccdo subclinica ou assintomatica (REED, 1996; CALDAS et al.,, 2002;
SUNDAR; RAI, 2002; JERONIMO et al., 2004; GOUVEA et al., 2007; CRESCENTE
et al., 2009; SILVEIRA et al., 2009).

O uso do DTH baseia-se na sua positividade nos pacientes em contato com
parasitos do género Leishmania. Este teste pode ser positivo em pacientes com qualquer
forma clinica de leishmaniose e, no caso da LV, é positivo nos individuos
assintométicos, nas formas oligossintomaticas e nos curados. Entretanto, sua
negatividade ndo necessariamente seria o0 contrario, pois poderia significar auséncia de
resposta celular frente aos antigenos parasitarios. O teste tem mostrado um bom
desempenho quando usado para avaliar infeccBes assintomaticas, apresentando
correlacdo variavel com estudos soroldgicos (RIERA et al., 2004). Alguns autores
sugerem que a deteccdo de formas assintomaticas de LV em estudos de
acompanhamento, e por consequéncia, em estudos de incidéncia, seriam melhor
realizados utilizando o DTH do que testes sorologicos (IBRAHIM et al., 1999; COSTA
et al., 2002), pois a resposta imune mediada por células ¢ fundamental na protecdo
contra Leishmania spp.

Na leishmaniose visceral uma forte reacdo de hipersensibilidade do tipo tardia
(DTH) a antigenos de Leishmania é comumente associada a forma assintomatica da
doenca. No entanto, em individuos apresentando manifestacGes clinicas, ou seja, a
doenca em atividade, observa-se a supressdo da resposta imune celular, com os
pacientes mostrando auséncia de resposta a antigenos de Leishmania e auséncia de
proliferacdo linfocitaria com DTH negativo.

Testes de hipersensibilidade do tipo tardia sdo amplamente utilizados como
métodos de triagem para a identificacdo de pessoas com resposta imune positiva contra
Mycobacterium tuberculosis, em que recente meta-analise indicou uma sensibilidade
global de 77% para a tuberculose ativa (PAI;, ZWERLING; MENZIENS, 2008;
LANGE; MORI, 2010).
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Individuos com forma subclinica de LV, conforme analise em populacbes de
area endémica, mostram uma forte resposta proliferativa celular e DTH positivo, além
de produzirem maiores niveis de IFN-y do que aqueles que evoluiram para doenga
(BACELLAR etal., 1991; CARVALHO et al., 2012).

Nos casos agudos de LV, o teste mostra-se negativo devido a auséncia da
resposta de hipersensibilidade tardia, tornando-se posteriormente positivo nos casos
curados, em torno de um ano apds o tratamento especifico, 0 que caracteriza o teste
como um indicador de prognostico pos tratamento (REED, 1996; HAILU et al., 2001;
SUNDAR; RAI 2002; DE ALMEIDA et al., 2006), além de ser um marcador para o
desenvolvimento de resisténcia adquirida a doenca (JERONIMO et al., 2000). Assim, a
reagdo positiva ao DTH constitui um marcador fenotipico, com provavel controle
genético, pois é encontrada em agrupamentos familiares (CABELLO et al., 1995) e
relacionada com os genes LECT2 e TGFBI, associados a capacidade de elaborar uma
resposta imune adquirida para a infec¢do por L. infantum chagasi (JERONIMO et al.,
2007).

Todavia, ha ainda a necessidade da producdo de reagentes seguros, eficazes e
padronizados em ambito mundial, j& que o antigeno é obtido de diferentes formas em
varias concentracdes e diluente (PINEDA et al., 2001). Na india, por exemplo, o teste
cutaneo para avaliacdo de hipersensibilidade tardia revelou baixa sensibilidade em
pacientes curados de LV, quando utilizado antigenos de espécies de Leishmania
diferentes da L. donovani, causadora da LV naquele pais, mostrando a necessidade de
padronizacéo local, pois caso contrario, ha dificuldade de avaliacdo de exposi¢do prévia
com esse teste (GIDWANI et al., 2009).

No Brasil, estudos realizados para avaliar a resposta do teste cutaneo a antigenos
de Leishmania na leishmaniose visceral (BADARO et al., 1990; REED, 1996),
detectaram que, ap0s a recuperacdo clinica, 0s pacientes tiveram reacdo de
hipersensibilidade tardia positiva a promastigotas de L. infantum chagasi em até 95%-
100% dos casos, ndo produzindo resposta positiva em controles saudaveis, pacientes
com tuberculose ou portadores de esquistossomose. Baixa resposta positiva (<5%) foi
observado em individuos com doenca de Chagas. Posteriormente, o teste cutdneo DTH
foi realizado em populacbes selecionadas. Na cidade de Jacobina-BA, 89% dos
pacientes com LV confirmada desenvolveram DTH positivo quando testados em 1 a 6
anos ap6s tratamento (BADARO et al., 1986a). Em Natal, numa &area endémica da

parasitose, foi observado reacdo de DTH positiva em pacientes com oito meses a trés
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anos apos tratamento (JERONIMO et al., 2004). No Ceara, uma coorte encontrou que
76% dos individuos que se tornaram anticorpos positivos foram também reagentes ao
teste de DTH, e 86% das pessoas que foram confirmadas como portadoras de LV
tornaram-se DHT positivas ap6s tratamento (EVANS et al., 1995).

Desta maneira, em nosso pais, um teste DTH positivo, na auséncia de historia de
LV, é considerado evidéncia de infeccdo pregressa por L. infantum chagasi, portador de
LV assintomética ou autorresolucéo da infec¢éo.

Estudos realizados em éareas endémicas para Leishmania mostram que a
evolucdo da infeccdo por este microorganismo é espectral, com caracteristicas de
suscetibilidade e resisténcia a desenvolver formas graves da doenca. Essas categorias
fenotipicas séo criticas para analise imunogenética da infeccdo. Estudos longitudinais
sugerem que pode haver um subconjunto de pessoas com infec¢do assintomatica que,
aparentemente, ndo desenvolvem teste cutaneo positivo ou ndo mantem uma resposta de
hipersensibilidade do tipo tardia duradoura, tornando-se negativos ao longo do tempo
(JERONIMO et al., 2000; BERN et al., 2006). A existéncia desses grupos precisa ser
definida, pois desta forma, uma quantidade maior de individuos previamente infectados
estd sendo classificada inadequadamente como ndo exposta e pode subestimar um
contingente maior de individuos que foram expostos a Leishmania.

Os dados disponiveis até entdo, ndo determinam se as pessoas infectadas e que
apresentam um DTH negativo, inicialmente desenvolveram uma resposta positiva e
posteriormente negativaram a resposta com a eliminacdo do parasito, ou se eles, nao
conseguiram desenvolver resposta a antigenos de Leishmania. Da mesma forma, ndo é
possivel saber se uma resposta positiva ao DTH é duradoura, podendo-se considerar
como um marcador de controle da infec¢do por L. infantum chagasi. Nesse caso, quais
sdo os fatores relacionados com a perda ou manutencdo dessa resposta ao longo do
tempo e quais as citocinas e quimiocinas envolvidas nessas condi¢des?

Presume-se que a infecc¢do assintomatica por L. infantum chagasi resulte em um
estado de resisténcia ao desenvolvimento de doenca, e a persisténcia de um DTH
positivo pode ser devido a exposi¢do continua ao parasito. Também se supdem que este
estado de resisténcia, marcado por uma resposta positiva ao DTH, é mantida ao longo
da vida em individuos que ndo se tornam imunocomprometidos (BADARO et al.,
1986b; JERONIMO et al., 2000).
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6 OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a infeccdo assintomatica por Leishmania sp. em criancas de area de
transmissao esporadica de leishmaniose visceral, detectando-se a exposicao ao parasito
Leishmania sp. e a saliva de Lutzomyia longipalpis.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Descrever dados sociodemograficos, econdmicos e epidemioldgicos de criancas

de area de trasmissdo esporadica para leishmaniose visceral.

Investigar a presenga de anticorpos anti-Leishmania sp. em criangas de area de

trasmissdo esporéadica para leishmaniose visceral.

Determinar a prevaléncia de criangas reativas ao teste de hipersensibilidade
tardia (DTH) anti-Leishmania em area de trasmissdo esporadica para leishmaniose

visceral.

Investigar a presenca de anticorpos antissaliva de Lutzomyia longipalpis em

criancas de area de trasmissdo esporadica para leishmaniose visceral.
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7 MATERIAL E METODOS

7.1 Area de estudo

Este estudo foi conduzido na area urbana de Dourados, MS, que apresenta area
territorial de 4.086 km?, e oito distritos (Itahum, Guasst, Formosa, Picadinha, Indépolis,
Panambi, Vila Vargas e Vila Sdo Pedro). O municipio localiza-se em uma planicie na
regido sul do Estado do Mato Grosso do Sul e dista 220 km da capital, Campo Grande,
Centro-Oeste do Brasil. O relevo é plano com suaves ondulacGes, estando em uma
altitude média de 430,49 m. O clima é tipicamente equatorial, no verdo é tropical e
umido, e no inverno tropical seco. O municipio possui 207.498 habitantes, com
181.005 pessoas residindo na area urbana e discreto predominio do sexo feminino
(99.761). A densidade demogréfica é de 47,97hab/km?® Aproximadamente 90% dos
habitantes residem em casas de alvenaria (IBGE, 2010). A fonte de renda principal é a
pecuaria e, ha alguns anos, a cidade tem recebido imigrantes devido a implantagdo de
industrias na regido, com crescimento demografico na localidade.

A distribuicao por faixa etaria no municipio é de 8,9% de habitantes entre 0 a 4
anos de idade, 9,5% de 5 a 9 anos, 20,4% de 10 a 19 anos, 17,3% de 20 a 29 anos,
15,2% de 30 a 39 anos, 12% de 40 a 49 anos, 7,7% de 50 a 59 anos e 8,9% com 60 anos

ou mais.

7.2 Local e populacéo do estudo

O estudo foi realizado com 492 criancas, com idade variando entre quatro a 13
anos, sem histérico de LV e clinicamente sadias, matriculadas em escolas municipais e
estaduais de Dourados/MS (Figura 2): Escola Estadual Alicio de Aradjo, Centro de
Educacao Irmédos Marista, Escola Municipal Neil Fioravante, Escola Municipal Maria
da Rosa Antunes da Silveira Camara, Escola Municipal Loide Bonfim Andrade, Escola
Municipal Prefeito Alvaro Branddo e Escola Municipal Isabel Muzzi Fioravanti, no
periodo de fevereiro de 2011 a fevereiro de 2014. Apds os esclarecimentos sobre a
natureza do estudo e seus objetivos (Figura 3 A), em linguagem clara e acessivel, 0s
pais ou responsaveis que concordaram com o ingresso da crian¢a no estudo assinaram o

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.



30

Figura 2 - Mapa de Dourados mostrando a localizacdo das escolas participantes do

estudo

Fonte: Google Earth Maps Dourados

Foi elaborado um formulario especifico para o estudo, visando & obtencdo de
dados demograficos, socioecondmicos e epidemioldgicos, tais como, sexo, idade, renda
familiar, presenga de cdo no domicilio, tipo de moradia, dentre outros.

A equipe formada por médico, médicos veterinarios, farmacéuticos, enfermeiros
e agentes de salde, foi treinada e orientada para a obtencéo dos dados, coleta de sangue,
aplicagéo e leitura do teste de hipersensibilidade do tipo tardia (DTH) (Figura 3 B,C,D).

No inicio do estudo as criangas foram submetidas a uma coleta de material
bioldgico para a realizacdo dos exames soroldgicos e uma aplicacao e leitura do teste de
hipersensibilidade do tipo tardia (DTH), além do exame clinico para avaliar a presenca
ou ndo de sintomatologia sugestiva de leishmaniose visceral. No decorrer do estudo as
criangas foram acompanhadas clinicamente para avaliar a possivel ocorréncia de sinais
e ou sintomas de LV.
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7.3 Critérios de inclusédo

Foram incluidos no estudo criangas maiores de quatro anos de idade, sem
historico de leishmaniose visceral, auséncia de sinais clinicos sugestivos de
leishmaniose e que os pais e/ou responsaveis concordaram em assinar o TCLE (Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido) para coleta do sangue e aplicacdo do DTH
(Teste de hipersensibilidade do tipo tardia).

Figura 3 — A: Palestra de apresentacdo do trabalho; B, C, D — Aplicacdo e leitura do DTH,
Dourados-MS, 2011- 2014.
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7.4 Critérios de nao inclusao

No estudo ndo foram incluidas criangas cujos pais e/ou responsaveis ndo
concordaram em participar e aquelas que pediram para serem retiradas do estudo em

qualquer momento da realizacdo do mesmo.

7.5 Definicdo de leishmaniose infec¢do ou forma assintomética da LV

Para o estudo, considerou-se infeccdo ou forma assintomatica da LV, a
positividade a pesquisa de anticorpos IgG anti-Leishmania e/ou IDRM positiva, na
auséncia de manifestacdes clinicas da doenca (CALDAS et al., 2001; GAMA et al.,
2004; BRASIL, 2014).

7.6 Coleta de sangue

Foram coletados 10 mL de sangue periférico. As amostras devidamente
identificadas foram mantidas a temperatura ambiente em caixa isotérmica até serem
processadas para a obtencdo do soro no laboratério de Doencas Infecciosas e
Parasitarias da Unigran-Dourados. Os soros foram encaminhados ao Laboratério de
Imunoparasitologia do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz da Funda¢do Oswaldo Cruz
— BA (CPgGM-FIOCRUZ) para os exames soroldgicos.

7.7 Teste de hipersensibilidade do tipo tardia (DTH)

O teste de DTH foi realizado em todos os participantes, de acordo com as
instrugdes do fabricante, e a leitura realizada 72 horas apds a inoculacao intradérmica de
0,ImL do antigeno solGvel de Leishmania (Leishmania) amazonensis (cepa de
referéncia OMSMHOM/BR/73/PH8) na concentracdo 1 x10’ leishmanias/mL, na face
anterior do antebraco direito. O antigeno utilizado foi proveniente do Centro de
Pesquisas e Produgdo de Imunobioldgicos (CPPI) da Secretaria de Estado da Saude do
Parana. A interpretacdo baseou-se na area de induracéo apresentada, sendo adotados os

seguintes valores de referéncia: <Smm (= negativo), >Smm (= positivo).
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7.8 ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) para deteccdo de IgG anti-

Leishmania

A sorologia anti-Leishmania foi realizada por meio da reacdo imunoenzimatica
ELISA conforme descrito por Barral et al., (2000), com algumas adaptacdes. Placas de
96 pocos (Linbro/Titertek), foram sensibilizadas com antigeno sollvel de Leishmania
infantum (SLA), 10 pg/mL em tampdo carbonato (NaHCO3 0,45M, Na,CO3 0,02M, pH
9,6) durante a noite a 4°C. Depois de trés lavagens com PBS-Tween 0,05%, as placas
foram bloqueadas por 2 horas a temperatura ambiente com PBS- Tween 0,05% mais 1%
de soro bovino fetal (BSA). Os soros foram diluidos 1:100 com PBS-Tween 0,05%
mais 0,25% de BSA e incubada por 1 hora a 37°C. Apds uma Ultima série de lavagens,
0s pocos foram incubados com anti-lgG humano conjugado a fosfatase alcalina (Sigma,
Sr. Louis, MO) na diluicdo 1:2500 em PBS-Tween 0,05% mais 0,25% de BSA por 1
hora a 37°C. Novamente as placas foram lavadas e colocadas para revelar por 30
minutos em uma solugdo cromogénica de p-nitrofenilfosfato em tampéo carbonato de
sodio pH 9,6 com 1mg/mL de MgCl,. A reacdo foi interrompida com 50uL/poco de
NaOH 3M, e as densidades opticas (DO) lidas no comprimento de onda de 405 nm em
um leitor de placas Spectral Max 190 Soft Max-Pro Software versdao 5 (Molecular
Devices Corporation Sunnyvale, Califérnia 94089). A concentracdo do antigeno bruto
utilizada foi determinada em um experimento de dose-resposta para avaliar um sinal
Otimo sem perder a especificidade (dados ndo mostrados). Em todos os experimentos,
os valores foram subtraidos dos obtidos no background. O ponto de corte (cut off) do
ELISA anti-1gG total de Leishmania foi estabelecido pelo célculo da média mais trés
vezes 0 desvio-padrdo (DP) da densidade 6tica de amostras de soro de 26 individuos de
uma area urbana ndo endémica (CN). As amostras de soro com DO acima do cut off
0,064, foram consideradas positivas para Leishmania.

Valor do ponto de corte = DO (CN) + 3X DP (CN).

7.9 ELISA para detectar 1gG antissaliva de Lutzomyia longipalpis

As gléndulas salivares foram obtidas de fémeas de flebotomineos provenientes

da col6nia de Lu. longipalpis do Laboratério de Imunoparasitologia —CPqGM,

gentilmente cedidas pela Dra Aldina Maria Prado Barral. As placas (Linbro/Titertek)



34

foram sensibilizadas com antigeno de glandula salivar (100 pl/poco) diluido em tampéao
carbonato-bicarbonato pH 9,6 e incubadas durante a noite a 4°C. As placas foram
lavadas quatro vezes com PBS Tween 0,05% (250 pl /pogo) e blogueadas por 2 horas
em temperatura ambiente, dispensando 270 mL por pogo de PBS Tween 0,05% + 1%
soro bovino fetal (BSA). As placas foram novamente lavadas quatro vezes com PBS
Tween 0,05% (250 pl /pogo) e incubadas com soros diluidos 1:100 em PBS Tween
0,05% + 0,25% BSA (100 pl /pogo) durante 1 hora a 37°C. Apos incubacéo, as placas
foram lavadas cinco vezes com PBS Tween 0,05% (250 ul /poco) e adicionado o
segundo anticorpo, anti-lgG humano na diluicdo de 1/5000 em PBS Tween 0,05% +
0,25% BSA (100 pl /pogo) e incubado durante 1 hora a 37°C. As placas foram lavadas
cinco vezes com PBS Tween 0,05% (250 pl /poco) e logo apds adicionado o substrato
p-NN (p-nitrofenilfosfato: 1mg/mL) (Sigma N-9389) diluido em tampédo carbonato-
bicarbonato mais MgCl,, sendo dispensados 100 pl do substrato. Apds 30 minutos a
temperatura ambiente, a reagéo foi interrompida com NaOH 3M (50 pl /pogo). A leitura
das placas foi realizada em espectrofotémetro (Spectra May 190, SunnyVali, CA, EUA)
no comprimento de onda de 405 nm. A reacdo sorologica foi considerada positiva
quando o nivel de absorbancia (cut-off) era igual ou superior a 0,028, representando a
média mais dois desvios-padréo das absorbancias de 26 soros de individuos sadios ndo
expostos ao Lu. longipalpis.

7.10 Teste imunocromatogréafico rk39

Foi utilizado o teste rapido (Kalazar Detect'™, Inbios International, Seattle, WA)
e realizado estritamente conforme as instrucfes do fabricante. Resumidamente, cerca de
20 pL das amostras de soro foram transferidos para a area especifica da fita com trés
gotas de tampdode corrida. Apos 10 minutos, a leitura dos resultados foi realizada
visualmente por trés pesquisadores diferentes. O teste foi considerado positivo quando
foi possivel visualizar as duas linhas, teste e controle; e negativo quando somente a
linha controle foi visualizada na membrana de nitrocelulose. Em ambos os casos, a
visualizacdo da linha controle, localizada logo acima da linha-teste, indica que a
execucdo do teste foi adequada.
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7.11 Andlise estatistica

As andlises efetuadas constam nos artigos apresentados nos resultados.

7.12 Aspectos éticos

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul sob o protocolo N° 2173 (Anexo 1).
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8 RESULTADOS

8.1 ARTIGO 1

INFECCAO ASSINTOMATICA POR Leishmania sp. EM CRIANCAS NA
REGIAO CENTRO-OESTE DO BRASIL

8.2 ARTIGO 2

INFECCAO ASSINTOMATICA POR Leishmania sp. E ANTICORPOS
ANTISSALIVA DE Lutzomyia longipalpis EM CRIANCAS NA REGIAO
CENTRO OESTE DO BRASIL
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8.1ARTIGO 1

INFECCAO ASSINTOMATICA POR Leishmania sp. EM CRIANCAS NA
REGIAO CENTRO-OESTE DO BRASIL
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RESUMO: Este é o primeiro estudo na regido Centro-Oeste que relata a presenca de
infeccdo assintomatica por Leishmania sp. em criancas residentes em area de
transmisséo esporadica para leishmaniose visceral, com a doenca canina desde 2003 e a
ocorréncia do primeiro caso humano autdctone somente em 2012. O papel dos
portadores assintomaticos na cadeia de transmissdo ainda ndo estd bem esclarecido e a
possibilidade do parasito poder ser transmitido por esses individuos deve ser melhor
avaliada. O objetivo do trabalho foi avaliar a presenca de anticorpos e resposta imune
celular anti-Leishmania em criancas de area de trasmisséo esporadica para leishmaniose
visceral. Anticorpos anti-Leishmania foram detectados pela técnica de ELISA em
20,1% dos 492 participantes, e 38,6% das criangas apresentaram DTH positivo.
Positividade para anticorpos anti-Leishmania e para DTH, foi observada em 10,4%. A
prevaléncia soroldgica foi maior em criangas de 7 a 9 anos de idade. Todas as amostras
foram avaliadas pelo teste rapido rK39 e nenhuma mostrou-se positiva. Os resultados
revelam que as criangas foram expostas ao protozoario, e nenhuma delas, durante o
acompanhamento clinico, apresentou sintomatologia sugestiva de leishmaniose visceral.

Palavras-chave: Leishmaniose, anticorpos, teste rapido, infec¢éo assintomatica.
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INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca infecciosa incluida entre as sete
endemias mundiais com ampla distribuicdo, atingindo 62 paises com,
aproximadamente, 200 milhdes de pessoas expostas ao risco de infeccdo. Suas formas
clinicas podem variar desde infecgdes assintomaticas ou inaparentes, oligossintomaticas
a infeccoes cléssicas (WHO, 2014).

Nos ultimos anos o registro de casos novos da doenca no Brasil aumentou,
expandindo-se para areas urbanas e peri urbanas, com maior incidéncia no Nordeste,
observando-se, no entanto, curva ascendente nas regides Sudeste, Norte e Centro-Oeste
(BRASIL, 2014).

O ndmero de portadores assintomaticos € muito mais elevado do que o nimero
de pacientes com manifestacGes clinicas, com prevaléncia variando de 30 a 73,4%
(MARQUES et al., 2012; SILVEIRA et al., 2010; MARY et al., 2006; MARTIN-
SANCHES et al., 2004). A maioria desses individuos apresenta infecgdo auto resolutiva
e apenas cerca de 12-20% desenvolvem a doenca. Caracteristicas inerentes ao parasito,
bem como estado geral de saude e condicdo fisiologica do hospedeiro, parecem estar
implicados na progresséo da doenca, como pode ser observado pela maior incidéncia de
LV em criangas e idosos (JERONIMO et al., 2000; SINGH; SIVAKUMAR, 2003;
BANULS et al., 2011; DAS et al., 2011; JIMENEZ-MARCO et al., 2012).

O papel dos portadores assintomaticos na cadeia de transmissdo do agente
etiologico da LV, ainda ndo estd bem esclarecido e a possibilidade do parasito ser
veiculado por esses individuos deve ser melhor avaliada (COSTA et al., 2002; DAS et
al., 2011; SILVA et al., 2011).

Constituiu objetivo deste trabalho a deteccdo de anticorpos anti-Leishmania e da
resposta imune celular anti-Leishmania em criangas de area urbana com trasmissédo

esporadica deleishmaniose visceral.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado com 492 criancas sem historico de LV e clinicamente
sadias, de escolas municipais e estaduais de Dourados, Mato Grosso do Sul (MS), no

periodo de fevereiro de 2011 a fevereiro de 2014.
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Previamente & assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), foram realizadas palestras para 0s pais e ou responsaveis pelas criancas a fim
de informar e esclarecer sobre a doenca e o estudo. ApOs a assinatura, estes eram
entrevistados para o preenchimento de formulario sobre dados sociodemograficos,
econémicos e epidemiologicos.

No inicio do estudo as criangas foram submetidas a uma coleta de material
bioldgico para a realizagdo dos exames soroldgicos e uma aplicagdo e leitura do teste de
hipersensibilidade do tipo tardia (DTH), além do exame clinico para avaliar a presenca
ou ndo de sintomatologia sugestiva de leishmaniose visceral. No decorrer do estudo as
criancas foram acompanhadas clinicamente para avaliar a possivel ocorréncia de sinais
e ou sintomas de LV.

Nédo foram incluidas criancas que ndo aceitaram participar da pesquisa ou
aquelas cujos responsaveis recusaram-se a assinar o0 TCLE.

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul sob o protocolo N° 2173, de 27 de
outubro de 2011.

DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-Leishmania

De cada participante, foram coletados 10 mL de sangue periférico para obtencédo
de soro e realizacdo do teste soroldgico.

Para obtencdo do antigeno soluvel de Leishmania (SLA), cepa de L. infantum
chagasi (MHOMBIr83BA-3) foi mantida em meio de cultura Schneider (Sigma)
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado, 100 U/mL de penicilina e 100
pg/mL de estreptomicina (Gibco). Os parasitos obtidos foram inicialmente submetidos a
10 ciclos alternados de congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido e
banho-maria, e posteriormente centrifugados (1600xg, 4°C, 15’). O sobrenadante
contendo o SLA foi coletado, filtrado (0,22um) em fluxo laminar e quantificado através
do Micro BCA TM Protein Assy Reagent Kit (Pearce).
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ELISA para deteccdo de anticorpos anti-Leishmania

As reacOes foram realizadas conforme descrito por Barral et al. (2000), com
adaptacOes. Placas de 96 pocos (Linbro/Titertek) foram sensibilizadas com SLA (10
pg/mL) em tampao carbonato (NaHCO3 0,45M, Na,COs; 0,02 M, pH 9,6) a 4°C
overnight. Apos trés lavagens com PBS-Tween 0,05%, as placas foram blogueadas por
2 horas a temperatura ambiente com PBS Tween 0,05% mais 1% de soro bovino fetal
(BSA). Os soros foram diluidos 1:100 com PBS-Tween 0,05% mais 0,25% de BSA e
incubados por 1 hora a 37°C. Ap6s uma ultima série de lavagens, os pocos foram
incubados com anti-IgG humano conjugado a fosfatase alcalina (Sigma, St. Louis, MO)
na diluicdo 1:2500 em PBS-Tween 0,05% mais 0,25% de BSA por 1 hora a 37°C.
Novamente as placas foram lavadas e colocadas para revelar por 30 minutos com uma
solucdo cromogeénica de p-notrofenilfosfato em tampdo carbonato de sédio pH 9,6 com
Img/mL de MgCl,. A reacdo foi interrompida com 50 pL/poco de NaOH 3M, e as
densidades Opticas foram lidas no comprimento de onda de 405 nm em um leitor de
placas Spectral Max 190 Soft Max-Pro Software versdo 5 (Molecular Devices
Corporation Sunnyvale, California 94089). Em todos os experimentos, os valores
obtidos foram subtraidos dos obtidos no background. O cut off do ELISA anti-IgG total
de Leishmania foi estabelecido pelo célculo da média mais trés vezes o desvio-padrao
da densidade 6tica (DO) das amostras de soro de 26 individuos sem histérico de LV. As
amostras de soro com DO acima do cut off 0,064, respectivamente, foram consideradas
positivas para Leishmania. Todos os ensaios foram realizados em duplicata e repetidos

duas vezes com resultados semelhantes.
Teste Rapido Anti-Leishmania rK39

O teste réapido (Kalazar Detect™ Inbios International, Seattle, WA) foi
realizado segundo as instrugdes do fabricante. Resumidamente, 20 puL da amostra de
soro foram adicionados na area especifica da fita do teste rapido, seguido de trés gotas
de tampdo de corrida. A leitura dos resultados foi feita apds dez minutos do inicio do
teste, considerando-se positivo ou negativo de acordo com a presenca ou auséncia da

linha teste.
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Teste de Hipersensibilidade Tardia (DTH)

A DTH foi realizada em todos os participantes, com a leitura realizada 72 horas
apos a inoculacdo intradérmica de 0,ImL do antigeno soluvel de Leishmania
(Leishmania) amazonensis (cepa de referéncia OMSMHOM/BR/73/PH8) na
concentracdo 1x10’ leishmanias/mL na face anterior do antebraco direito. A
interpretacdo baseou-se na &rea de induracdo apresentada, sendo adotados os seguintes
valores de referéncia: <mm (negativo), >5mm (positivo), de acordo com o manual do
fabricante. O antigeno utilizado foi proveniente do Centro de Pesquisas e Producédo de

Imunobiolégicos (CPPI) da Secretaria de Estado da Salde do Parana.

Andlise Estatistica

Para verificar possiveis associagdes entre a soroprevaléncia da infeccdo por L.
(L.) infantum chagasi e varidveis sociodemograficas e ambientais foi realizado o teste
qui-quadrado. Para estimar as razdes de prevaléncia ajustadas, foi utilizada a Regressédo
de Cox (com tempo igual a uma unidade), utilizando as variaveis com significancia <
que 20%. Os programas utilizados foram EPI INFO versdo 7 (Centers for Diseases
Control and Prevention, Atlanta/Georgia/Estados Unidos), e Bio Estat 5.3 (Sociedade

Mamiraua, Belém/Para/Brasil).

RESULTADOS

Do total de 492 criancas, 52% eram meninos e 48% meninas. A idade variou de
quatro a 13 anos, com mediana de oito anos. Todas as criancas eram procedentes de
Dourados, MS e 99,6% eram de area urbana.

Do total de criangas (n=492), 61% apresentaram renda menor que dois salarios
minimos vigentes e em 91% (449/492) dos domicilios dos entrevistados o cdo estava
presente e dentre estes, 19% (86/449) relataram ter o animal diagnosticado com

leishmaniose.
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Anticorpos anti-Leishmania foram detectados em 20,1% (16,6% a 23,7% IC
95%) dos 492 participantes e 38,6% (34,3% a 42,9% IC 95%) criancas apresentaram
DTH positivo. Cinquenta e uma criancas, 10,4% (7,7% a 13,1% IC 95%) apresentaram

positividade tanto para anticorpos anti-Leishmania quanto para DTH (Figura 1).

99/492 190/492 51/492
100
80
60
% 38.6% O Negativo
@ Positivo

ELISA DTH ELISAeDTH

Figura 1 — NUumero e porcentagem de positivos nos testes ELISA anti-Leishmania e DTH em criangas

assintomaticas na regido Centro-Oeste do Brasil.

O ELISA anti-Leishmania apontou que a soroprevaléncia foi maior nas criangas
de 7 a 9 anos de idade, no entanto pelo DTH, ndo houve diferenca entre as faixas etarias
(Tabela 1). Todas as amostras foram avaliadas pelo teste rapido e nenhuma mostrou-se

positiva.
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Tabela 1 — Resultado do DTH e ELISA anti-Leishmania, por idade, em criancas
assintomaticas na regido Centro-Oeste do Brasil

) o Positivo Negativo )
Faixa etaria p )
N°. % N°. %

ELISA
4 a 6 anos 8 17,8 37 82,2
0,003
7 a9 anos 69 25,5 202 74,5
10al13anos 22 12,5 154 87,5
DTH
4 a 6 anos 21 46,7 24 53,3
0,506
7 a 9 anos 102 37,6 169 62,4
10al13anos 67 38,0 109 61,9

Segundo os dados apresentados na tabela 2, houve maior prevaléncia de infecgéo
por Leishmania sp. nos escolares residentes em domicilios do tipo alvenaria em relagédo
as casas de madeira ou barracos, e também que ndo fizeram passeios ou viagens no
ultimo ano, assim como naqueles que enterravam o lixo domiciliar, destinavam o0s
dejetos para valas ou matas, que ndo possuiam vegetacdo peri-domiciliar e que criavam

animais silvestres no peri ou intra-domicilio.
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Tabela 2 - Prevaléncia da infeccdo por Leishmania sp. de acordo com as variaveis

sociodemogréficas e ambientais em criangas assintomaticas na regido Centro-Oeste do

Brasil.
o Positivos )
Variaveis n 0 % p )
Sexo 0,143
Feminino 236 54 22,9
Masculino 256 45 17,6

Renda Familiar 0,306
Até dois salarios 301 65 21,6
Mais que dois salérios 191 34 17,8

Tipo de moradia <0,001
Alvenaria 341 84 24,6
Barraco 52 6 11,5
Madeira 99 9 9,1

Passeios ou viagens no ltimo ano 0,013
Né&o 126 35 27,8
Sim 366 64 17,5

Destino do Lixo <0,001
Enterrado 26 12 46,2
Queimado 34 10 29,4
Coletado 432 77 17,8

Destino de dejetos 0,007
Vala/Mata 178 42 23,6
Fossa Asséptica 233 51 21,9
Rede de Esgoto 81 6 7,4

Vegetagdo peri-domicilio <0,001
Né&o 72 28 38,9
Sim 420 71 16,9

Criacdo de Cachorro 0,111
Cachorro com leishmaniose 86 23 26,7
Cachorro sem leishmaniose 363 71 19,6
Né&o 43 5 11,6

Animais silvestres peri e intra-domicilio <0,001
Sim 305 77 25,2

Né&o 187 22 11,8




46

Pela analise multivariada, apenas a variavel “residir em domicilio do tipo
alvenaria” permaneceu associada com a prevaléncia de infecgcdo por Leishmania sp. As
razdes de prevaléncia ajustadas e demais resultados da Regresséo de Cox estdo descritas

na tabela 3.

Tabela 3 — Andlise multivariada para a prevaléncia da infec¢do por Leishmania sp. em
criangas assintomaticas na regido Centro-Oeste do Brasil.

Razéo de prevaléncia ajustada 1C 95%

Variaveis p . .
(RP ajustada) (RP ajustada)
Tipo de moradia 0,019 1,49 1,07 - 2,07
Vegetacdo peri-domicilio 0,111 0,57 0,28-1,14
Passeios ou viagens no Gltimo ano 0,179 1,34 0,87 - 2,06
Destino de Lixo 0,336 0,77 0,45-1,32
Criacdo de Cachorro 0,600 1,10 0,78-1,54
Destino de Dejetos 0,636 1,07 0,81-1,43
Sexo 0,919 0,98 0,66 - 1,46
Animais silvestres peri e intra-domicilio 0,960 1,01 0,67 -1,54
DISCUSSAO

Este constitui o primeiro relato da ocorréncia de infeccdo assintomatica por
Leishmania sp. em criancas na regido Centro-Oeste, embora essa forma de apresentacao
da leishmaniose no estado de Mato Grosso do Sul, ja tenha sido constatada em
populacdo de areas de alta endemicidade como Trés Lagoas (OLIVEIRA et al., 2008) e
Campo Grande (FRANCA et al., 2013).

Merece destaque o fato do municipio de Dourados/MS ser considerado area de
transmissdo esporadica para LV, com presenca da doenga canina desde 2003 e a
ocorréncia do primeiro caso humano autéctone somente em 2012,

Embora os estudos de prevaléncia de infeccdo assintomética por Leishmania sp.
ndo demonstrem uma relacdo bem definida e uniforme entre a proporcdo dos casos de
doenca ativa e de individuos infectados, trata-se de um instrumento auxiliar para o real

dimensionamento da doenca e adogdo das medidas de controle, uma vez que se faz
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necessario conhecer 0 impacto e a importancia desses portadores na cadeia
epidemioldgica da parasitose, a fim de melhor compreender os processos de
transmisséo, disseminacao e sobrevivéncia do agente (FRANCA et al., 2013).

Os resultados sobre as condicdes socioecondmicas, ambientais e habitos de vida
da populacdo estudada sdo importantes na epidemiologia da leishmaniose, e podem
contribuir para que a doenca seja de maior ocorréncia nas areas rurais e periurbanas,
porém diferem do observado por outros autores que mostram uma associacdo dessas
variaveis com a infeccdo por Leishmania em areas de alta endemicidade (BERN et al.,
2007; OLIVEIRA et al., 2008; BIGLINO et al., 2010; LIMA et al., 2012; MOURA et
al., 2012; PONTE et al., 2011), no entanto, dificulta comparages, tendo em vista que a
area estudada é de autoctonia recente, com apenas quatro casos de LV doenca e
apresenta ainda incipiente conhecimento epidemiolégico sobre a sua dindmica de
transmissao.

A pesquisa de anticorpos anti-Leishmania tem relevancia no diagnéstico da LV
assintomética (CALDAS et al., 2010), pois evidencia a inducdo da resposta humoral e
isso a torna Util em inquéritos epidemiolégicos (BUELTZINGSLOEWEN et al., 2004),
pois na auséncia de sinais e sintomas, um teste sorolégico positivo define infeccdo
(CALDAS et al., 2001; BRASIL, 2014).

A soroprevaléncia em populacfes saudaveis em diferentes areas pode variar de
valores inferiores a 10% nas regides de baixa ou moderada transmissdao (KOIRALA et
al., 2004; SCHENKEL et al., 2006) a valores superiores a 30% em regifes de alta
transmissdo e em contactantes (IBRAHIM et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2008).

No presente estudo a prevaléncia soroldgica foi de 20,1%, o que confirma a
presenca da infeccdo por Leishmania sp. e alerta para a possibilidade dessas criancas
saudaveis atuarem como fontes de infeccdo. Embora considerada uma area de
transmissdo esporadica de Leishmania, o indice obtido estd inserido entre o0s
comumente encontrados em populacbes de areas de alta endemicidade de LV
(D’OLIVEIRA JUNIOR et al., 1997; NASCIMENTO et al., 2006; OLIVEIRA et al.,
2008), e foi semelhante aos 18,6% referido por Caldas et al. (2001) também em
criangas, porém de area endémica do Maranh&o. Muitas vezes a justificativa para tais
indices numericos € atribuida as variacfes na dindmica da transmisséo que ocorre nas
diferentes areas, aos métodos de diagnostico utilizados e a faixa etaria da populagédo em
questdo (WERNECK, 2008; FELIPE et al., 2011).
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Sabe-se que em areas endémicas de LV, uma proporc¢éo de individuos infectados
desenvolve a doenca (BADARO et al., 1986a; NASCIMENTO et al., 1996; CALDAS
et al., 2001; BUCHETON et al., 2003; NASCIMENTO et al., 2006, BRASIL, 2014),
porém é importante destacar que nas criancas do presente estudo, nas quais foi detectada
a infeccdo por Leishmania sp., verificou-se o controle do parasitismo, uma vez que ndo
desenvolveram a doenca durante o periodo de acompanhamento (24 meses). Este fato
reafirma que o teste soroldgico isolado ndo deve ser utilizado para confirmagao
diagnostica, apesar do fato de anticorpos especificos serem utilizados, com sucesso, no
diagnostico da leishmaniose visceral quando associado com a clinica, epidemiologia e 0
exame parasitoldgico (FUNASA, 1996; WHO, 2011).

A justificativa para o desenvolvimento ou ndo de doenca (SINGH, KUMARI,
SINGH, 2002; NASCIMENTO et al., 2000; SILVA et al., 2011; VIANA et al., 2000)
talvez esteja relacionada ao risco de exposicéao, as diferentes regides geograficas e aos
tipos de resposta imunoldgica. Porém, ainda ndo h4 uma elucidacéo total sobre como se
da a sobrevivéncia de Leishmania nos portadores, mas acredita-se que este processo
esteja principalmente na dependéncia da resposta imunologica do hospedeiro e da
patogenicidade e viruléncia do parasita (LE FICHOUX et al., 1999; RIERA et al.,
2004).

Nenhuma das amostras desse estudo foi considerada positiva pelo teste rapido
com antigeno rK39. Esse teste é recomendado para o diagnostico de LV e apresenta
sensibilidade e especificidade variando entre 84 e 97% respectivamente (ASSIS et al.,
2009; BRASIL, 2014; WHO, 2011). A sua baixa sensibilidade para deteccdo da
infeccdo assintomatica por Leishmania tem sido relatada em outros estudos (ROMERO
et al., 2009; WHO, 2011; CLEMENTE et al., 2014; FUKUTANI et al., 2014), ja que 0s
ensaios de rK39 sdo mais Uteis para diagnosticar a doenga em atividade.

No presente estudo um elevado percentual (38,6%) de criancas apresentou DTH
positivo, sugerindo exposicdo ao protozoario Leishmania sp. e uma importante resposta
proliferativa celular. Esse resultado assemelha-se ao relatado por outros autores,
diferindo, porém pelo fato de serem estudos realizados em areas de alta endemicidade e
em individuos com doenca subclinica ou em familiares e vizinhos de pacientes com LV
doenca (BACELLAR et al., 2000; NASCIMENTO et al. 2005; ABANADES et al.,
2012).

Presume-se que a infec¢do assintomética por L. infantum resulte em um estado

de resisténcia ao desenvolvimento de doenca, e a persisténcia de um DTH positivo pode
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ser devido a exposicao continua ao parasito, além de poder se manter ao longo da vida
em individuos que ndo se tornam imunocomprometidos (BADARO et al., 1986b;
JERONIMO et al., 2000).

O indice de infeccdo por Leishmania sp. observado determina a presenca da
forma assintomatica da LV nas criancas de quatro a 13 anos de idade, mostrando a
exposicdo ao protozodrio, e sugerindo efetiva resposta imune celular, pois nenhuma
delas, durante o acompanhamento clinico, apresentou sintomatologia compativel com
LV. Alem disso, medidas efetivas de controle devem ser instituidas e direcionadas
prioritariamente a esta faixa etaria.

Uma alternativa para o monitoramento dessa area seria a utilizagdo de anticorpos
especificos contra componentes da glandula salivar de flebotomineos, pois podem ser
utilizados como marcadores epidemioldgicos de exposicdo ao vetor, ja demonstrado
para diversas doengas (SCHWARTZ et al., 1990; SANDERS et al., 1999; REMOUE et
al., 2006; ORLANDI-PRADINES et al., 2007; POINSIGNON et al., 2008; SCHWARZ
et al.,, 2010; SCHWARZ et al., 2011), dentre elas as leishmanioses (SOUZA et al.,
2010; TEIXEIRA et al., 2010), uma vez que também é possivel a protecdo pela
exposicdo a saliva de Lutzomyia longipalpis (ANDRADE et al., 2007; SOUZA et al.,
2010).
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RESUMO

No ciclo natural de transmissdo da leishmaniose visceral, as fémeas infectadas de
flebotomineos ao regurgitarem promastigotas na pele de hospedeiro, também inoculam
componentes salivares com propriedades imunomodulatérias que facilitam o
estabelecimento da infeccdo no hospedeiro. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
presenca de anticorpos antissaliva de Lutzomyia longipalpis em hospedeiros humanos
em area de trasmissdo esporadica para leishmaniose visceral na regido Centro-Oeste do
Brasil. A presenca de anticorpos antissaliva de Lutzomyia longipalpis e o teste de
hipersensibilidade tardia positivo correlacionaram fortemente com a protecdo e o
desenvolvimento de anticorpos anti-Leishmania. Do total de 492 criancas, anticorpos
antissaliva de Lutzomyia longipalpis foram detectados em 38,4% dos 492 participantes.
Houve maior porcentagem (64,7%) de anticorpos antissaliva de Lutzomyia longipalpis
entre as criangas positivas para anti-Leishmania e para o teste de hipersensibilidade do
tipo tardia (n=84) com 34,8%. No presente estudo, nenhuma das amostras foi
considerada positiva pelo teste rapido rK39. Os resultados relativos a pesquisa de 19G

antissaliva de Lutzomyia longipalpis mostraram que, do mesmo modo que muitas
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criancas foram expostas ao flebotomineo infectado como evidenciado pela positividade
ao DTH e a pesquisa de IgG anti-Leishmania, também desenvolveram anticorpos
antissaliva, o que pode indicar que a saliva do flebotomineo possui um alto poder
imunogénico, e levam-nos a aceitar a sua utilizacdo como marcador epidemiolégico de
exposicao.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, Lutzomyia longipalpis, saliva.

INTRODUCAO

O modo usual de transmissao de Leishmania infantum é pela picada da fémea de
Lutzomyia longipalpis e inoculacdo de formas promastigotas durante o repasto
sanguineo. Alguns estudos provaram que a saliva do flebotomineo exerce importante
papel como anticoagulante, além de possuir o vasodilatador maxadilan que inibe a agdo
de macréfagos, aumenta o fluxo sanguineo e assim acelera e otimiza o repasto
sanguineo (LERNER et al., 1991; ANDRADE et al., 2007; VINHAS et al., 2007).

Juntamente com as formas parasitarias, a fémea de Lu. longipalpis depositam
componentes salivares que auxiliam nos processos hemostaticos, inflamatérios e
imunolégicos. Contribuindo ou ndo para o estabelecimento da infeccdo (RIBEIRO,
1987; BARRAL et al., 2000; GOMES et al., 2002; RIBEIRO; FRANCISCHETTI,
2003), uma grande quantidade de moléculas vasodilatadoras potentes e com
propriedades imunomodulatérias que induzem uma imunidade celular e a producgdo de
anticorpos especificos (LERNER et al., 1991; ANDRADE et al., 2007; VINHAS et al.,
2007) também estdo presentes.

Algumas destas proteinas salivares sdo imunogénicas em seres humanos,
canideos e ratos (BAHIA et al., 2007; GOMES et al., 2007). Exposicdo repetida a
homogeneizado de glandula salivar ou picadas de flebotomineos tém sido eficazes para
proteger ratos sob desafio subsequente com Leishmania major (BELKAID et al., 1998;
KAMHAWI et al., 2000).

Estudos soroldgicos demonstraram que o indice de proteina salivar liberado pelo
vetor no repasto sanguineo ¢ influenciado pela época do ano e pela fonte de alimentagéo
(VOLF; TESAROVA; NOHYNKOVA., 2000; PRATES; SANTOS; MIRANDA,
2008). Uma limitacdo no uso das proteinas salivares é a falta de especificidade a

imunogenicidade nas diferentes espécies, porém duas moléculas de recombinacao
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podem minimizar este problema, pois sdo moléculas espécie-especificas de Lutzomyia
longipalpis, a rLIM17 e rLIM11 que ja foram reconhecidas em soros humanos, de caes
e raposas em areas endémicas de LV (SOUZA; ANDRADE: AQUINO, 2010).

Em estudo realizado por Gomes et al. (2002) em &rea endémica de LV, a
presenca de anticorpos antissaliva nos seres humanos correlacionou fortemente com a
protecdo e o desenvolvimento de anticorpos anti-Leishmania, no entanto, individuos

que tiveram uma fraca producao de anticorpos apresentaram progressao da doenca.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca de anticorpos antissaliva de
Lutzomyia longipalpis e sua correlagdo com anticorpos anti-Leishmania e resposta
celular em criancas de area de trasmissao esporadica para leishmaniose visceral na

regido Centro-Oeste do Brasil.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado com 492 criancas clinicamente sadias e sem historico de
LV, de escolas municipais e estaduais de Dourados/Mato Grosso do Sul, no periodo de
fevereiro de 2011 a fevereiro de 2014.

Previamente & assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), eram realizadas palestras para os responsaveis pelas crian¢as com o objetivo de
informar e esclarecer sobre a doenca e o estudo. Nao foram incluidas criangas que nao
aceitaram participar da pesquisa ou aquelas cujos responsaveis recusaram-se a assinar o
TCLE.

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul sob o protocolo N° 2173.

Coleta de sangue

Foram coletados 10 mL de sangue periferico, mantidos a temperatura ambiente

até o processamento.
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Deteccdo de anticorpos antissaliva de Lutzomyia longipalpis

As glandulas salivares de fémeas de Lutzomyia longipalpis foram cedidas pelo
Laboratorio de Imunopatologia da FIOCRUZ/BA- Centro de Pesquisa Gongalo Moniz.

Foram realizados testes sorolégicos pelo método imunoenzimatico (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) ELISA a fim de se determinar a presencga de anticorpos
antissaliva de Lu. longipalpis. Como antigeno foi usado o homogeneizado de glandula
salivar na concentragdao de 26,95 pg/mL. As placas de microaglutinacdo com 96 pocos,
de baixa afinidade (Linbro/Titertek), foram sensibilizadas com 20 ng de antigeno salivar
por pogo e ressuspensas em 100 pL de tampéo bicarbonato-carbonato de sédio (Na,COs
15 mM, NaHCO3 30,8 mM, timerosal 0,01%), pH 9,6 e incubadas overnight a 4°C. Em
seguida, o excesso de antigeno foi removido e foram realizadas trés lavagens com
tampédo PBS 1x Tween 0,05%. Para o blogueio foi utilizado o tamp&o PBS 0,1% Tween
0,05% soro bovino fetal (BSA), durante 1 hora a 37°C.

Foram adicionados 100 pL de soro em cada pogo na dilui¢dao de 1/100 em PBS
1x Tween 0,05%, sendo a placa incubada overnight a 4°C. Apo6s a remoc¢éao do soro, as
placas foram lavadas conforme supracitado e adicionados 100 pL do conjugado humano
anti-lgG peroxidase na diluicdo de 1:2500 (Promega, WI, EUA) por poco, diluido em
tampdo PBS durante 45 minutos a uma temperatura de 37°C. O anticorpo secundario foi
removido e as placas novamente lavadas, sendo adicionados 100 pL de solugdo
reveladora com peroxido de hidrogénio (H,O,), na presenca do cromogeno ABTS [2,2
azino-di-(&cido sulfonico 3-etilbenzotiazolino)] (Sigma Chemical Co. St. Louis, MI,
EUA) por 1 hora, & temperatura ambiente. Finalmente a reacdo foi interrompida pela
adicao de 100 pL SDS a 5% (Cl;H; 5-NaO 4-Sulfato dodecil de sédio - BDH
Laboratory supplies). A leitura foi realizada em espectrofotdmetro (Titerteck
instruments, Inc., Huntsville, AL, EUA), com absorbancia a 405 nm. O cut off do
ELISA anti-1gG total de saliva de Lu. longipalpis foi estabelecido pelo calculo da média
mais trés vezes o desvio-padrdo da densidade ética (DO) das amostras de soro de 26
individuos sem historico de LV. As amostras de soro com DO acima do cut off 0,028,
foram consideradas positivas para saliva de Lu. longipalpis. Todos os ensaios foram

realizados em duplicata e repetidos duas vezes com resultados semelhantes.
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Deteccdo de anticorpos anti-Leishmania

As reacOes foram realizadas conforme descrito por Barral et al. (2000), com
adaptacdes. Placas de 96 pocos (Linbro/Titertek) foram sensibilizadas com SLA (10
pg/mL) em tampao carbonato (NaHCO3 0,45M, Na,COs; 0,02 M, pH 9,6) a 4°C
overnight. Apos trés lavagens com PBS-Tween 0,05%, as placas foram blogueadas por
2 horas a temperatura ambiente com PBS Tween 0,05% mais 1% de soro bovino fetal
(BSA). Os soros foram diluidos 1:100 com PBS-Tween 0,05% mais 0,25% de BSA e
incubados por 1 hora a 37°C. Ap6s uma ultima série de lavagens, os pocos foram
incubados com anti-IgG humano conjugado a fosfatase alcalina (Sigma, St. Louis, MO)
na diluicdo 1:2500 em PBS-Tween 0,05% mais 0,25% de BSA por 1 hora a 37°C.
Novamente as placas foram lavadas e colocadas para revelar por 30 minutos com uma
solucdo cromogeénica de p-notrofenilfosfato em tampdo carbonato de sédio pH 9,6 com
Img/mL de MgCl,. A reacdo foi interrompida com 50 pL/poco de NaOH 3M, e as
densidades Opticas foram lidas no comprimento de onda de 405 nm em um leitor de
placas Spectral Max 190 Soft Max-Pro Software versdo 5 (Molecular Devices
Corporation Sunnyvale, California 94089). Em todos os experimentos, os valores
obtidos foram subtraidos dos obtidos no background. O cut off do ELISA anti-IgG total
de Leishmania foi estabelecido pelo célculo da média mais trés vezes o desvio-padrao
da densidade 6tica (DO) das amostras de soro de 26 individuos sem histérico de LV. As
amostras de soro com DO acima do cut off 0,064, respectivamente, foram consideradas
positivas para Leishmania. Todos os ensaios foram realizados em duplicata e repetidos

duas vezes com resultados semelhantes.

Teste Rapido Anti-Leishmania rK39

O teste rapido (Kalazar Detect'™, Inbios International, Seattle, WA) foi
realizado de acordo com as instrugbes do fabricante. Resumidamente, 20 pL das
amostras de soro foram adicionados na area especifica da fita, sequida de trés gotas de
tampéo de corrida. A leitura dos resultados foi feita ap0s dez minutos do inicio do teste,

considerando-se positivo ou negativo segundo a presenca ou auséncia da linha teste.
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Teste de hipersensibilidade do tipo tardia (DTH)

O teste de DTH foi realizado em todos os participantes, com a leitura realizada
72 horas ap06s a inoculacdo intradérmica de 0,1mL do antigeno soltvel de Leishmania
(Leishmania) amazonensis (cepa de referéncia OMSMHOM/BR/73/PH8) na
concentracdo 1 x10" leishmanias/mL, na face anterior do antebraco direito. A
interpretacdo baseou-se na &rea de induracdo apresentada, sendo adotados os seguintes
valores de referéncia: <5Smm (= negativo), >5mm (= positivo) (BRASIL, 2014). O
antigeno utilizado foi proveniente do Centro de Pesquisas e Producdo de

Imunobiolégicos (CPPI) da Secretaria de Estado da Salde do Parana.

Andlise estatistica

Os dados foram apresentados descritivamente por meio das seguintes medidas:
mediana, valor minimo e maximo da idade, frequéncia absoluta e relativa das demais
variaveis. Para verificar possiveis associacdes entre as variaveis de estudo foi realizado
o0 teste qui-quadrado ao nivel de significancia de 5%. Foi utilizado o programa EPI
INFO verséo 7 (Centers for Diseases Control and Prevention, Atlanta/Georgia/Estados
Unidos). Para a confec¢do dos graficos foi utilizado o programa Graph Pad Prism
versdo 6 (GraphPad Software Inc., San Diego/California/Estados Unidos).

RESULTADOS

Do total de 492 criangas, 52% eram do sexo masculino e 48% do sexo feminino.
A idade variou de quatro a 13 anos, com mediana de oito anos. Todas as criancas eram
procedentes de Dourados/MS e 99,6% eram de area urbana.

Anticorpos antissaliva de Lutzomyia longipalpis foram detectados em 38,4%
(16,6% a 23,7% IC 95%) dos 492 participantes. De 256 criangas do sexo masculino,
houve deteccdo de anticorpos antissaliva em 38,6% e 38,1% no feminino (n=236).
Apesar do sexo feminino apresentar seis valores mais altos em comparacdo ao
masculino (Figura 1), ndo houve diferenca na porcentagem de criangas com valores

acima do cut off entre os sexos (Teste Qui-quadrado p= 0, 903).
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Figura 1 - Quantidade de criangas assintomaticas na regido Centro-Oeste do Brasil com ELISA

antissaliva de Lutzomyia longipalpis positiva segundo sexo masculino (38,6%) e feminino

(38,1%). Cada simbolo representa 1 crianga. Teste Qui-quadrado. Letras iguais indicam que

ndo ha diferenga estatisticamente significativa.

De 45 criancas na faixa etaria de 4 a 6 anos, 60% apresentaram anticorpos

antissaliva, 31,7% na faixa de 7 a 9 anos (n=271), e 43,2% na faixa de 10 a 13 anos

(n=176). Houve maior porcentagem de criangas positivas (ELISA antissaliva) na faixa

etaria de 4 a 6 anos (Teste Qui-quadrado p<0,001) em comparacdo as outras faixas

etarias (Figura 2), mesmo com a presenca nessas faixas, de valores mais altos, em duas

criangas na faixa de 7 a 9 anos e cinco criancas na faixa de 10 a 13 anos.
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Figura 2 - Quantidade de criangas na regido Centro-Oeste do Brasil com ELISA anti-saliva de Lutzomyia
longipalpis positiva segundo faixa etaria: de 4 a 6 anos (60%), de 7 a 9 anos (31,7%) e de 10
a 13 anos (43,2%). Cada simbolo representa 1 crianga. Teste Qui-quadrado. Letras diferentes

indicam diferenca estatisticamente significativa.

Houve maior porcentagem (64,7%) de criangas com anticorpos antissaliva de
Lu. longipalpis nas criangas positivas para anti-Leishmania (n=99) em comparacao as
negativas (n=393), com 31,8%, mesmo com sete criancas negativas apresentando

valores mais elevados de anticorpos antissaliva (Figura 3).
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Figura 3 - Quantidade de criangas na regido Centro-Oeste do Brasil com ELISA antissaliva de Lutzomyia
longipalpis positiva segundo teste para anti-Leishmania: positivas (64,7%) e negativas
(31,8%). Cada simbolo representa 1 crianca. Teste Qui- quadrado. Letras diferentes indicam
diferenga estatisticamente significativa.

Houve maior porcentagem (44,2%) de criangas com anticorpos antissaliva de
Lu. longipalpis nas criangas positivas para o teste de hipersensibilidade do tipo tardia
(n=84) em comparacdo as negativas (n=105), com 34,8%, mesmo com Seis criancas

negativas apresentando valores mais elevados de anticorpos antissaliva (Figura 4).
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Figura 4 - Quantidade de criangas na regido Centro-Oeste do Brasil com ELISA antissaliva de
Lutzomyia longipalpis positiva segundo teste de hipersensibilidade do tipo tardia:
positivas (44,2%) e negativas (34,8%). Cada simbolo representa 1 crianca. Teste Qui-

quadrado. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa.

Na andlise dos grupos segundo a combinac¢do dos resultados do anti-Leishmania
(A) e do teste de hipersensibilidade do tipo tardia (D), o grupo A+D- apresentou uma
porcentagem de 67,5% de criangas com anticorpos antissaliva de Lu. longipalpis. Nédo
houve diferenca estatistica em relacdo ao grupo A+D+ (62,7%), entretanto houve

diferenca em relacéo aos demais grupos, A-D+ (35,9%) e A-D- (29,8%) (Figura 5).
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Figura 5 - Quantidade de criancas na regido Centro-Oeste do Brasil com ELISA antissaliva de
Lutzomyia longipalpis positiva segundo a combina¢do dos resultados do anti-Leishmania
(A) e do teste de hipersensibilidade do tipo tardia (D): A+D- (67,5%), A+D+ (62,7%), A-
D+ (35,9%) e A-D- (29,8%). Cada simbolo representa 1 crianca. Teste Qui-quadrado.
Letras iguais indicam que ndo ha diferenca estatisticamente significativa. Letras diferentes
indicam diferenca estatisticamente significativa.

DISCUSSAO

A prevaléncia de portadores assintomaticos de LV, em areas endémicas, tem
sido relatada cada vez mais, tanto no Brasil (D’OLIVEIRA et al., 1997; SILVEIRA et
al., 2010; LIMA et al., 2012), como em outros paises do mundo (FEDERICO et al.,
1991; KUBAR et al., 1997; LE FICHOUX et al., 1999; MARTIN-SANCHES et al.,
2001; KYRIAKOU et al., 2003; MARY et al., 2006; SCARLATA et al., 2008; DAS et
al., 2011).

Estudos epidemioldgicos mostram que a prevaléncia de portadores
assintomaticos para LV varia de 3 a 73,4%. Estas diferencas sdo atribuidas aos
diferentes métodos de diagnosticos utilizados, no entanto, ndo se pode excluir outros

fatores, como taxa de transmissdo, densidade de flebotomineos, pluviosidade, tempo de
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endemicidade e carga parasitaria no hospedeiro% (LE FICHOUX et al.,, 1999;
SILVEIRA et al., 2010).

Os resultados do presente estudo mostram que criangas residentes em area de
transmissdo esporadica e que convertem o DTH anti-Leishmania, com possivel
resolucdo espontanea da infeccdo e resposta imune recente, sdo capazes de produzir
anticorpos antissaliva de Lu. longipalpis a semelhanca do observado por Gomes et al.
(2002) em é&rea endémica na Bahia. Tais resultados corroboram com a hipétese de
outros autores (BELKAID et al., 1998; GHOSH et al., 1998; SOUZA et al., 2010)
sugerindo que a imunidade desenvolvida contra a saliva dos fleb6tomos pode
influenciar a resposta imune contra Leishmania, resultando em protecdo contra a
infeccao.

No entanto, o papel protetor de anticorpos antissaliva de Lu. longipalpis ainda
ndo foi estabelecido no homem, o que podera ter implicacdes na epidemiologia das
leishmanioses e em um possivel desenvolvimento de vacinas multi-antigénicas. A
possibilidade de incluir antigenos salivares na fabricacdo de vacinas para 0 combate de
doencas transmitidas por artropodes é uma perspectiva real, tendo em vista a
importancia da saliva na instalacao da infec¢do (TITUS et al., 2006).

Assim, permite-se sugerir que as criangas do presente estudo que desenvolveram
imunidade contra saliva de flebotomineo, aumentam a resposta imune contra antigenos
de Leishmania, protegendo-se do desenvolvimento da doenca, uma vez que a
positividade ao DTH é normalmente associada com resisténcia, e 64,7% (64/99) das
criangas que foram diagnosticadas com anticorpos anti-Leishmania, possuiam a
presenca de anticorpos antissaliva de Lu. longipalpis.

Repetidas picadas pelos vetores resultam na producdo de anticorpos antissaliva
(REUNALA et al., 1994; PENG et al., 1998), e 0 estudo em varios modelos animais
ndo s6 tem demonstrado a producdo de anticorpos antissaliva, como tambem tem
procurado elucidar o possivel papel protetor destes anticorpos (CROSS et al., 1993;
MATHEWS et al., 1996; GHOSH et al., 1998; BELKAID et al., 1998; KAMHAWI et
al., 2000; VALENZUELA; BELKAID; GARFIELD, 2001).

Os resultados relativos a pesquisa de IgG antissaliva de Lu. longipalpis
mostraram que, do mesmo modo que muitas criancas foram expostas ao flebotomineo
infectado como evidenciado pela positividade ao DTH e a pesquisa de IgG anti-
Leishmania, também desenvolveram anticorpos antissaliva, 0 que pode indicar que a

saliva do flebotomineo, tanto em residentes de areas ndo endémicas como nos de areas
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endémicas de LV, possui um alto poder imunogénico, e levam-nos a aceitar a sua
utilizacdo como marcador epidemioldgico de exposi¢do, como sugerido por Barral et al.
(2000).

Pessoas expostas a Leishmania reconhecem antigenos de glandula salivar do
fleb6tomo, ao mesmo tempo em que existe uma correlagdo positiva entre os niveis de
anticorpos IgG antissaliva e a resposta ao antigeno de Leishmania por DTH (BARRAL
et al., 2000).

Portanto, acredita-se que no grupo de criancas com DTH positivo estariam
aquelas protegidas de uma possivel infeccdo por sua capacidade de elaborar uma
resposta imune efetiva contra antigenos de Leishmania. Apesar deste grupo apresentar
uma maior concentracdo de individuos com anticorpos antissaliva de Lu. longipalpis, o
papel destes anticorpos contendo um possivel efeito protetor em relacdo ao
desenvolvimento da doenca, ainda ndo estd bem esclarecido. E possivel que os
anticorpos bloqueiem os produtos salivares reduzindo a agdo depressora sobre
macrofagos, o que favoreceria uma melhor apresentacdo de antigeno e o
desenvolvimento da imunidade celular. Também €é possivel indagar se a consequente
reducdo da carga parasitaria influencia no desenvolvimento mais eficiente da resposta
imune (GOMES et al., 2007).

No presente estudo, nenhuma das amostras foi considerada positiva pelo teste
rapido, corroborando outros estudos que relatam a sua baixa sensibilidade para a
deteccdo da infeccdo assintoméatica (ROMERO; SILVA; SILVA-VERGARA, 2009;
WHO, 2011; CLEMENTE et al., 2014; FUKUTANI et al., 2014), reafirmando que 0s
ensaios de rK 39 sdo mais Uteis para diagnosticar LV ativa do que a infec¢éo.

Os resultados do DTH e da pesquisa de anticorpos anti-Leishmania revelam que
as criancas estdo sendo expostas a picadas de Lutzomyia longipalpis e ao protozoario
Leishmania, o que sugere uma possivel protecdo pela exposicdo a saliva e uma efetiva
imunocompeténcia, pois nenhuma das criangas durante o acompanhamento clinico
apresentou sintomatologia sugestiva de LV (ANDRADE et al., 2007; BARRAL et al.,
2010).

Algumas limitagfes podem ser apontadas no estudo, entre elas, o uso do
antigeno bruto para a pesquisa de anticorpos antissaliva de Lu. longipalpis, cuja
concentracdo pode variar de um exemplar para outro, e a ndo realizagdo de inquérito
entomoldgico, para comparar a densidade vetorial e a positividade ao ELISA

antissaliva.
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Diante dos resultados que vém sendo obtidos em diferentes estudos, Morris;
Shoemaker; David (2001) e Valenzuela; Belkaid; Garfield (2001) sugerem que
componentes da glandula salivar de flebotomineos podem ser potenciais candidatos a
vacina contra a leishmaniose humana. Ressalta-se que o presente estudo foi realizado
em uma area de baixa endemicidade de LV, onde se determinou que a populagédo
encontra-se exposta a sucessivas picadas de vetores infectados, tendo em vista a
prevaléncia de infeccdo detectada (20,1%), permitindo questionar a existéncia de
diversidade antigénica entre os componentes salivares dos flebotomineos das diferentes
areas de ocorréncia da parasitose, uma vez que a situacdo no municipio estudado difere
de outras areas no que diz respeito a presenca de elevado nimero de portadores
assintomaticos quando comparado aos casos de doenca notificados.
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10 DISCUSSAO

A expansdo progressiva das leishmanioses, seja pela maior a¢do antrépica como
também pelas mudancas em seus perfis epidemiologicos, com a adaptacdo de seus
agentes etioldgicos a novos hospedeiros e consequente introducdo no ambiente
domiciliar, vem sendo considerado um modelo de doenga emergente e tém despertado
na comunidade cientifica, politica e na sociedade em geral, séria preocupacao frente a
gravidade, tanto na forma tegumentar como na visceral, mormente seus indices de
morbidade e letalidade e sua grande capacidade de disseminacao.

O presente estudo foi motivado pela expansdo geografica da doenga, o
incremento no nimero de casos de LV canina, e a situacdo no minicipio de Dourados,
totalmente diversa das demais regides do estado, ao notificar, em 2012, o primeiro caso
autoctone de leishmaniose visceral humana, nove anos ap0s a ocorréncia de casos
caninos e quatro anos apés o relato da presenca do achado, em area urbana, do vetor Lu.
Longipalpis.

No Mato Grosso do Sul a LV vem sendo diagnosticada tanto na populacéo
humana quanto na canina em 58 municipios. De acordo com o Sistema Nacional de
Agravos de Notificacdo (SINAN), de janeiro de 1999 até dezembro de 2014 foram
confirmados 3.245 casos humanos de LV, com 273 obitos registrados (MATO
GROSSO DO SUL, 2015).

Segundo o Ministério da Saude (BRASIL, 2014), as acOes especificas de
prevencdo e controle da LV devem ser desenvolvidas segundo o perfil epidemioldgico
dos municipios, classificados anualmente de acordo com o nimero de casos nos Ultimos
cinco anos, 0 que determina o municipio de Dourados como uma area de transmissao
esporadica para LV, com presenca de quatro casos humanos de leishmaniose visceral
até o0 ano de 2014 (MATO GROSSO DO SUL, 2015).

Sabe-se que o meio ambiente possui papel determinante na distribuicdo das
doencas transmitidas por vetores. Variaveis como clima, fragmentacdo de florestas e
atividades antropicas, aliadas a fatores socioeconémicos e culturais, podem contribuir
para a domiciliagdo de hospedeiros de parasitos que acometem a salde humana,
favorecendo relagdes interespecificas que proporcionam o crescimento das populacfes
de vetores e parasitos (WERNECK, 2010).

Inquéritos realizados pelo Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) em Dourados,

indicam a ocorréncia de um aumento anual gradativo nos casos de leishmaniose visceral



76

canina, o0 que permite comprovar as dificuldades e a ineficacia dos métodos de controle.
A captura frequente de Lu. longipalpis na &rea urbana com o aumento da incidéncia de
casos caninos de LV apontam para a participacdo desta espécie de flebotomineo na
cadeia de transmissdo de Leishmania infantum no municipio, e merece ser avaliada em
estudos entomoldgicos projetados especialmente para esse fim (MATO GROSSO DO
SUL, 2015).

Estudos em é&reas endémicas para Leishmania mostram claramente que a
evolucdo da infeccdo por este microrganismo é espectral, com caracteristicas de
suscetibilidade e resisténcia a desenvolver formas graves da doenca. Essas categorias
fenotipicas sdo criticas para analise imunogenética de infeccdo (DANTAS-TORRES,
BRANDAO-FILHO, 2006).

O ndmero de portadores assintomaticos € muito mais elevado do que o numero
de pacientes com manifestacdes clinicas, com prevaléncias na Europa e América do Sul
que variam de 3% a 73,4% com a maioria apresentando infeccdes auto resolutivas, e
apenas 12 a 20% desenvolvendo a doenga (LE FICHOUX et al., 1999; MARTIN-
SANCHES et al., 2001; MARY et al., 2006; SILVEIRA et al., 2010; MARQUES,
GOMES, ROCHA,; 2012).

Pareceu justificado entdo, avaliar a resposta imune humoral e celular anti-
Leishmania em criancas de area urbana considerada de transmissdo esporadica para
leishmaniose visceral, o que estd apresentado no artigo “INFECCAO
ASSINTOMATICA POR Leishmania sp. EM CRIANCAS NA REGIAO
CENTRO-OESTE DO BRASIL”, constituindo o primeiro estudo na regido que relata
a presenca de infeccdo assintomatica por Leishmania em criancas de area urbana com
baixa endemicidade para LV.

Positividade para anticorpos anti-Leishmania e para DTH, foi observada em
10,4% das criancas estudadas. A presenca de portadores assintomaticos de LV, em areas
endémicas, tem sido cada vez mais relatada na literatura, tanto no Brasil (D’OLIVEIRA
et al., 1997; SILVEIRA et al., 2010; LIMA et al., 2012), como em outros paises
(FEDERICO et al., 1991; KUBAR et al., 1997; LE FICHOUX et al., 1999; MARTIN-
SANCHES et al., 2001; KYRIAKOU et al., 2003; MARY et al., 2006; SCARLATA,
VITALE; 2008; DAS et al., 2011).

Estudos epidemioldgicos mostram que a prevaléncia mundial de portadores
assintomaticos para LV varia de 3% (LE FICHOUX et al., 1999) a 73,4% (SILVEIRA
et al., 2010). Estas diferencas séo atribuidas aos diferentes métodos de diagndstico
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utilizados, ndo podendo excluir outros fatores, como a taxa de transmissdo, a densidade
de flebotomineos, a pluviosidade e o tempo de endemicidade.

O ensaio imunoenzimatico ligado a enzima (ELISA) tem sido o método
sorologico mais utilizado para o diagnostico de leishmaniose visceral, e sua
positividade, na auséncia de sinais e sintomas, define infeccdo e por este motivo,
também tem sido empregado em estudos epidemiologicos realizados em areas
endémicas (CALDAS et al., 2001; BRASIL, 2014).

Na forma assintomatica da LV os titulos de anticorpos sdo normalmente baixos
(BRASIL, 2014). Nesse estudo, o teste de ELISA detectou 20,1% de individuos
positivos a semelhanca do observado por Nascimento et al. (2006) em &rea endémica de
LV na llha de S&o Luis-MA, porém superior aos 13,5% referido por Caldas et al. (2001)
na mesma area.

Em areas endémicas de LV, uma proporc¢éo de individuos infectados desenvolve
a doenca (TEIXEIRA, 1980; BADARO et al., 1986b; CALDAS et al., 2001;
BUCHETON, et al., 2003; GAMA, 2004; NASCIMENTO et al., 2005, NASCIMENTO
et al., 2006), porém apesar dessas observacoes e de terem sido identificados altos titulos
de anticorpos anti-Leishmania nas criancas do presente estudo, verificou-se que as
mesmas controlaram a infecgdo durante o periodo do seguimento (24 meses), uma vez
que nenhuma desenvolveu a doenca, contrariando o referido na maioria dos trabalhos.

Alguns estudos reforcam a ideia que o DTH é um teste sensivel para a detec¢édo
da LV assintomatica (RIERA et al., 2008). Estudos conduzidos por Moreno et al.,
(2005) em uma area proxima a Belo Horizonte (MG) concluiu que os testes sorolgicos
ndo sdo confiaveis como ferramenta diagndstica na forma assintomatica da leishmaniose
visceral, devendo nesses casos serem empregados métodos moleculares. Acredita-se
que isto comprovaria a periodicidade e a rapida passagem do parasito no sangue, tempo
muito curto para o hospedeiro elaborar uma resposta humoral suficiente para ser
detectada por meio de métodos sorologicos.

Na LV infecgéo, o teste mostra-se positivo e, por esse motivo, tem sido utilizado
em inquéritos epidemioldgicos que visam avaliar a prevaléncia e incidéncia de infeccéo
por L. infantum (CALDAS et al., 2001; NASCIMENTO et al., 2005, OLIVEIRA et al.,
2013).

No presente estudo o DTH mostrou positividade de 38,6%, superior aos 18,6%
encontrado em areas endémicas do Maranhdo (CALDAS et al., 2001), da Bahia
(TEIXEIRA, 1980), e de Minas Gerais (BORGES et al., 2003) e também no Quénia no
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Leste da Africa (10,5%) (SCHAEFER et al., 1994). Entretanto, essa prevaléncia é
inferior & detectada em outros estudos brasileiros nos quais foram observados valores de
63,2% (NASCIMENTO, 2006) e 61,7% (NASCIMENTO et al., 2005), e de outros
lugares do mundo onde o teste identificou prevaléncias de 45,9% na Tunisia-Norte da
Africa (BEN SALAH et al., 2003) e 46,5% na Etiopia-Leste da Africa (ALI;
ASHFORD, 1994). Essas varia¢0es podem ser decorrentes de diferencas entre as faixas
etarias estudadas, & maior ou menor exposicao aos flebotomineos infectados ou ainda, a
maior capacidade de resposta imune celular pelos individuos dos diferentes estudos.

Os resultados desse estudo revelam que as criangas foram expostas ao
protozoario Leishmania, com aparente imunocompeténcia, pois nenhuma delas, durante
0 seguimento, apresentou sintomatologia sugestiva de leishmaniose visceral.

Durante o processo de transmissao de Leishmania sp., os flebotomineos injetam,
junto com sua saliva, 0s parasitos no hospedeiro vertebrado. A importancia da saliva
desses insetos na infecgdo por Leishmania tem sido demonstrada em diversos estudos.
A saliva contém um repertorio variado de moléculas que modulam as respostas
hemostatica, inflamatdria e imune de seus hospedeiros, com destaque para o peptideo
maxadilan, principal vasodilatador presente e com influéncia na infeccdo por
Leishmania, sendo isolado apenas da saliva de Lu. longipalpis (RIBEIRO,
FRANCISCHETTI, 2003; LERNER, RIBEIRO, NELSON, 1991; MORRIS et al.,
2001).

Embora os componentes salivares do flebotomineo exacerbem a infeccdo por
Leishmania, tem sido documentado que a pré-exposicdo a estes componentes ou as
picadas desses insetos, conferem protecdo contra a infeccdo (BELKAID et al., 1998;
KAMHAWI et al., 2000; MORRIS et al., 2001; VALENZUELA et al., 2001).

Sabendo-se que criancas residentes em area endémica para LV, ndo so
reconhecem proteinas salivares de Lu. longipalpis, como produzem anticorpos
antissaliva do flebotomineo (BARRAL et al., 2000; GOMES et al., 2007), foi realizado
0 estudo "INFECCAO ASSINTOMATICA POR Leishmania sp. E ANTICORPOS
ANTISSALIVA DE Lutzomyia longipalpis EM CRIANCAS NA REGIAO
CENTRO OESTE DO BRASIL”, visando avaliar a presenga desses anticorpos nas
criangas de Dourados, area de baixa endemicidade para LV.

Os resultados mostraram que, do mesmo modo que muitas criangas foram
expostas ao flebotomineo infectado, como evidenciado pela positividade ao DTH e a

pesquisa de IgG anti-Leishmania, também desenvolveram anticorpos antissaliva de Lu.
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longipalpis, o que pode indicar que a saliva possui um alto poder imunogénico, tanto
em residentes de &reas ndo endémicas, como nos de areas endémicas para LV. Esses
achados corroboram a possivel utilizacdo da saliva de flebotomineo como marcador
epidemioldgico de exposicdo ja sugerido por Barral et al. (2000).

Embora algumas limitacdes possam ser apontadas neste estudo, entre elas, 0 uso
do antigeno bruto para a realizacdo da pesquisa de anticorpos antissaliva de Lu.
longipalpis, cuja concentragdo pode variar de um exemplar para outro, e a néo
realizacdo de inquérito entomologico para comparar a densidade vetorial e positividade
ao ELISA antissaliva, os resultados obtidos permitem sugerir que a imunidade
desenvolvida contra a saliva do flebotomineo aumenta a resposta imune contra
antigenos de Leishmania, protegendo os individuos saliva positivos do desenvolvimento
da doenca, uma vez que a positividade ao DTH é normalmente associada com
resisténcia (AQUINO et al., 2010; MOURA et al., 2012).

Repetidas picadas pelos vetores parecem resultar na produgdo de anticorpos
antissaliva (REUNALA et al., 1994; PENG, SIMONS, 1998). O estabelecimento de
varios modelos animais tem ndo s6 mostrado a producdo de anticorpos antissaliva,
como também tem procurado elucidar o possivel papel protetor destes anticorpos
(CROSS et al., 1993; MATHEWS; SIDJANSKI; VANDERBERG, 1996; GHOSH,
MUKHOPADHYAY, 1998; BELKAID et al.,, 1998; KAMHAWI et al., 2000;
VALENZUELA et al., 2001), fazendo-se necessario investigar se a resposta imune
antissaliva depende de uma maior exposic¢do ao vetor ou de uma resposta individual do
hospedeiro.

Os resultados mostram que individuos que residem em &rea endémica e que
convertem o DTH anti-Leishmania, ou seja, apresentam resolucdo espontanea da
infeccdo com resposta imune efetiva, sdo aqueles que foram capazes de produzir
anticorpos antissaliva de Lu. longipalpis. Estes dados estariam de acordo com a hipétese
de outros autores (BELKAID et al., 1998; GHOSH, MUKHOPADHYAY, 1998)
sugerindo que a imunidade desenvolvida contra a saliva dos fleb6tomos pode
influenciar a resposta imune contra a Leishmania, resultando em prote¢édo contra a
infeccdo. No entanto, um papel protetor destes anticorpos antissaliva de Lu. longipalpis
ainda ndo foi estabelecido no homem. O esclarecimento desta funcdo podera ter
implicagdes na epidemiologia das leishmanioses e num possivel desenvolvimento de
novas vacinas anti-Leishmania a partir dos componentes de glandulas salivares de
flebotomineos (MORRIS et al., 2001; VALENZUELA et al., 2001).
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Uma vez que o presente estudo foi realizado em uma area de baixa
endemicidade para LV, onde se determinou que a populagdo encontra-se exposta a
sucessivas picadas de vetores, provavelmente infectados, tendo em vista a prevaléncia
de infeccdo por Leishmania de 20,1%, ¢é permitido questionar a possibibilidade de
diversidade antigénica entre os flebotomineos das diferentes areas de ocorréncia da
parasitose, assim como em relacdo ao agente etioldgico e as condigoes fisioldgicas e
imunoldgicas inerentes aos hospedeiros, considerando que a situagdo no municipio
estudado difere de outras areas no que diz respeito a presenca de elevado nimero de

portadores assintomaticos quando comparado aos casos de doenca notificados.
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10 CONCLUSAO

Todas as criancas do estudo eram procedentes de Dourados, MS, residentes em
area urbana, de ambos os sexos, com idade variando de quatro a 13 anos. Os pais e/ou
responsaveis declararam apresentar renda menor que dois salarios minimos vigentes.

Aspectos epidemioldgicos de importancia para a ocorréncia de leishmaniose,
estiveram presentes entre as criangas do estudo, destacando-se: condicoes inadequadas
de saneamento bésico, o cdo do domicilio diagnosticado com leishmaniose, dentre
outros. Apenas residir em domicilios do tipo alvenaria, mostrou associacdo com a
presenca de infeccdo assintomatica por Leishmania sp.

A prevaléncia sorolégica confirma a exposicdo ao protozoario e a presenca da
infeccdo assintomatica por Leishmania sp. nas criancas de Dourados-MS, e alerta para a
possibilidade das mesmas atuarem como fontes de infeccéo.

O teste de hipersensibilidade tardia mostrou-se reativo em 38,6% das criangas
estudadas, sugerindo efetiva resposta imune celular, pois nenhuma delas, durante o
seguimento, apresentou sintomatologia compativel com LV.

Positividade simultdnea para anticorpos anti-Leishmania e teste de
hipersensibilidade tardia foi observada nas criancas do estudo, o que indica infeccdo
pelo protozoario e controle do parasitismo, evidenciado pela efetiva resposta
proliferativa celular.

Anticorpos antissaliva de Lutzomyia longipalpis foram detectados nas criancas
do estudo, evidenciando a exposicdo e o desenvolvimento de imunidade contra a saliva
de Lutzomyia longipalpis, permitindo supor uma possivel protecdo a infeccdo por
Leishmania sp.

A associacdo entre positividade de anticorpos antissaliva de Lutzomyia
longipalpis e reatividade ao teste de hipersensibilidade tardia, reforca a hipotese de que
a resposta imune antissaliva tem influéncia na imunidade contra Leishmania.

A exposicdo ao protozoario Leishmania e ao vetor, Lutzomyia longipalpis ndo
foram determinantes para o desenvolvimento de leishmaniose visceral doenca em 24
meses de acompanhamento clinico das criancas.

O teste rapido rK39 ndo é um bom marcador para avaliar exposicdo a

Leishmania em individuos assintomaticos.
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Embora seja considerada uma area de transmissdo esporadica, a prevaléncia
soroldgica da infeccdo por Leishmania detectada na populagdo estudada determina a
endemicidade da leishmaniose visceral em Dourados-MS.
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