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RESUMO

A complexidade eco-epidemioldgica da LTA tem dificultado o desenvolvimento de
estratégias eficazes para a prevencdo e controle da doenca. Portanto, o desenvolvimento de
uma vacina segura e efetiva ainda permanece a forma mais promissora para prevenir a LTA.

O objetivo do presente estudo foi determinar a redugdo da incidéncia da LTA de uma
série temporal de 18 anos, apds 5 anos do uso .M. de duas doses da vacina produzida com
Leishmania (Leishmania) amazonensis mortas.

Um ensaio comunitario mascarado foi executado em 108 pequenas areas geogréficas
de uma regiao endémica de LTA em Bom Jesus do Galho, Caratinga, Cérrego Novo, Entre
Folhas, Imbé de Minas e Ubaporanga localizadas na microrregido de Caratinga, leste do
Estado de Minas Gerais, no periodo de 2002 a 2007. Estas comunidades depois de
estratificadas pelo tamanho populacional (N = 11.773) foram randomizadas através de
amostra simples para receber vacina (N=50) ou placebo (N=58). Um total de 5.606
individuos de 5 a 59 anos e que nao apresentavam histéria de LTA e apresentavam IDRM
negativo, foram eleitos para participar do ensaio. As taxas de incidéncia observadas nas
dreas vacinadas ou controles foram comparadas através da andlise de co-varidncia ajustada
pela incidéncia média anual pré-vacinal. Diferencas entre grupos foram consideradas
significantes quando P < 0.05.

Nio foi observada diferenca significativa (p= 0,357) entre as incidéncias no periodo
pré-vacinal observadas em ambas as dreas (vacina e controle). Foi observada uma flutuacao
ciclica do ndmero de casos durante o periodo de observacio em ambas as dreas. Uma
reducdo no ndmero de casos foi observada na drea vacinada (n=1) em relagc@o a observada
na drea controle (n=9) ou entre o grupo de individuos que recusaram (n=9) a participar do
ensaio.

Este ensaio demonstrou que a vacina foi capaz de conferir protecdo aos individuos
vacinados. No entanto frente ao pequeno nimero de casos de LTA observados na regido
durante esses ultimos cinco anos faz-se necessdrio a manutencdo da vigilancia

epidemioldgica das dreas selecionadas para participar do ensaio.

Palavras Chaves: Ensaio Comunitario, Leishmaniose Cutanea, Vacina,

Estudo de Série Temporal, Epidemiologia.
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ABSTRACT

The eco-epidemiological complexity of American cutaneous leishmaniasis (ACL)
has made it difficult to elaborate an efficient strategy for the management of the disease,
and the development of an effective vaccine remains the most promising approach.

The objective of the study was to determine the reduction in the incidence of ACL in
a 18 years of a temporal trend following 5 years of an intramuscular administration of two
doses of a killed Leishmania (Leishmania) amazonensis vaccine.

A community-based blind trial was conducted during 2002-2007 in 108 areas in the
Caratinga micro-region of Minas Gerais (Brazil) that is endemic for ACL. Communities
were stratified according to population size, and areas were randomly selected to receive
vaccine (n=50) or placebo (n=58). The post-vaccination ACL incidence rates in the two
areas were compared through co-variant analysis.

A cyclic fluctuation in the number of ACL cases recorded during the 18-year pre-
vaccination period was observed in both areas but there were no significance differences in
overall incidence rates. Following the vaccination campaign, a significant reduction in the
number of cases of ACL was observed in the vaccine area in comparison with the placebo
area and with groups of individuals who refused to take part in the trial.

This study demonstrated that the vaccine was able to confer protection against ACL.
However, since there have been few cases of ACL in the study region since 2002, it was not
possible to detect a significant difference between the average incidence rates in the post-
vaccination period between the various groups. Continuation of epidemiological
surveillance in the study areas is recommended in order to determine the precise efficacy of

the vaccine.

Keywords: Community trial; Cutaneous Leishmaniasis; Vaccine;

Temporal trends; Epidemiology

Xvil



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Distribuicdo geografica do universo populacional recenseado nas 108
localidades da microrregido de Caratinga eleitas para o Ensaio Comunitério, 2002-2007,

segundo o tipo de vacina (Vacina x Placebo) e os setores censitdrios.

Figura 2: Domicilios cadastrados, recenseados e georeferenciados durante o censo
populacional nas dreas pré-selecionadas para realizacdo do Ensaio Comunitirio na

microrregido de Caratinga, 2002-2007, segundo a area e hidrografia (Cérregos).

Figura 3: Distribuicdo geografica dos domicilios recenseados nas 108 localidades pré-
selecionadas da microrregido de Caratinga para a realizacdo do Ensaio Comunitério,

2002-2007, segundo a drea e o tipo de vacina.

Figura 4: Organograma do estudo.

Figura 5: Distribui¢do geogrifica dos individuos com IDRM naturalmente positiva
detectadas na fase de triagem do Ensaio Comunitario realizados na microrregido de

Caratinga, 2002-2007.

Figura 6: Distribuicdo espacial dos casos de leishmaniose tegumentar americana
pregressa detectados na populagdo recenseada nas dreas submetidas ao Ensaio

Comunitario, 2002-2007.

Figura 7: Distribuicdo espacial da populacdo eleita para a avaliacdo da efetividade
vacinal segundo a drea geogréfica de residéncia e o tipo de vacina (vacina/placebo) nas

108 localidades pré-selecionadas da microrregido de Caratinga, 2002-2007.
Figura 8: Distribuicdo espacial dos casos de Leishmaniose cutinea pds-vacinal

detectados no Ambulatério Paulo Aratijo Magalhdes na populagdo recenseada das dreas

submetidas ao Ensaio Comunitario, 2002-2007.

XVviil



Figura 9: Numero de casos de acordo a drea selecionada a receber vacina (----- A )
ou placebo (——®——) e entre aqueles individuos que recusaram (-----M-----) a
participacdo no Ensaio Comunitario, realizado na microrregido de Caratinga, 1985-

2007.

X1xX



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Distribui¢do da populacio recenseada nas 108 localidades pré-selecionadas da
microrregido de Caratinga para o ensaio comunitario, 2002-2007, segundo sexo e faixa

etaria.

Tabela 2: Distribuicdo populacional por drea geogréfica do ensaio comunitirio na

microrregido de Caratinga, 2002-2007, segundo a aceitagdo em participar do estudo.

Tabela 3: Distribui¢do populacional do grupo Recusa segundo o sexo e a faixa etéria da
populagdo recenseada nas 108 localidades pré-selecionadas para o ensaio comunitirio

da microrregido de Caratinga, 2002-2007.

Tabela 4: Resultado da IDRM pré-vacinal segundo a positividade e as areas geograficas
da populagdo recenseada nas 108 Ilocalidades pré-selecionadas para o ensaio

comunitdrio da microrregido de Caratinga, 2002-2007.

Tabela 5: Distribuicdo e prevaléncia da IDRM naturalmente positiva na populacio
recenseada nas 108 localidades pré-selecionadas para o ensaio comunitario na

microrregido de Caratinga, 2002-2007, segundo o sexo e faixa etdria.

Tabela 6: Distribuicdo dos casos de Leishmaniose Tegumentar Americana pregressa
identificados na populacdo recenseada nas 108 localidades pré-selecionadas para o
ensaio comunitdrio da microrregido de Caratinga, segundo a drea de estudo e o sexo e

prevaléncia da doenca.

Tabela 7: Distribuicdo dos casos de Leishmaniose Tegumentar Americana pregressa
identificados na populacdo recenseada nas 108 localidades pré-selecionadas para o
ensaio comunitdrio da microrregido de Caratinga, segundo a drea de estudo e a faixa

etaria.

XX



Tabela 8: Distribuicdo da populagdo eleita para o Ensaio Comunitirio nas 108
localidades pré-selecionadas da microrregido de Caratinga, 2002-2007, segundo o tipo

de vacina e as areas selecionadas a participarem do estudo.

Tabela 9: Distribui¢do da populagdo eleita para o Ensaio Vacinal nas 108 localidades
pré-selecionadas da microrregido de Caratinga, 2002-2007, segundo o tipo de vacina e o

SE€XO0.

Tabela 10: Distribuicdo da populagdo eleita para o Ensaio Vacinal nas 108 localidades
pré-selecionadas da microrregiao de Caratinga, 2002-2007, segundo o tipo de vacina e a

faixa etdria.

Tabela 11: Distribui¢do dos casos de Leishmaniose Cutinea pds-vacinal na populacdo
elegivel para o Ensaio Vacinal nas dreas pré-selecionadas da microrregido de Caratinga
submetidas ao Ensaio Comunitario, 2002-2007, segundo a area de estudo e os grupos

avaliados: recusa placebo e vacina.

Tabela 12: Incidéncia média anual (por 1.000 habitantes) no periodo pré e pds-vacinal

de acordo com o grupo populacional: vacina, placebo e recusa.

Tabela 13: Célculo da eficicia da vacina anti-LTA Mayrink e cols. (1979).

Xx1



LISTA DE QUADROS

Quadro 1: ParAmetros de classificacdo dos coeficientes de deteccao/100.000 habitantes,

segundo o Ministério da Satide.

Quadro 2: Setores censitdrios utilizados como referéncia para selecdo das dreas
geogréficas do ensaio com o respectivo tamanho populacional e coeficiente de deteccdo

(RESENDE, 2004).

Quadro 3: Protocolo de procedimentos para identificacdo de casos de LTA.

Xxil



LISTA DE FIGURAS DO ANEXO

Figura 1: Registro dos pacientes com LTA diagnosticados no Ambulatério Paulo Aratjo
Magalhaes, da UDS-Caratinga, no SIL (Sistema de Informacgdo de Leishmaniose), na

plataforma ACESS.
Figura 2: Distribui¢do geografica do grupo recusa segundo o tipo de vacina e as dreas
geogréficas da microrregido de Caratinga pré-selecionadas para realizacdo do ensaio

comunitario, 2002-2007.

Figura 3: Casos de LTA pds-vacinal segundo os grupos: Recusa, Placebo, Vacina e

IDRM Naturalmente positivo e a hidrografia (cérregos) das dreas de estudo.

xxiii



LISTA DE TABELAS DO ANEXO

Tabela 1: Boletim de cadastramento e acompanhamento dos trabalhos de vacina anti-

LTA.

Tabela 2: Planilha de anotacdo das coordenadas geodésicas dos domicilios (GPS).

Tabela 3: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

XX1v



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AIDS - Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

BALB/c — Camundongos susceptiveis a infec¢do por L. major
BGC - Bacilo Calmette Guérin

CD - Coeficiente de Deteccao

CD4+ - Marcador de superficie celular da subpopulagdo de linfécitos Tauxiliares
CD8+ - Marcador de superficie celular da subpopulag@o de linfécitos Tcitotdxicos
CMSP - Células Mononucleares do Sangue Periférico
CONEP - Comité Nacional de Etica em Pesquisa

CTL - Centro de Tratamento de Leishmaniose de Caratinga
DNA - Acido desoxirribonucléico.

FNS - Fundagdo Nacional de Sadde

ELISA - Enzyme Linked Immunosorbent Assay.

ES - Espirito Santo

GPS - Global Position System

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

ICM - Indice comparativo de morbidade

IM - intramuscular

IDRM - Intradermorreacdo de Montenegro

IL2 - Interleucina 2

IL4 - Interleucina4

ILS - Interleucina 5

IL6 - Interleucina 6

IL9 - Interleucina 9

IL10 - Interleucina 10

IL12 - Interleucina 12

IL13 - Interleucina 13

INF-v - Interferon gama

iNOS - Oxido nitrico redutase

LC - Leishmaniose cutinea

LIT - Liver Infusion Tryptose.

XXV



LM - Leishmaniose mucosa

LTA - Leishmaniose Tegumentar Americana

MG - Minas Gerias

MS - Ministério da Satde.

N - Nimero absoluto (individuos)

NK - Células Natural Killer

NNN - Meio de cultivo Nicole, Novy & Neal (Meio de cultivo bifdsico)
NO - Oxido Nitrico

OMS - Organizacdo Mundial de Sadde

pH - Potencial hidrogenidnico

PCR - Reacgdo da Polimerase em Cadeia.

RIFI - Imunofluorescéncia Indireta

Sb - Sal de antindmio

SES - MG - Secretaria de Estado da Satide de Minas Gerais

SMS - Secretaria Municipal de Satide

SIL - Sistema de Informagéo de Leishmaniose

SUCAM - Superintendéncia de Campanhas de Satide Publica do Ministério da Sadde
FNS - Fundagdo Nacional de Sadde

TA - Temperatura axilar

Th1 - Reposta celular

TNF - Fator de Necrose Tumoral

UDS-Caratinga - Unidade Descentralizada de Satde de Cataringa
UDS-DRS-CF - Unidade Descentralizada de Satide da Regional de Coronel Fabriciano
UFMG - Universidade Federal de Minas Gerais

UFOP - Universidade Federal de Ouro Preto

WHO - World Health Organization.
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1. INTRODUCAO



A leishmaniose tegumentar americana € um importante problema de satde ptiblica no
Brasil e nas Américas, sendo endémica em 66 paises do Novo Mundo (DESJEUX, 2004).
Estima-se que 350 milhdes de pessoas vivam em dreas de risco, que existam 12 milhdes de
pessoas infectadas e que ocorra 1 a 1,5 milhdes de novos casos por ano (WHO, 2006).

No Brasil a LTA apresenta-se em fase de expansdo geogréfica, registrando
coeficientes de deteccdo (CD) que oscilam entre 3,8 a 22,9 por 100.000 habitantes no periodo
de 1980 a 2004 (MARZOCHI & MARZOCHLI, 1994; GOMES & NEVES, 1998; PASSOS et.
al., 2001; BRASIL, 2004).

No Vale do Rio Doce, localizado na Regido Leste do Estado de Minas Gerais, a
Leishmania (Viannia) braziliensis é a principal espécie responsdvel pela transmissdo da
doenca (MAYRINK et al., 1979; VOLPINI et al., 2006), cuja infeccdo é adquirida
principalmente em é&reas agricolas (MAYRINK et al., 1979; MACHADO-COELHO et al.,
1999). Na regido a doenca se manifesta na forma de uma simples lesdo cutinea a lesdes
multiplas disseminadas, e mais raramente na forma mucosa (5,1%) (MACHADO-COELHO
et al., 2005).

Entre o ano de 1965 e 2007 foram notificados pelo Centro de Tratamento de
Leishmaniose da Unidade Descentralizada de Satide da Regional de Coronel Fabriciano
(UDS-DRS-CF), localizado no municipio de Caratinga, aproximadamente 8.000 casos. Os
pacientes atendidos procedem geralmente da zona rural (82%), sdo de cor nao preta (80,7%),
da faixa etdria de 10 a 21 anos (45%), e estima-se que 40% apresentem a atividade agro-
pastoril como a ocupacdo principal (MACHADO-COELHO, 1999).

A prevengdo via vacinag@o deveria ser o método de escolha para o controle da doenga
em fun¢do de determinados fatores: (a) necessidade de muiltiplas doses por tempo prolongado

das terapias vigentes — sal de antimdnio, anfotericina B, pentamidina; (b) efeitos colaterais



freqiientes; (c) dificuldades de aplicagdo de métodos de controle e prevencdo para os padrdes
de transmissdo selvdtico e peridomiciliar da leishmaniose. A viabilidade do uso de uma
vacina € reforcada na medida em que individuos que se recuperam da doenca permanecem
refratdrios a re-infec¢des posterior pela mesma espécie (ALEXANDER, 1989; LIEW, 1989;
KEDZIERSKI et al., 2006).

As primeiras avaliacbes vacinais contra a leishmaniose tegumentar em humanos
iniciaram com SALLES GOMES (1939) e PESSOA & PESTANA (1940), utilizando extrato
bruto de promastigotas mortas como antigeno imunizante. Posteriormente, Mayrink e
colaboradores em uma série de ensaios demonstraram a seguranca, imunogenicidade e
eficdcia (aproximadamente 50%) de uma vacina anti-LTA, preparada com um pool de cinco
cepas de promastigostas inativadas. Em 1991 em reunido promovida pela OMS, ficou
definida a necessidade do desenvolvimento de uma vacina monocepa em substitui¢do a vacina
pentavalente, originalmente utilizada. A cepa de Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PHS)
foi escolhida para formulacdo da vacina devido a facilidade de cultivo em meio de cultura
(NNN) e a sua menor patogenicidade - menor efeito indutivo de lesdo mucosa. A nova vacina
monocepa, assim como a pentavalente, também promoveu um aumento da resposta
proliferativa de células mononucleares do sangue periférico (CMSP) e da producdo de INF-y
e uma taxa de conversdo em torno de 85% da Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) nos
individuos vacinados, demonstrando também apresentar um bom potencial imunogénico
(MENDONCA et al., 1995).

Apesar dos vérios ensaios realizados por Mayrink e colaboradores utilizando a vacina
monocepa, principalmente na regido do Vale do Rio Doce, ainda ndo foi possivel concluir em
que grau estas campanhas contribuiram para a reducdo da incidéncia da LTA. Sendo assim,

foi proposto a realizacdo de um ensaio comunitdrio na microrregido de Caratinga, afim de



comparar a redugéo das taxas de incidéncia de LTA de areas vacinadas em relacio as taxas de
incidéncia de LTA das areas placebo (controle). A escolha dessa microrregido deve-se ao fato
da 4rea ja ser trabalhada pela equipe de pesquisadores hd quatro décadas, cujas caracteristicas
epidemioldgicas sdo amplamente conhecidas e da existéncia de um Centro de Referéncia para

o tratamento das leishmanioses, localizado no municipio de Caratinga.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA



2.1 - O parasita

A LTA € uma antropozoonose endémica no continente americano, causada por
parasitas do género Leishmania, protozoério dimoérfico e intracelular obrigatério, que pode
acometer tanto a pele quanto a mucosa e com ciclo de vida digenético (heteroxénico).

Segundo LEVINE et al., (1980) e LAINSON & SHAW (1992), estes parasitas
possuem a seguinte classificacdo taxondmica:

Reino: Protista (HAECKEL, 1866)

Sub-reino: Protozoa (GOLDFUSS, 1817)

Filo: Sarcomastigophora (HONIGBERG & BALAMUTH, 1963)
Sub-filo: Mastigophora (DESING, 1866)

Classe: Zoomastigophorea (CALKINS, 1909)

Ordem: Kinetoplastida (HONIGBERG, 1963 emed VICKERMAM, 1976)
Subordem: Trypanosomatina (KENT, 1880)

Familia: Trypanosomatide (DOFLEIN, 1901 emend GROBBEN, 1905)
Género: Leishmania (ROSS, 1903)

A transmissio da doenca ocorre pela picada de fémea infectada do género Lutzomia
(LAINSON & SHAW, 1987; WEIGLE & SARAVIA, 1996; DESJEUX, 1996). A fémea, no
momento do repasto sanguineo, inocula as formas infectivas, promastigotas metaciclicas, na
epiderme do hospedeiro. Na tentativa de evadir da reposta imune do hospedeiro, estas formas
se ligam a receptores especificos de fagocitose presentes nos histidcitos teciduais e sao
opsonizadas. Apds a opsonizagdo ocorre a formagao do vacuolo parasitéforo, local onde as
promastigotas se diferenciam em amastigotas, formas arredondas e sem flagelo
(DESCONTEAUX & TURCO, 1999; CUNNINGHAM, 2002). Dentro destes vacuolos

parasitoforos as amastigotas reproduzem-se por fissdo bindria, rompem o macréfago infectado



e s@o liberadas ao meio para infeccdo de novos macréfagos e um novo ciclo inicia-se
(LAINSON & SHAW, 1992; PIMENTA et al., 1992; WEIGLE & SARAVIA, 1996;
DESCOTEAUX & TURCO, 1999; GONTIJO & CARVALHO, 2003).

No Brasil, até a década de setenta, todos os casos eram atribuidos a L. braziliensis.
Com a evolucdo dos métodos de andlise e a intensificacdo dos estudos ecoldgicos e
epidemioldgicos, outras espécies comecaram a serem descritas. Segundo GONTIJO &
CARVALHO (2003) e MARZOCHI & MARZOCHI (1994), no Brasil, pelo menos seis
espécies de Leishmania pertencentes ao sub-género Leishmania e Viannia (LAINSON &

SHAW, 1987) ja foram isoladas de lesdes em seres humanos.

2.2 — Espécies do género Leishmania

As espécies de Leishmania identificadas no Brasil apresentam uma vasta distribuicio
geografica, algumas apresentando caracteristicas eco-epidemioldgicas e modo de transmissio
particular (LAINSON & SHAW, 1998).

Segundo SILVEIRA et al. (2004) os principais agentes etioldgicos da LTA no Brasil
sdo a: Leishmania (L.) amazonensis (LAINSON & SHAW, 1972), L. (V.) guyanensis
(FLOCH, 1954 in DIAS-LIMA et al., 2002), L. (V.) braziliensis (VIANNA, 1911), L. (V.)
lainsoni (SILVEIRA et al., 1987), L. (V.) naiffi (LAINSON & SHAW, 1989; LAINSON et
al., 1990) e L. (V.) shawi (LAINSON et al., 1989).

L. (L.) amazonensis — originalmente descrita na regido Amazonica, particularmente em
areas de igapo e de floresta tipo “varzea”, é considerada como a principal responsdvel pela
maioria dos casos de LTA causados por parasitas do sub-género Leishmania (LAINSON &
SHAW, 1987). Apresenta uma ampla distribui¢do geogrifica nos varios paises da América

Latina, tais como: Brasil, Colémbia, Equador, Guiana Francesa, Panamd, Peru e Venezuela



(ARIAS et al., 1996). A sua distribuicdo no territério brasileiro vem aumentando, ja tendo
sido descrita nos estados da Bahia (BITTENCOURT et al., 1989; BARRAL et al., 1991),
Parana (SILVEIRA et al., 1990), Santa Catarina (STEINDEL et al., 1997) e Mato Grosso
(LAINSON & SHAW, 1970).

L. (V.) braziliensis — apresenta uma ampla distribuicdo geogrifica e uma elevada
prevaléncia, principalmente em regides ndo amazdnicas (MARZOCHI & MARZOCHI,
1994). Na regido Sudeste, € a espécie mais freqiiente nos estados de Sdo Paulo (TOLEZANO,
1994, 2001), Rio de Janeiro (OLIVEIRA-NETO et al., 1988; KAWA & SABROZA, 2002),
Espirito Santo (BARROS et al., 1985; FALQUETO et al., 1991, 2003) e Minas Gerais
(MAYRINK et al., 1979; PASSOS et al., 1999, VOLPINI et al, 2006). Esses autores tem
relacionado a transmissdo desta espécie a atividades ocupacionais ligadas ao ambiente,
favorecendo a infeccao. Em dreas envolvendo a L. (V.) braziliensis, a taxa de positividade do
teste de Montenegro aumenta com a idade e as reinfeccdes sdo raras (SABROZA, 1983;
MENDONCA et al., 1986; MARZOCHI & MARZOCHI, 1994).

L. (V.) guyanensis — espécie restrita ao Norte da Bacia Amazdnica (LAINSON, 1983;
MARZOCHI & MARZOCHI, 1994). Tem-se notificado vérios casos na periferia da cidade de
Manaus (ARIAS et al., 1996; DESJEUX, 2001). Geralmente o parasito estd associado
principalmente a florestas de terra firme, dreas ndo alagadas na estacdo chuvosa, e bosques de
arbustos altos (ARIAS et al., 1996; BRASIL, 2000).

L. (V.) shawi — espécie responsavel por casos esporddicos no Amazonas e no Pard
(LAINSON et al., 1989; LAINSON, 1997; GONTIJO & CARAVALHO, 2003).

L. (V.) naiffi — foi descrita por LAINSON & SHAW em 1989 e distribui-se pelo Brasil
nos estados do Amazonas e Pard, provocando no homem, principalmente a leishmaniose

cutdnea (LAINSON & SHAW em 1989; LAINSON et al., 1990). THOMAZ-SOCCOL et al.



(1993) demonstraram que este parasita ¢ uma espécie intermediaria entre a L. braziliensis e a
L. guyanensis.

L. (V.) lainsoni — distribui-se pela regido Amazodnica, sendo descrita na floresta
tropical do norte do Pard, onde foram notificados 23 casos de leishmaniose cutanea
provocados por esta espécie (SILVEIRA et al., 1987; ARIAS et al., 1996; LAINSON, 1997;
GONTIIO & CARVALHO, 2003; GRAMICCIA & GRADONI, 2005). Em estudo recente
BASANO & CAMARGO (2004) também descreve casos de leishmaniose cutidnea no estado

de Rondonia.

2.3 —Vetores

Os vetores da espécie Leishmania sp sdo dipteros flebotomineos fémeas pertencentes a
vérios géneros e espécies. A Lutzomia sp € o género mais freqiiente no Novo Mundo
(LEMOS et al., 2001). Geralmente, ndo ultrapassam 0,5 cm de comprimento, apresentam
pernas longas e delgadas, corpo piloso e olhos grandes (REBELO & OLIVEIRA-PEREIRA,
2001; LEMOS et al., 2001). Apresentam como caracteristicas o voo saltitante e a manutengdo
das asas eretas, mesmo em repouso, diferentemente de outros dipteros. Este mosquito também
€ conhecido por varios nomes populares, variando segundo o pais, estado e regido: mosquito
palha, cangalha, cangalhinha, asa dura, orelha de veado, birigui, arrupiado, péla égua,
ligeirinho, murutinga (REBELO & OLIVEIRA-PEREIRA, 2001; LEMOS et al., 2001;
ALEXANDER et al., 2002).

No Brasil, as espécies incriminadas como transmissoras da Leishmania sp sdo:
Lutzomia intermedia, Lutzomia whitmani, Lutzomia pessoai, Lutzomia migonei, Lutzomia
fischeri, Lutzomia umbratilis, Lutzomia flaviscutellata, Lutzomia wellcomei (LAINSON &

SHAW, 1987; DEDET, 1993; LAINSON et al., 1994; LUZ et al., 2000; FERREIRA et al.,



2001; CAMPBELL-LENDRUM et al.,, 2001; ALEXANDER et al., 2002; RANGEL &
LAINSON, 2003; DIAS et al., 2007). Recentemente, novas espécies t€m sido incriminadas
como vetoras da doenca Lutzomia nunextovari anglesi (TORRES et al., 1998) P. davisi (GIL
et al., 2003).

Os vetores da LTA também apresentam uma ampla distribuicio geogrifica no
territério brasileiro. Esta distribui¢do é dependente da topografia (FERREIRA et al., 2001), da
vegetacdo (MAYRINK et al., 1979; ALEXANDER, 1987, 1992, 2002; DAVIES et al., 1997;
KAWA & SABROZA, 2002; CAMARGO-NEVES et al., 2002), e das condi¢des de
temperatura e umidade do ar (KARL et al., 1996; LIMA, 2000; FRANKE et al., 2002;
CAMARGO-NEVES et al., 2002, CASTRO et al., 2005).

TOLEZANO et al. (2001) em inquéritos entomoldgicos realizados no municipio de
Eldorado estado de Sao Paulo, mostrou que a L. intermedia (99%) era a principal espécie dos
ambientes alterados pelo homem, retratando uma 6tima adaptacdo desta espécie ao novo
bioma. Dados semelhantes foram encontrados no municipio de Sdo Roque (SP) por
TANIGUCHI et al. (1991), na regido de Sao Jodo da Boa Vista (SP) por RANGEL & VIDO
(1997), no municipio de Uberlandia (MG) por LEMOS et al. (2001) e no vale do rio Ribeira
(PR) por CASTRO et al. (2005).

GOMES et al. (1983) e CAMPBELL-LENDRUM et al. (2001) mostraram que em
ambientes que sofrem intensa acdo antrOpica, a L. intermedia assume importancia
epidemioldgica, por assumir condi¢des de populacdo dominante nesse tipo de ambiente,
fazendo com que a transmissdo da LTA deixe de apresentar caréter selvdtico e ligacdo com
atividades ocupacionais e passe a apresentar cardter de transmissdo peri-domiciliar e
domiciliar. A L. intermedia € considerada a principal espécie envolvida na transmissdo da

leishmaniose cutanea (LC) na regido Sudeste do Brasil. Apresenta elevada freqiiéncia no
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ambiente domiciliar demonstrando forte associagdo com o homem e animais domésticos.
(MARCONDES et al., 1997, 1998; RANGEL & LAINSON, 2003; CASTRO et al., 2005).

LEONARDO & REBELO (2004) sugerem que, nas regides Sul e Nordeste do Brasil,
a L. witmani (GOMES et al., 1989; TOLEZANO, 1994; MARCONDES et al., 1997,
BRANDAO-FILHO et al, 1999; SHAW, 1999), juntamente com a L. intermedia
(MARCONDES et al., 1997, 1998; SHAW, 1999), sejam os principais vetores para L. (V.)
braziliensis, nas dreas onde a transmissdo da LTA ¢é predominantemente peridomiciliar.

TEODORO et al. (1999), em estudo realizado na drea urbana da cidade de Maring4,
no estado do Parand, descreve a L. whitmani como a principal espécie vetor de LTA,
sugerindo que esta espécie apresenta uma melhor adaptagdo ao novo bioma do que as outras
espécies de Lutzomya.

MAYRINK et al. (1979) estudando aspectos da LTA no municipio de Caratinga —
MG, observaram que nas dreas endémicas para LTA as principais espécies capturadas foram a
L. whitmani (63,7%), L. migonei (5,13%) e L. intermedia (0,55%).

Os principais vetores conhecidos e responsaveis pela transmissado da espécie da L. (L.)
amazonensis sao o L. flaviscutellata, L. olmeca nociva, L. reducta (YOUNG & ARIAS, 1982;
SHAW & LAINSON, 1987), amplamente distribuido na regido amazonica, principalmente
nos estados do Amazonas e de Rondonia. Essas espécies apresentam caracteristicas pouco
antropofilicas, hdbitos noturnos e vdo baixo (MARZOCHI & MARZOCHI, 1994; BRASIL,
2000, 2006).

A L. fischeri parece ser uma espécie mais adaptada ao ambiente florestal apresentando
dificuldades para vencer as barreiras impostas pela acdo antrépica (TOLEZANO et al., 2001).

No entanto, alguns autores tém demonstrado associagc@o desta espécie ao homem em focos da
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doenca no ambiente domiciliar (MAYRINK et al., 1979; MAYO et al., 1993; GOMES, 1994;
FALQUETO, 1995).

O principal vetor responsavel pela transmissdo da L. (V.) guyanensis € a L. umbratilis.
A transmissdo geralmente estd associada a penetracdo dos individuos em éreas de florestas

virgens, desmatamentos, trabalho e exercicios militares (LAINSON, 1983; BRASIL, 2006).

2.4 — Reservatorios

Os animais silvestres incriminados como reservatérios da leishmaniose sido roedores
(Proechimys, Oryzomys, Akodon,) (BARBOSA et al., 1970; FORATTINI et al., 1976;
LAINSON & SHAW, 1979; LAINSON, 1989), marsupiais (Didelphis) (ARAUJO-FILHO,
1978; LAINSON et al., 1983) e edentados - Choloepus (LAINSON et al., 1983) e
Tetradactylas sp (tamandud) (LAINSON et al., 1983). Os animais domésticos (eqiiinos,
suinos e cées) parecem ter um papel relevante como reservatorios da doenga nas areas urbanas
e periurbanas, uma vez que ja foram encontrados Leishmania em lesdes de pele destes
animais (FALQUETO et al., 1986, 1987; AGUILAR et al., 1989; REITHINGER & DAVIS,
1999; SOSA-ESTANI et al., 2001; RYAN et al., 2003).

A L. (L.) amazonensis tem como principal reservatdrio silvestre o roedor Proechimys
sp. (rato soid) (FORATTINI et al., 1960, 1972; LAINSON, 1989) que desenvolve infeccdo
sub-clinica. Os roedores Oryzomys sp (FORATTINI et al., 1973; LAINSON & SHAW,
1979), Neacomys sp e Nectomy sp apresentam importincia secunddria como reservatorios
desse parasito (MARZOCHI, 1992; MARZOCHI & MARZOCHI, 1994; ARIAS et al., 1996;
LAINSON, 1997).

Os principais reservatérios comprovados da L. (V.) guyanensis s@o os edentados

arboreos Choloepus didactylus (MARZOCHI & MARZOCHI, 1994) e o Tetradactyla sp
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(tamandud) (MARZOCHI & MARZOCHI, 1994). Roedores (LAINSON, 1983) e marsupiais,
apesar de serem encontrados menos freqiientemente infectados, sdo também considerados
reservatorios desse parasito (ARIAS et al., 1996; LAINSON; 1997).

Os reservatorios silvestres para a espécie L. (V.) braziliensis ainda nao estdo bem
definidos, pois até o momento ndo se conseguiu identificar definitivamente nenhum animal
silvestre como reservatdrio, apesar do parasito ja ter sido isolado de roedores (Akodon e
Proechymys dimidiatus) no Vale do Rio Doce (DIAS, 1977; MAGALHAES-ROCHA et al.,
1987) e em preguicas (Bradypus variegatus) em uma drea endémica do estado do Rio de
Janeiro (PIRMEZ et al., 1997). Segundo MARZOCHI & MARZOCHI (1994) esses animais
sinantropicos ou o préprio homem seriam os responsdveis pela introdu¢do da L. (V.)
braziliensis nas d&reas extra-amazOnicas, em conseqiiéncia das alteracdes ambientais
antropicas e pela capacidade adaptativa de alguns flebotomos. Esse parasito é também
freqiientemente encontrado em varios animais domésticos, tais como: o cdo (FALQUETO et
al., 1986; ROSA et al., 1988; FALQUETO et al., 1991; REITHINGER & DAVIS, 1999;
CASTRO et al., 2007), eqiiinos e mulas (FALQUETO et al., 1987; AGUILAR et al., 1987,
1989; ROSA et al., 1988). Esses autores sugerem que estes animais t€ém um papel importante

na propagacao da doenca no ambiente peridoméstico.

2.5 — Transmissao

Segundo DESJEUX (1992) sempre existe um nivel de disparidade nos registros de
nimero de casos de LTA, mesmo em paises onde a doenca € considerada de notificacio
compulséria. Essa disparidade se deve a erros de diagnéstico, dificuldades de acesso ao
servigco de assisténcia, falhas na prépria vigilancia epidemioldgica (apenas deteccdo passiva) e

a casos ndo diagnosticados. No entanto, nos paises onde a notificacio da doenca é
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compulséria, como no Brasil, as taxas de prevaléncia sdo mais confidveis, devido a melhoria
no processo de Vigilancia Epidemioldgica.

Varios estudos tém sido realizados a fim de descrever a ocorréncia da LTA, assim
como o de conhecer a importancia dos fatores ecoldgicos, ambientais, s6cio-econdmicos e
individuais associados ao processo de transmissdo da doenca (DESJEUX, 2004).

No Brasil, VALIM (1993) e SILVEIRA (2005) descreveram trés padrdes de
transmissdo da LTA:

O primeiro seria a leishmaniose tegumentar puramente silvestre, isto €, uma zoonose
priméria de mamiferos silvestres. Neste caso o homem adquiriria a infec¢do ao entrar em
contato com a biocenose silvestre onde se mantém o ciclo enzoondtico (LAINSON 1981,
1985; BASANO & CAMARGO, 2004). A doenca ocorreria através de surtos epidémicos
associados a derrubada das matas (construcdo de estradas, instalagdo de povoados em regioes
pioneiras) e exploracdo desordenada das florestas (extrag¢do de madeira, mineragdo,
agricultura), ocorrendo de modo geral na Amazonica (LAINSON 1981, 1985).

O segundo padrdo de transmissdo, a leishmaniose tegumentar silvestre modificada,
vem ocorrendo através de surtos epidémicos sazonais, em areas com pequenos focos residuais
de mata primdria. A infeccdo ocorre no peridomicilio e na drea de mata, onde o homem
geralmente desenvolve atividades ligadas a agricultura, como ocorre no Vale do Rio Doce
(MAYRINK et al., 1979; HERMETO et al., 1994), Bahia (JONES et al., 1987), Viana-ES
(BARROS et al., 1985) e nos municipios de Pedro Toledo e Miracatu-SP (GOMES et al.,
1992).

No terceiro padrdo a leishmaniose tegumentar ocorre nas dreas periurbana ou urbana,
no intra ou peridomicilio, ocorrendo de forma endemo-epidémica. Nessas dreas ha a suspeita

de participagdo de animais domésticos como reservatdrios. Destacam-se cidades como Belo
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Horizonte (PASSOS et al., 1990, 1993, 2001) e Rio Janeiro (OLIVEIRA-NETO et al., 1988;
KAWA & SABROZA, 2002).

BASAMO & CAMARGO (2004) salientam que o perfil de transmissdo periurbano
estd relacionado com a falta de saneamento bdsico, a situagdo econdmica precdria, a migracao
da populacdo para as periferias, ao convivio com animais domésticos ermos ou ndo, mas que
servem de reservatdrios para o parasito.

Outro padrio tipico da doenca € a ciclicidade de ocorréncia de casos. Apesar do
padrdo endémico classico da doenca, vérios autores t€m observado em vdrias regides que os
periodos endémicos ocorrem entre picos epidémicos ciclicos. MAYRINK et al. (1979) e
MACHADO-COELHO et al. (1999) demonstraram na microrregiao de Caratinga a ocorréncia
de alcas epidémicas a intervalos de 6 anos. JONES et al. (1987) observaram também
intervalos endémicos interpicos, no entanto com intervalos de 4 a 5 anos, em 4rea endémica
para LTA. GOMES et al. (1992) observaram surtos epidémicos com duragdo trianual a
intervalos de 3 anos nos municipios de Miracatu e Pedro Toledo no estado de Sao Paulo. Da
mesma forma, CONVIT (1996) observou na Venezuela que os picos de ocorréncia de casos
ocorriam de 3 a 4 anos. A diversidade dos achados epidemiolégicos confirma a importancia

de se particularizar o perfil da doenca em cada regio.

2.6 — Aspectos Clinicos da doenca

A LTA pode apresentar-se sob diversas formas clinicas, representando um complexo
de doencas (DESJEUX, 2004). A manifestacio destas formas clinicas dependerd do grau de
patogenicidade e viruléncia das espécies ou da cepa de Leishmania adquirida pelo hospedeiro
(GRIMALDI-JUNIOR & TESH, 1993; GREVELINK & LERNER et al., 1996; DAVIES et

al., 1997).
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Durante o periodo de incubagéo, geralmente de 30 a 45 dias, mas que pode variar entre
2 semanas a muitos anos, uma série de eventos celulares pode ocorrer, culminando nas
primeiras manifestacdes cutdneas. Inicialmente surge uma pédpula eritematosa ou pequeno
nédulo que pode desaparecer ou ulcerar. Este nddulo é formado por um infiltrado de
linfécitos e macréfagos contendo leishmania. Devido a pressdo exercida do infiltrado sobre a
epiderme este ndédulo pode ulcerar. Geralmente, o processo ulcero-necrético inicia-se do
centro da lesdo em direcdo as periferias ou bordas. Os fatores determinantes da evolucdo da
lesdo e da gravidade clinica, ainda ndo sdo bem conhecidos. No entanto, sabe-se que estes
eventos dependem tanto da resposta do hospedeiro e da predisposi¢do genética quanto da
espécie do parasito (WEIGLE & SARAVIA, 1996; DOWLATI , 1996; DAVIES et al., 1997;
OLIVEIRA et al., 2004).

A lesdo em sua forma cldssica surge como uma papula eritematosa, bem delimitada,
com borda violacea hipertréfica e base granulomatosa. A presenca de pus ou crosta amarela é
indicativa de infeccdo bacteriana (WEIGLE & SARAVIA, 1996; DOWLATI, 1996;
GONTIJO & CARVALHO, 2003).

Aproximadamente 3,5 a 5% dos casos de leishmaniose cutinea podem ocorrer
metastases para as mucosas (CARVALHO et al., 1985; LAGO et al., 1990; OLIVEIRA et al.,
2004; MACHADO-COELHO et al., 2005). Segundo MACHADO-COELHO et al. (2005) o
sexo, a idade, o estado nutricional e o tempo de durag@o da lesdo sdo marcadores clinicos da

forma mucosa.

2.6.1 — Formas Clinicas

Baseado na evolugdo das manifestacdes clinicas da LTA e do local da picada pelo

vetor infectado, MARZOCHI & MARZOCHI (1994) classificaram a doenca em 5 grupos: 1)
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Grupo sub-clinico, 2) Grupo Cutéineo, 3) Grupo mucocutineo, 4) Grupo mucoso e 5) Grupo
linfatico-ganglionar.
1) Grupo Sub-clinico: individuos expostos a picada do vetor infectado, mas que ndo
desenvolvem a doenca. Este grupo pode ser caracterizado através da
intradermorreacio de Montenegro (IDRM) positiva, ocasionalmente através da

sorologia positiva e auséncia de lesdes cutaneas ou cicatrizes.

2) Grupo cutdneo: baseado na apresentagdo clinica da ulcera, sub-divide-se em 3
grupos:

2.1) Forma cutinea localizada — caracterizada por apresentar lesdes cutineas simples
ou mudltiplas, freqiilentemente ulceradas, nas proximidades do provdvel local de
inoculacdo do parasito. Freqiientemente a IDRM e, ocasionalmente, a sorologia sdo
positivas. O tratamento geralmente € eficaz e a cura espontanea pode ocorrer.

2.2) Forma cutianea disseminada — caracterizada por apresentar numerosas lesdes
cutineas pequenas e ulceradas distribuidas pelo corpo, ndo apresentando relagdo com
o local de inoculagdo do parasito. Geralmente apresentam a IDRM e a sorologia
positiva e uma excelente resposta ao tratamento.

2.3) Forma cutanea difusa — apresentam numerosos nédulos ou pdpulas multiplas ndo
ulceradas por todo o corpo e sem correlagdo com o provével local de inoculagdo do
parasito. A IDRM ¢ negativa, porém a sorologia positiva. A doenga ocorre por uma
deficiéncia ou anergia de resposta imune mediada por células (DESJEUX, 1996). A
cura espontanea € praticamente inexistente e mesmo os individuos tratados tendem a

recidiva da doenga (DESJEUX, 2004).
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3) Grupo mucocutineo ou associado: Essa forma produz lesdes destrutivas e
desfigurantes nas mucosas orofaringeas, geralmente, associadas as espécies L. (V.)
braziliensis e L. (V.) guyanensis. Segundo GRAMICCIA & GRADONI (2005) 30
a 80% dos pacientes com lesdo cutanea provocada pela L. (V.) braziliensis podem
evoluir para lesdo cutdnea mucosa.

3.1) Formas mucocutinea concorrente — com lesdes cutineas e mucosas ativas, ambas

simultineas e distantes. Apresentam IDRM e sorologia fortemente positiva e apesar do

tratamento ser efetivo, este deve ser prolongado.

3.2) Forma mucocutinea contigua — onde as lesdes mucosas ocorrem em continuidade

com as lesdes cutdneas, a resposta imune € preservada e o tratamento prolongado, mas

eficaz.

4) Grupo mucoso.

4.1) Forma mucosa tardia — lesdes mucosas intensas associadas a cicatrizes de lesdes
cutdneas, curadas por tratamento ou de cura espontinea. Apresenta a IDRM
fortemente positiva e o tratamento é sempre prolongado, mas geralmente eficaz.

4.2) Forma mucosa isolada de origem indeterminada — apresenta envolvimento das
mucosas na auséncia de cicatriz ou sinal de lesdo cutinea ativa. A IDRM e a sorologia
sdo positivas e o tratamento € eficaz, mas prolongado.

4.3) Forma mucosa primdria — relacionada diretamente com a auséncia de cicatriz ou
lesdo cutinea ativa e com a picada do vetor infectado na mucosa, onde provoca lesdes

extensas. Tanto a sorologia quanto a IDRM mostram-se positivas.
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5) Grupo linfatico-ganglionar — ocorréncia de linfagite e/ou linfadenopatia com ou
sem a presenca de lesdes cutaneas. A IDRM apresenta-se geralmente negativa e a

sorologia positiva.

Um outro grupo clinico de leishmaniose ndo citado na classificacio de MARZOCHI &
MARZOCHI (1994) seria a leishmaniose recorrente ou recidivante. Refere-se ao
desenvolvimento de novas lesdes no centro ou na periferia de cicatrizes ou de lesdes agudas
de leishmanioses, podendo manifestar tanto na forma cutidnea quanto na mucosa. Segundo
PASSOS et al. (2001) os pacientes tratados de leishmaniose que ndao convertem a IDRM
apresentam 3 vezes mais chances de recorréncia ou recidiva da doenca. Acredita-se que o
mecanismo recidivante seja devido a reativacdo dos parasitos latentes que geralmente ocorre
num periodo de cinco anos apds o desaparecimento da lesdo, quando o tratamento foi ineficaz
(LLANOS-CUENTAS et al., 1984; SARAVIA, 1990; WEIGLE & SARAVIA, 1996).

Um grupo clinico preocupante sdo os formados pelos individuos imunossuprimidos
(HIV/AIDS, terapia imunossupressora) que apresentam ou que ja apresentaram LTA, pois
nestes pacientes o quadro da leishmaniose tem aumentado a gravidade devido ao surgimento
de infeccdes concomitantes, além de pacientes assintomdticos e curados converterem a

sintomaticos (COURA et al., 1987; WHO, 2000; GONTIJO & CARVALHO, 2003).

2.7 — Resposta Imunolégica

Apés a picada pelo vetor infectado e inoculagdo da Leishmania a relagdo
parasito/hospedeiro pode ser direcionada rumo a cura com possivel destruicdo do parasito,
portanto sem desenvolvimento de sinais e sintomas clinicos ou rumo a doenga, com producio

de lesdes cutdneas e/ou mucosas, isto dependerd da alta ou baixa capacidade da resposta
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imune mediada por células “Th1’ em destruir o parasito e controlar a infeccio (COUTINHO
et al., 1996; ROGERS et al., 2002).

Estudos em camundongos tém mostrado que a resposta imune mediada por células T
tem funcdo central na ativacdo ou ndo dos macréfagos responsdveis pela resposta do
hospedeiro ao parasito.

A resisténcia as leishmanias é dependente de célula CD4+ do tipo Thl, que estimulam
a resposta imune celular efetiva associada a secrecdo de algumas citocinas (INF-gama, TNF,
IL-12, IL-2). A IL-12 produzida pelos macréfagos e células dendriticas estimulam a
proliferacdao e diferenciacdo das células T imaturas em células do tipo Thl e induzem a
producdo de INF-gama pelas células T e Natural Killer (NK)( HAMERMAN et al., 2005). O
INF-gama associado ao TNF-alfa produzido pelos macréfagos infectados ativam o gene da
oxido nitrico redutase (iNOS), resultando na producdo do 6xido nitrico (NO), substancia
toxica ao parasito e responsiavel pela morte da Leishmania (AFONSO et al.,, 1994;
SCHARTON-KESTER, 1995; RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998; KANE & MOSSER, 2000;
ROGERS et al., 2002), desta forma o sistema imune do individuo consegue controlar a
infeccdo (ROGERS et al., 2002; AWASTHI et al., 2004; HAMERMAM et al., 2005).

A susceptibilidade ao parasito ou progressdo da doenca é caracterizada pela ativacio
de células do tipo Th2, envolvida na inducdo da resposta humoral e nos fendmenos de
eosinofilia, e associado a secre¢do de citocinas do tipo IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13 e
principalmente IL-4 (COFFMAN & CARTY, 1986; LOHOFF, 1998). Estas citocinas sdo
tidas como depressoras da resposta imune, pois inibem a ativagdo dos macréfagos
favorecendo a multiplicacdo do parasito dentro dos vactolos parasitéforos e resultando num
agravamento da doenca (AFONSO & SCOTT, 1993; COUTINHO et al., 1996; ETGES &

MULLER, 1998).
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2.8 — Diagnostico
O diagndstico de LTA abrange aspectos clinicos, epidemiolégicos, laboratoriais

(GONTIO & CARVALHO, 2003) e reposta ao tratamento (OLIVEIRA-NETO, 1988).

2.8.1 — Diagnéstico Clinico-Epidemiolégico

E realizado a partir das caracteristicas da lesdo associada 2 histéria pregressa e
procedéncia do paciente. As formas tegumentares do Novo Mundo compreendem uma
sindrome cujas manifestacdes clinicas dependem de alguns fatores, como a espécie de
Leishmania envolvida e a relacdo do parasito com seu hospedeiro. Assim, ela produz um
amplo espectro de lesdes o que torna o diagndstico clinico nem sempre simples ou imediato

(GONTIJO & CARVALHO, 2003).

2.8.2 — Diagnéstico Laboratorial

Os exames laboratoriais sdo constituidos por técnicas de deteccdo do parasito, portanto
de confirmac@o etioldgica (pesquisa direta, histopatologia, cultura, inoculagio em animais e
reacdo em cadeia da polimerase) e técnicas imunoldgicas (detecgc@o da resposta imune celular,
deteccdo de anticorpos, deteccdo de imunocomplexos circulantes) (KAR, 1995).
Freqiientemente a associa¢do de alguns destes elementos é necessério para a definicdo do

diagnéstico.

2.8.2.1 — Exame parasitologico direto
O exame parasitolégico direto é o procedimento de primeira escolha, por ser mais
rapido, de menor custo e de facil execu¢do. O material é obtido por escarificagéo, bidpsia,

puncdo aspirativa ou impressdo por aposi¢do das bordas da lesdo ulcerada. A coloragio
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utilizada é o Giensa (10%) e a observacdo das formas amastigotas realizadas através da
microscopia Optica (BRASIL, 2000).

A positividade deste exame € inversamente proporcional ao tempo de lesdo
(FURTADO, 1980). FABER et al. (2003) em trabalho realizado para avaliacdo de técnicas de
diagndstico para leishmaniose cutinea encontrou uma sensibilidade de 54% para o exame
parasitolégico direto, resultado semelhante ao descrito por ANDRESEN et al. (1996), que
observou positividade de 48%, RODRIGUES et al. (1994), com positividade de 64% e
AVILES et al. (1999) que encontrou 42%. Porém, MARQUES et al. (2006) demonstraram
que isoladamente o exame direto apresentou sensibilidade de 62,8% e, que, quando usado em

associacdo com a IDRM a sensibilidade de diagnéstico eleva-se para 81,1%.

2.8.2.2 — Cultura

A cultura é um método indireto da pesquisa da forma promastigota do parasito. E
realizada através da disposi¢do de fragmentos biopsiados ou raspados da lesdo em meio de
cultura NNN e/ou LIT entre 24-26°C. A sensibilidade deste método é de aproximadamente
60% e 30% para as lesdes agudas e cronicas, respectivamente (WEIGLE et al., 1987). A

dificuldade operacional torna este procedimento inadequado para inquérito epidemiolégico.

2.8.2.3 — Inoculacio em animais

O hamster (Mesocricetus auratus) é o animal comumente utilizado para isolamento da
Leishmania sp. O in6culo obtido de fragmentos triturado da lesdao é aplicado no focinho ou
patas traseiras do animal. O grande inconveniente desta metodologia € o tempo excessivo para

conclusdo dos resultados, geralmente de 2 a 9 meses, dependendo da cepa de Leishmania
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inoculada. Portanto, é utilizado apenas em pesquisas cientificas para isolamento e posterior

caracterizacdo da espécie (BRASIL, 2000).

2.8.2.4 — Histopatologia

A histopatologia € realizada com fragmentos de tecido, desidratado, embebido em
bloco de parafina, cortado em pequenos fragmentos de 4-5 micrometos e corados com eosina-
hematoxilina (TAFURI et al.,, 2001). As manifestacdes histologicas dependem: da cepa
inoculada, da carga do in6cuo e do estado imunoldgico do individuo de drea endémica ou nao
endémica. O infiltrado caracteriza-se por hiperplasia pseudo-epiteliomatosa, formacgdes
granulosas, presenca de células epitelidides, linfécitos, plasmdcitos, células gigantes e
histidcitos. A confirmacdo de positividade sé € feita quando a forma amastigota do parasito é
visualizada no tecido (MEHREGAN et al., 1999).

Segundo WEIGLE et al. (1987) ndo é um método de alta sensibilidade, variando de 14
a 18%. Entretanto, FABER et al. (2003) avaliando a técnica em amostras de 46 pacientes com
suspeita de LTA, demonstrou uma elevada sensibilidade (69%) para o método. No entanto, os
autores relacionaram a alta positividade a extensa experiéncia em exames histopatolégicos do

patologista.

2.8.2.5 — Reacao em cadeia de polimerase (PCR)

Reproduz in vitro o fendmeno da duplicacdo in vivo da molécula de DNA. Permite a
rdpida deteccdo do parasito e sua especifica identificacdo, sem isolamento em cultura.
Entretanto, as exigéncias técnicas e o custo relativamente elevado ainda limitam seu emprego

rotineiro (BRUJIN & BARKEN, 1992; GONTIO, 1997).
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WEIGLE et al. (2002) utilizando a PCR como método de diagndstico de lesdes
crdnicas em comparagdo aos métodos convencionais encontrou uma sensibilidade duas vezes
maior aos métodos convencionais associados ou isolados. MARQUES et al. (2002) avaliando
164 casos suspeitos de LTA através do método de PCR, encontraram uma positividade de
76,8% para os casos suspeitos e considerando os casos de LTA confirmados a sensibilidade
do método elevou-se para 90,2%. FABER et al. (2003) demonstraram em trabalho realizado
em pacientes com LC uma alta especificidade (100%) e sensibilidade (96%) para o resultado
da PCR, seguida pelo IDRM e cultura do parasito, 89% e 70% de sensibilidade,
respectivamente. MARQUES et al. (2006) desmontaram que o exame de PCR foi o método
mais sensivel, capaz de diagnosticar 126 (76,8%) dos 164 casos considerados suspeitos,

seguido pelo exame parasitolégico (62,8%) e IDRM (61,0%).

2.8.3. — Diagnéstico Imunolégico
Dentre os métodos imunoldgicos destacam-se os métodos de reacdo de

hipersensibilidade retardada (IDRM) e sorologia.

2.8.3.1 — Intradermorreacao de Montenegro (IDRM)

Este teste é baseado na reacdo de hipersensibilidade tardia; foi desenvolvido por
MONTENEGRO em 1926 e modificado por GOMES (1939), sendo usado tanto como
método diagndstico individual, devido sua alta sensibilidade, como para inquéritos
epidemioldgicos de dreas endémicas (SILVEIRA et al., 1996; ANDRADE et al., 2005).

MELLO et al. (1977) e DA COSTA et al. (1996) realizaram em 4rea end€mica para
LTA, Vale do Rio Doce-MG, um estudo para padronizacdo do teste em funcdo do contetido

protéico através de dosagem do nitrogé€nio. Esses autores concluiram que tanto para inquérito
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epidemioldgico quanto para o diagndstico da leishmaniose, o uso do antigeno na concentracéo
de 40 pg/mL permitiria detectar reacdes especificas mais fracas e sem perda de
especificidade. A sensibilidade da reacdo depende do antigeno empregado no teste.
ROMERO et al. (2004) encontraram discordincia em 22% das reacdes. ABRAMSON et al.
(1995) também observaram uma variagdo da sensibilidade de 19% a 100% em 27 pacientes
com LTA e 29 pacientes com LV, ao utilizarem antigenos preparados de L. major ou
antigenos preparados a partir de uma mistura de promastigotas de L. (V.) guyanensis, L. (L.)
amazonensis e L. (L.) mexicana.

Reagdes cruzadas s@o observadas principalmente em individuos com doenca de
Chagas e individuos curados de leishmaniose visceral (VEXENAT et al., 1996).

Verifica-se uma positividade de 20 a 30% da reacdo em individuos vivendo em dreas
endémicas, sem histéria de LTA pregressa e na auséncia de cicatriz ou lesdo ativa, apontando
para a possibilidade de formas abortivas ou infec¢des subclinicas (BRASIL, 1998).

Alguns autores (NASCIMENTO et al., 1993; CASTES et al., 1994; DE LUCA et al.,
2001, 2003; BORGES et al., 2002) sugeriram que a propria realiza¢io do 1° teste de
Montenegro poderia induzir a uma conversdo. DE LUCA et al. (2003), em estudo avaliando o
potencial imunogénico da IDRM, e JOSE et al. (2001), avaliando o poder sensibilizante da
IDRM, observaram que a aplicacdo de uma tnica dose do teste de Montenegro induziu uma
resposta imune mediada por células significativamente maior do que a observada no grupo
placebo. Os autores ndo recomendam o uso da IDRM como critério de sele¢do em triagem
clinica visando avaliar imunogenicidade e/ou eficicia de vacinas anti-LTA. No entanto, JOSE
et al. (2001) observaram que apds um ano todos os individuos apresentaram-se negativos

novamente.
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Resultados falso negativo também tém sido descritos em pacientes imunossuprimidos,
na LC difusa e disseminada (MARZOCHI et al., 1980), em infec¢des precoces (CUBA-
CUBA et al., 1985, JOSE et al.,, 2001) e em infeccdes provocadas pela L. amazonensis
(SILVEIRA et al., 1991).

Entretanto, apesar dessas falhas, frente a alta especificidade e sensibilidade da IDRM
(FURTADO, 1980; GUERRA et al., 1985; OLIVEIRA-NETO, 1988), associado a sua
praticidade e facilidade de execug@o, fazem com que esse teste continue sendo o exame mais
utilizado no diagnéstico da LTA e em inquéritos epidemioldgicos. Além disso, € o método de
escolha para definicdo do diagnéstico de lesdes cutineo-mucosa antigas, onde o nimero de
parasitas € pequeno, portanto, dificeis de serem detectados pelos métodos parasitolégicos (DA
COSTA et al., 1996).

A negatividade desta reacdo em individuos que vivem em dreas endémicas tem sido
utilizada com regularidade como critério de selecdo para a inclusdo destes individuos em
estudos de caracterizacdo de resposta imune e eficdcia da imunizagdo apds a administragdo de
vacina anti-LTA (MAYRINK et al., 1979, 1978, 1985; SHARIFI et al., 1998; KHALIL et al.,
2000; ARMIJOS et al., 2004; VELEZ et al., 2005). Teoricamente em individuos vivendo em
areas ndo endémicas, a resposta positiva ou conversio do teste apds a aplicacdo da vacina

anti-LTA seria atribuido a imunidade induzida pela prépria vacina.

2.8.3.2 — Sorologia

A sorologia expressa os niveis de anticorpos circulantes e estd associado ao tempo de
evolucgdo da doenga, sendo mais freqiiente em presenca de comprometimento de mucosas.

A Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) € o método sorolégico mais utilizado. Apresenta

resultados varidveis para a LTA devido a reduzida antigenicidade do parasito e/ou devido aos
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baixos niveis de anticorpos circulantes (GONTIJO & CARVALHO, 2003). Sua sensibilidade
varia entre 67 a 76% e apresenta baixa especificidade (CHIARI et al.; 1973; GARCIA-MISS
et al.,, 1990; SANCHEZ et al., 1992).

Os niveis de anticorpos tendem a baixar com a cura clinica, constituindo, assim, um
método auxiliar na avaliagdo da eficécia terapéutica para LTA (BITTENCOURT et al., 1989).

Este método ndo deve ser utilizado em inquéritos epidemioldgicos de LTA (CONVIT
et al., 1969; KAR, 1995) devido a variabilidade da sensibilidade e a possibilidade de reacdo
cruzada com a doenca de Chagas e tuberculose pulmonar (CHILLER et al., 1990; GARCIA-

MISS et al., 1990; KAR, 1995).

2.9 — Tratamento

O tratamento da LTA constitui um desafio constante em razdo da falta de um
medicamento totalmente eficaz, de uso oral, dose unica diaria, de baixo custo e de efeitos
colaterais inexpressivos (DESJEUX, 2004).

Os compostos pentavalentes tais como o antimoniato de N-metil-glucamina
(Glucantime®) e o estibogluconato de sédio (Pentostan®) ainda sdo as drogas de primeira
escolha no tratamento das leishmanioses (BRASIL, 2000, 2006). A eficacia destes compostos
¢ atribuida a capacidade de inibir a sintese de adenosina e guanosina trifosfato, através da
inibicdo da glicélise e do ciclo do 4cido citrico (KOFF & ROSEN, 1994). A OMS (1990)
recomenda de 10 a 20 mg de Sb/ Kg de peso corporal/dia, ministrado via intramuscular ou
venosa. Para a forma cutdnea, preconiza-se o tratamento por 20 dias consecutivos, e para a
forma mucosa, por 30 dias ou até a cura clinica da doenga. O dificil manuseio, a longa
duracdo do tratamento, a alta toxicidade e os varios efeitos colaterais prejudicam o processo

de adesdo ao tratamento. Os efeitos colaterais mais comuns dos antimoniais sdo mialgias,

27



artralgias, vomitos, anorexia e nauseas (SALDANHA et al., 1999; RATH et al., 2003). Sao
também descritas alteracdes eletrocardiograficas, agranulocitose, pancreatite aguda e arritmias
fatais durante o tratamento (MARSDEN,1985; KOFF & ROSEN, 1994; SALDANHA et al.,
1999; RATH et al., 2003).

Além dos efeitos colaterais, outras desvantagens da quimioterapia sdao o alto custo e a
longa duracdo do tratamento, assim como as contra indicagdes para os individuos portadores
de doencas cardiacas, renais e hepaticas, além de idosos e gestantes (SALDANHA et al.,
1999; BRASIL, 2000, 2006; GONTIJO & CARAVALHO, 2003; DESJEUX, 2004).

Outro fator de grande preocupacdo € a resisténcia que o parasito vem apresentando
frente ao tratamento com os antimoniais pentavalentes (DESJEUX, 2004). GROGL et al.
(1992) observaram resisténcia do parasito em 11% dos casos estudados. BERMAN (1997)
observou recidivas em 10% dos casos da forma cutinea e de 3% nos que apresentam a forma
mucosa. SUNDAR (2001) e DESJEUX (2004) relataram que em distritos hiperendémicos, ao
norte do estado de Bihar, 50 a 60% dos pacientes ndo respondiam ao tratamento com o0s
antimoniais pentavalentes.

MAYRINK et al. (2006) avaliando a eficidcia da imunoterapia nos casos em que a
quimioterapia € contra indicada ou refratdria, observaram uma taxa de cura de 98,1%, apesar
do maior tempo de tratamento, de aproximadamente 95 dias para 173 dias, quando comparado
ao tempo de cura do tratamento padrdao (antimoénio). CONVIT et al. (1989) associando a
imunoterapia ao bacilo Calmette Guérin (BGC) observaram uma taxa de cura de 90% em um
tempo médio de cura de 16 a 18 semanas, resultados semelhantes ao da quimioterapia
realizada com antimoniato de N-metil-D-Glucamina.

A imunoquimioterapia, associacio entre quimioterapia e imunoterapia, tem diminuido

o tempo e o volume de antimonio necessario para obtengdo do processo de cura (GENARO et
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al.,, 1996, 2000). A partir desses resultados a ANVISA (Didrio Oficial da Unido em
31/12/2001) renovou o registro de medicamento similar Leishvacin® (Produto comercial 0,34
mg/mL para uso pela via subcutdnea injetdvel comercializado em caixas com 4 frascos de
vidro incolor de 5 mL) produzido pela BIOBRAS S/A (registro 1.00574-2) como vacina
terapéutica contra leishmaniose (registro: 25000.045522/99-10 1.0574.0047.001-1).
MACHADO-PINTO et al. (2002) avaliando 47 pacientes com LTA observaram que a
associacdo do sal de antimdnio com a vacina (imunoquimioterapia) resultou em 100% de cura
e ainda reduziu em 50% o volume final de antimo6nio usado no tratamento. Da mesma forma,
MAYRINK et al. (2006) demonstraram que a imunoquimioterapia apresentou o mesmo indice
de cura em relacdo ao tratamento padrio, e ainda reduziu o volume do sal de antimdnio em
17,9% e o tempo de cura significativamente de 87 para 62 dias, conseqiientemente, reduzindo
os efeitos colaterais.

Segundo o MINISTERIO DA SAUDE (BRASIL, 2006), o critério de cura € clinico e
recomenda-se que seja feito o acompanhamento mensal do paciente por 3 meses
consecutivos, e ap6s a cura clinica, acompanhar o paciente até completar 12 meses apds o

término do tratamento.

2.10 — Estratégias de controle

As estratégias de controle dependerdo do tipo de transmissdo observado e das
caracteristicas epidemioldgicas de cada regido em particular ( DESJEUX, 1996; SANTOS et
al., 2000; BASAMO & CAMARGO, 2004). Estas medidas tém sido abordadas sob 5
aspectos: vigilancia epidemioldgica, medidas de atuagdo na cadeia de transmissdo, medidas

educativas e vacina (BRASIL, 2000, 2006).
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A vigilancia epidemioldgica abrange desde a detec¢do do caso até o envio dos dados,
visualizagdo, caracterizacdo da distribuicdo da doenga e do seu perfil clinico-epidemiolégico
(BRASIL, 2006).

As medidas de atuacdo, em virtude das caracteristicas epidemiolédgicas peculiares,
devem ser flexiveis, distintas e aliadas a um sistema de satide bdsico capacitado para o
diagnéstico precoce e tratamento adequado da doenga (DESJEUX, 1996). As medidas
educativas devem estar inseridas em todos os servi¢os que desenvolvem as a¢des de controle
da LTA, sendo que as equipes do Programa de Saide da Familia podem ter importante papel
na busca ativa e na adocdo de algumas atividades educativas junto a comunidade (BRASIL,
2000; BASANO & CAMARGO, 2004). Em ireas que apresentam o perfil periurbano de
transmissdo, deve-se tentar a reducdo do contato vetorial através da aplicacdo de inseticidas
de uso residual, usar mosqueteiros, instalar tela fina nas janelas e portas, usar repelentes e
manter uma distdncia minima de 300 metros das moradias em relacdo a mata ( DESJEUX,
1996; SANTOS et al., 2000; BASANO & CAMARGO, 2004; BRASIL, 2006). Aliadas a
todas estas medidas devem ser valorizadas as atividades de capacitagdo continuada dos
profissionais de saide em todos os seus niveis.

Todas estas medidas apresentam um elevado custo e sao de dificil aplicabilidade, além
de ndo poderem ser aplicadas ao padrdo de transmissao selvatico ou peridomiciliar. Portanto,

a vacina seria a Ginica medida eficaz para o controle da doenga em grandes populagdes.

2.11 - Vacina Anti-LTA
Diante das dificuldades impostas pelo tratamento e das dificuldades de controle da
doenca, propiciadas pelo seu cariter enzoondtico, a pesquisa por uma vacina segura, efetiva e

barata seria a medida mais adequada para a prevencdo da leishmaniose humana (DESJEUX,
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2004), ja que individuos que se recuperaram da doencga permanecem refratdrios a re-infeccoes

(ALEXANDER, 1989; LIEW, 1989; GENARO et al., 1996).

2.11.1) Resposta imune apés vacinacao

As primeiras hipéteses para o desenvolvimento de uma possivel vacina para a
leishmaniose iniciaram-se baseado numa pratica bastante antiga, a leishmanizagao, realizada
nos paises do Oriente Médio e Asidticos onde a leishmaniose cutidnea € considerada uma
doenca hiper-endémica. Esta prética iniciou apds observagdes de que, pessoas curadas desta
doenca geralmente permaneciam protegidas a exposicdes posteriores, desta forma, as mées de
criangas do sexo feminino, pensando em proteger o rosto, uma das Unicas partes expostas do
corpo, devido ao uso do turbante, aplicavam o exsudato de lesdo ativa nas partes posteriores
do corpo para provocar lesdes, geralmente auto-curdveis, porém, suficiente para dar-lhes
protecdo a futuras exposi¢cdes (NADIM et al., 1983; KHAMESIPOUR et al., 2005).

Segundo MENDONCA et al. (1995) a protecdo conferida pela vacina anti-LTA esta
associada ao desenvolvimento de uma resposta imune mediada por células, tipo Thl, com
aumento de INF-y e diminuicio de IL-4, sendo esta resposta denominada protetora.

NASCIMENTO et al. (1990) demonstraram que a prote¢do vacinal pode ser associada
a conversdo da IDRM, com uma correlacdo de 90% entre a IDRM positiva, a resposta
proliferativa de células mononucleares do sangue periférico e uma produ¢do aumentada de
INF-v; esses autores também demonstraram que a vacina conferia uma prote¢ao de 70% aos
individuos e que apds vacinacdo convertiam a IDRM de negativa para positiva. Baseados na
correlacio encontrada por ANDRADE et al. (1984); MAYRINK et al. (2002) e
NASCIMENTO et al. (1990) entre IDRM e resposta imune, vdrios autores tem adotado a

IDRM negativa como critério de inclusdo de individuos e a IDRM positiva como critério
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avaliador de imugenicidade vacinal (ARMIJOS et al., 1998; VELEZ et al., 2000; MAYRINK
et al., 2002).

DE LUCA et al. (1999) demonstraram que individuos vacinados induziam uma
resposta imune mediada por células T, com predominio do fenétipo T CD8". Nestes mesmos
individuos vacinados foi observado um aumento da producdo de INF-gama apds vacinacao,
indicio de que a resposta induzida pela vacina é potencialmente benéfica. As células TCD8"
sdo importantes fontes para producdo de INF-gama e pobres produtoras de IL-12 sendo
consideradas células T de memoria. A predominancia deste fendtipo entre as células
respondedoras ao antigeno de leishmania pode ser explicada pelos baixos niveis de IL-12
detectados em sobrenadante de cultura de células polimorfonucleares (PBMC) de individuos
vacinados como observados por estes autores.

DA-CRUZ et al. (1994) observaram que pacientes curados da LTA tem revelado um
aumento na propor¢io de células TCD8" em comparagdo com os niveis observados antes da
terapia, durante a doenca ativa, sugerindo assim, que estas células podem ter uma funcdo
importante na protecio contra LTA.

Em contrapartida, KAR et al. (2005) em trabalho realizado em camundongos BALB/C
e com a vacina de antigeno de promastigota P-4 atribuiu a resposta imune protetora
fundamentalmente as células TCD4" independentemente das células TCD8". A protegdo
proporcionada pela vacinacdo envolveria células TCD4" e producdo de citocinas MIF,
TNF/LT e INF-gama.

Apesar de ja estar bem estabelecido, que a resposta imune mediada por células (Th1) é
a responsdvel pela protecdo contra a Leishmania, ainda ndo se estabeleceu um conhecimento
definitivo sobre as caracteristicas da resposta imune protetora mediada por células induzidas

pelas vacinas anti-LTA (MENDONCA et al., 1995).
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2.11.2 - Ensaios vacinais

No Brasil, as primeiras tentativas para obten¢do de uma vacina anti-LTA foram
realizadas por SALLES-GOMES (1939) a partir de extrato de promastigotas mortas.

Um ano depois, PESSOA & PESTANA (1940) realizaram o primeiro teste feito em
humanos com “pool” de formas promastigotas de Leishmania sp preparadas em solucio
salina-fenol. A vacina foi administrada em 3 doses em intervalos de 21 dias aos voluntérios
cujo IDRM foi considerada negativo. Houve um registro de 18% de doentes no grupo
controle e de apenas 3,2% no grupo vacinado. Desta forma, a vacina proporcionou uma
reducdo de 80% na incidéncia da doenga, ndo tendo sido reportado nenhum efeito colateral no
grupo vacinado (PESSOA & PESTANA, 1940; PESSOA, 1941).

Trinta anos apds, esses estudos foram retomados por Mayrink e colaboradores que
aperfeicoaram e padronizaram o preparo da vacina polivalente, composta de 5 cepas
dermatotrépicas oriundas de diferentes regides do Brasil (MAYRINK et al., 1979).

O primeiro ensaio clinico foi realizado em Caratinga, Minas Gerais, objetivando
avaliar a capacidade da vacina em induzir a prote¢io (MAYRINK et al., 1978, 1979). Foram
selecionados 1.588 voluntdrios com IDRM negativas, sendo que 614 constituiram o grupo
vacinado e 974 o grupo nao vacinado. Observaram uma conversdo de 78,4% da IDRM ap6s
trés meses, de 73,2% ap6s um ano e de 54,1% ap6s dois anos. Durante 20 anos, 18 casos de
LTA ocorreram na drea, sendo que destes 16 nio tinham tomado a vacina e dois a receberam,
mas ndo haviam convertido a IDRM para positivo (MAYRINK, comunicag@o pessoal).

O segundo ensaio clinico de vacinagdo ocorreu em Viana, Espirito Santo, onde 483

voluntarios com IDRM negativas foram divididos em dois grupos, um de 216 vacinados e
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outro de 267 voluntarios como controle ou placebo. Observaram uma taxa de conversdo de
80% no grupo vacinado. Trés anos apds, 18 pessoas contrairam a doenga na drea vacinada,
sendo que apenas trés (1,7%) pertenciam ao grupo vacinado (MAYRINK et al., 1985).

ANTUNES et al. (1986) conduziram na regido de Manaus dois ensaios controlado,
duplo cego e realizado em militares. Em 1981 foram vacinados 1.311 soldados e no ano de
1983 foram vacinados 1.274. Observaram uma conversdo da IDRM de 33% em 1981 e de
70% em 1983, resultando numa protecdo de 23% e 60% para cada ensaio. A baixa protecdo
encontrada no primeiro ensaio foi atribuida a imunossupressdao provocada pela administracao
concomitante de outras vacinas (tifo, febre amarela e tétano).

Um sexto ensaio foi realizado por NASCIMENTO et al. (1990) para avaliacdo da
imunidade celular e humoral. Demonstraram que a vacinacdo aumenta a resposta proliferativa
de células mononucleares do sangue periférico quando comparados a resposta obtida dos
individuos constituintes do grupo controle. Encontraram uma correlagdo de 90% entre a
IDRM positiva e a resposta linfoproliferativa. Observaram também que a producdo de INF-
gama pelos individuos vacinados e estimulados com antigeno de Leishmania era superior aos
dos individuos controle (ndo vacinados).

Em fevereiro e setembro de 1991 a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) patrocinou
reunides em Washington (Estados Unidos) e em Belo Horizonte (Brasil), para sugerir a
modifica¢do da vacina polivalente para monovalente (monocepa) e a realizacdo de testes para
comprovagdo de sua eficicia (WHO,1990). Foi definido que a nova vacina seria composta
pela cepa de Leishmania amazonensis (pH=8). A opg¢do por esta cepa baseou-se em estudos
sobre a antigenicidade das cepas constituintes da vacina, verificando uma melhor resposta
estimulativa pela cepa L. amazonensis, e na velocidade e facilidade de crescimento em meio

de cultura (GENARO et al., 1996, MAYRINK et al., 2002).
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MENDONCA et al. (1995) demonstraram que essa nova formulagdo vacinal
apresentou uma imunogenicidade de 85% e GUIMARAES et al. (1996), em estudos
realizados em camundongos, demonstraram niveis de protecdo idénticos aos obtidos pela
vacina polivalente.

Um estudo de fase I, duplo-cego, realizado por MARZOCHI et al. (1998), com o
objetivo de avaliar a presenca de efeitos colaterais desta vacina anti-LTA monocepa aplicada
em voluntdrios normais, num esquema de duas doses intramuscular (IM) de 1,5 mL desta
vacina, identificaram a ocorréncia de apenas dor leve no local da aplicacdo, que ndo se
extendeu por mais de 24 horas. Os autores concluiram que a vacina apresenta segurancga para
ser utilizada em populacdes humanas, aplicadas num esquema de duas doses IM de vacina
ndo autoclavada na concentracdo de 1440 mg de nitrogénio por dose.

MAYRINK et al. (1999) avaliaram diferentes preparagdes da vacina monocepa anti-
LTA, autoclavada, ndo autoclavada, liofilizada, autoclavada estocada por 12 meses, nio
autoclavada estocada por 12 meses e liofilizada estocada por 12 meses, estas apresentaram
taxas de conversio da IDRM de 89,3%, 89,3%, 92,0%, 26,7%, 93,3% e 80,0%,
respectivamente. Apenas o grupo que recebeu a vacina autoclavada estocada por 12 meses
apresentou menores taxas de conversdo da IDRM e menor produgéo de INF-y.

ARMIJOS et al. (1998) realizaram no Equador um ensaio controlado-duplo cego e
randomizado onde observaram uma conversao da IDRM de 85,1% no grupo vacinado versus
20,1% no grupo placebo (p<0,001). Observaram também uma reducdo na taxa de incidéncia
da leishmaniose no grupo vacinado (2,1%) comparado ao grupo controle (7,6%) (p<0,003).

VELEZ et al. (2000), na Coldmbia, em um ensaio clinico avaliando a
imunogenicidade da vacina monocepa anti-LTA associada ao adjuvante BCG utilizaram a

conversdo da IDRM 60 dias apds o término da vacinagdo como critério imunogénico.
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Observaram apds a vacinagdo uma taxa de 86,4% de conversdo da IDRM no grupo que
recebeu apenas a vacina, de 67,9 % no grupo que recebeu a associagdo de vacina com BCG,
de 25,0 % no grupo placebo e de 81,3 % no grupo placebo associado ao BCG. Um ano apds a
vacinacdo os grupos que receberam apenas vacina e placebo foram reavaliados e verificaram
uma taxa de conversdo da IDRM de 90% e 5%, respectivamente. Observaram também um
indice de linfoproliferacio maior no grupo vacinado em relacdo ao placebo. A vacina
apresentou-se segura, pois ndo foram observados efeitos colaterais graves relacionados a sua
administracdo. Desta forma, a vacina passou a ser sugerida para estudo de fase III com
avaliagdo da sua eficicia.

DE LUCA et al. (2001) em um ensaio mascarado controlado por placebo e
randomizado avaliando diferentes protocolos de vacinacdo (180, 360 e 540 ug N por dose)
aplicados em uma e duas doses observaram que o esquema vacinal mais eficiente foi a
aplicagdo em duas doses de 360ug N/dose. Este esquema foi capaz de induzir 100% de
conversdo da IDRM e apresentou os maiores niveis de produgao de INF-y.

MAYRINK et al. (2002) com o objetivo de avaliar qual a melhor cepa constituinte da
antiga vacina pentavalente anti-LTA era capaz de estimular um melhor padrdo de resposta
imune vacinal testaram em camundongos C57BL\10 a reposta imunoldgica induzida por cada
uma destas cinco cepas. Seis meses apds a vacinagdo dos camundongos foi realizado um
desafio com L. (L.) amazonensis para testar a resposta induzida por cada uma das cepas.
Observou-se que a vacina monovalente produzida com cepa pH8 L. (L.) amazonensis
(IFLA/BR/67/pH8), induzia melhores niveis de INF-y detectados no sobrenadante de células
esplénicas dos animais vacinados. Apesar da L. (V.) braziliensis induzir a melhor resposta
estimulativa, esta nio foi preterida devido a suspeita de que lesdes mucocutaneas poderiam

ser causadas por estimulos de auto-agressdo por antigenos desta espécie.
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ARMIJOS et al. (2004) em estudo de fase III realizado no Equador encontraram uma
conversdo para a IDRM de 74,4% no grupo vacinados e de 14,7% no grupo placebo
(p=0,000001), demonstrando apresentar uma boa imunogenicidade medida pela conversao da
IDRM. Entretanto, durante os 26 meses de seguimento os autores nio observaram diferenga
significativa na incidéncia da LTA entre os grupos vacinados (2,0%) e placebo (1,3%), apesar
de se ter observado uma redugdo na incidéncia da LTA comparado aos anos anteriores.

VELEZ et al. (2005) também em estudo de fase III realizado na Colémbia,
observaram uma taxa de conversdo da IDRM um ano apds a vacinagdo de 84,3% no grupo
vacinados versus 16,8% no grupo placebo, indicando importante imunogenicidade vacinal. A
incidéncia de LTA observada durante um ano de seguimento do estudo no grupo vacinado foi
de 7,7% e no grupo placebo que foi de 6,8%. Tanto ARMIJOS et al. (2004) quanto VELEZ et
al. (2005) demonstraram que a vacina € segura e imunogénica. Entretanto, estes mesmos
autores relataram nao terem encontrado eficicia no processo vacinal.

Desta forma, apesar dessas discordancias de resultados observados pelos diferentes
autores, em diferentes momentos e em diferentes regides da America do Sul, ainda ndo esta
claro em que grau o processo de vacinacdo contribuiu para redugdo da incidéncia da LTA,

principalmente em areas onde ela vem apresentando alta taxa de imunogenicidade.
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3. JUSTIFICATIVA
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Apesar dos vdrios ensaios realizados por Mayrink e colaboradores utilizando a vacina
monocepa (descritos no item 5.10), principalmente na regido do Vale do Rio Doce, ainda ndo
foi possivel concluir em que grau estas campanhas contribuiram para a redu¢do da incidéncia
da LTA. Desta forma, este trabalho propde realizar um ensaio comunitdrio na microrregido de
Caratinga, a fim de comparar a reducio das taxas de incidéncia de LTA de areas vacinadas em
relacdo as taxas de incidéncia de LTA das areas ndo vacinadas (controle). A escolha dessa
microrregido deve-se ao fato da drea ja ser trabalhada pela equipe de pesquisadores ha quatro
décadas, cujas caracteristicas epidemioldgicas sdo amplamente conhecidas e da existéncia de
um Centro de Referéncia para o tratamento das leishmanioses, localizado no municipio de

Caratinga.

39



4. OBJETIVOS
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4.1 - Objetivo Geral:

Avaliar a efetividade da vacina Mayrink e cols (1979) (monovalente - cepa PHS,
contendo 360 pg de Nitrogénio total por ml), conservada em mertiolato, na reducdo da

incidéncia da LTA, através de um ensaio comunitario.

4.2 - Objetivos Especificos:

1) Determinar a incidéncia da LTA na regido selecionada para o estudo e em relacao
as varidveis demograficas — sexo e idade;

2) Determinar a prevaléncia da IDRM naturalmente positiva na regido selecionada
para realizacdo do ensaio em relagdo as varidveis demograficas — sexo e idade;

3) Determinar a incidéncia da LTA na série temporal de 18 anos (1985 a 2002) na
regido selecionada para realizagdo do ensaio;

4) Determinar a efetividade da vacina em termos de reducgéo das taxas de incidéncias
da LTA nas dreas vacinadas em relacdo as dreas ndo vacinadas (placebo), numa
série temporal de 5 anos (2003 a 2007).

5) Determinar a eficdcia da vacina, desagregando os dados para uma anélise tendo

como unidade o individuo.
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5. MATERIAIS E METODOS
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5.1 — Desenho do Estudo

Objetivando estudar o impacto da vacina anti-LTA no coeficiente de detec¢do de
casos da doenca ao nivel de setor censitdrio, foi realizado um ensaio comunitdrio. Sete
setores censitdrios da microrregido de Caratinga, Minas Gerais, foram selecionados para a
realizacdo do ensaio em fung¢do da taxa de incidéncia anual da LTA definida por
MACHADO-COELHO et al. (1999). Apds realizagdo de censo populacional destes setores,
108 localidades foram selecionadas para realizacdo do ensaio. Em cada setor censitério, as
respectivas localidades foram alocadas por meio de sorteio aleatdrio simples estratificado
pelo tamanho populacional para comporem os grupos teste € o controle. O universo
populacional (N=6.386) de 50 localidades foi selecionado para compor o grupo teste (dreas
vacinadas selecionadas para receber a vacina anti-LTA “Mayrink e cols, 1979”) e de 58
localidades (N=5.387) foi selecionado para compor o grupo controle (dreas geograficas
selecionadas para receber placebo).

A identificagdo dos casos de LTA ocorridos na populagdo recenseada nas areas do
ensaio foi realizada por demanda passiva, através do banco de dados do Sistema de
Informacgdo de Leishmaniose (SIL). Os casos de LTA identificados foram alocados nas areas
em que o voluntdrio residia na época da vacinacdo, a partir da identificacdo do nome, idade e
endereco de residéncia de cada individuo recenseado, fosse ele eleito ou ndo para o ensaio

(Anexo 2).

5.2 —Area geografica do Estudo
O estudo foi realizado na microrregido de Caratinga, Vale do Rio Doce, no leste de

Minas Gerais. As areas selecionadas para o ensaio estdo localizadas nos municipios de Bom
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Jesus do Galho, Cérrego Novo, Caratinga (Distritos de Dom Lara e Sapucaia), Entre Folhas,
Imbé de Minas e Ubaporanga (Figura 1).

As dreas do estudo estdo localizadas entre as coordenadas geodésicas 19° 37 30 de
latitude sul e 42° 09 00 de longitude oeste, com altitude variando entre 250 a 1.000 metros
do nivel do mar. O clima da regido € quente e imido e as chuvas sao mais freqiientes entre os
meses de outubro e abril. A temperatura média anual é de 21,2 °C e a precipitagio
pluviométrica média é de 1.126 mm (IBGE, 1989).

A escolha dessa regido deve-se ao fato da drea ser endémica para a LTA e da
existéncia no municipio de Caratinga de um Centro de Referéncia para o tratamento da LTA

ha mais de 40 anos.

Nimero de individuos do
Ensaio Comunitdno
°VACINA  (6386)
*PLACEBO (5387)

Geographical areas of the
‘Community Trial

®Bom Jesus do Galho
@Carrego Novo
#Dom Lara

‘@Entre Folhas

kilometres.

Figura 1: Distribuicdo geografica do universo populacional recenseado nas 108 localidades
da microrregido de Caratinga eleitas para o Ensaio Comunitario, 2002-2007, segundo o tipo

de vacina (Vacina x Placebo) e os setores censitarios.

44



5.3 — Servico de referéncia para LTA em Caratinga

Através de convénio firmado entre o Laboratério de Leishmaniose do Instituto de
Ciéncias Biolégicas da UFMG, a Secretaria Municipal de Sadde (SMS) de Caratinga,
Secretaria de Estado de Saide de Minas Gerais (SESMG) e a Superintendéncia de
Campanhas (SUCAM) do Ministério da Sadde, no ano de 1.966, foi criado o Centro de
Tratamento da Leishmaniose Tegumentar Americana (CTL) na sede do municipio de
Caratinga.

A manutencdo deste convénio ao longo dos ultimos 40 anos permitiu criar na regido
um servigo robusto, s6lido, coerente, e principalmente de continuidade, tornando o CTL um
centro de referéncia no Vale do Rio Doce, mas principalmente para a populacdo da
microrregido de Caratinga, para o diagnéstico e o tratamento da LTA. Isto possibilitou o
desenvolvimento de um sistema de banco de dados na plataforma ACESS, com informacoes
confidveis, denominado Sistema de Informacdo de Leishmaniose (SIL) — Anexo 1.

Entre 1965 e 2007, em torno de 8.000 pacientes com LTA foram diagnosticados no
CTL. O percentual de positividade para a IDRM foi de 81,9% e do exame parasitologico
direto foi de 84,8%. Estes pacientes procediam geralmente da zona rural (82%), eram de cor
ndo preta (80,7%), da faixa etaria de 10 a 21 anos (45%), sendo que 40% deles exerciam uma
atividade agro-pastoril como ocupagdo principal (MACHADO-COELHO, 1999, MARQUES

et al., 2002)

5.4 — Selecao das areas e localidades do estudo submetidas ao Ensaio Vacinal
Os 6 municipios pertencentes a micro-regido de Caratinga (Bom Jesus do Galho,
Caratinga, Cérrego Novo, Entre Folhas, Imbé de Minas e Ubaporanga) participantes do

Ensaio Comunitirio foram selecionados em fungdo do histérico epidemiolégico da LTA
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definido por MACHADO-COELHO et al. (1999), que estudou a distribui¢do dos casos de
LTA no periodo de 1980 a 1996, segundo os setores censitdrios dos municipios da
microrregiao.

As dreas pré-selecionadas foram agrupadas de acordo o centro urbano ou setor
censitario da residéncia, em caso de residentes nos centros urbanos. Na zona rural utilizou-se
o nome do cérrego ou da localidade utilizado pela FNS/Caratinga para a identificacdo do
endereco das pessoas (Figura 2). A identificacdo dos setores censitdrios foi realizada
baseando-se nos mapas cartogrificos, com delimitacdes de setores censitdrios, fornecidos

pelo IBGE.

~ ¥<

Domicilios cadastrados no
Censo Populacional

®Baorm Jesus do Galho  (98)
© Cirrego Novo (202
&0om Lara (287)
@Enre Folhas (167
©lmbé de Minas (&40
©Sapucaia (618)
@ Ubaporanga (778

5 i
kilometres

Figura 2 - Domicilios cadastrados, recenseados e georeferenciados durante o censo
populacional nas dreas pré-selecionadas para realizacdo do Ensaio Vacinal na microrregifo

de Caratinga, 2002-2007, segundo a area e hidrografia (c6rregos).
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Baseado no indice comparativo de morbidade da doenca (ICM) calculado a partir da
razdo, para cada drea e cada ano, entre o nimero de casos observados e o niimero de casos
esperados, foi possivel identificar sete dreas de maior risco para LTA na microrregido de
Caratinga (Bom Jesus do Galho, Cérrego Novo, Dom Lara (Caratinga), Entre Folhas, Imbé
de Minas, Sapucaia (Caratinga), Ubaporanga). Foram selecionados os setores censitarios
onde os coeficientes de deteccio de LTA nos dltimos 20 anos eram mais constantes, com
variagdo de risco de baixo a médio (Quadro 1) (BRASIL, 1998).

Para o céalculo do coeficiente de deteccdo (CD) utilizou-se o ndmero de casos
detectados pelo servigo de satdde local em determinada drea em um periodo definido dividido
pelo nimero de habitantes da drea avaliada x 100.000 habitantes, segundo férmula descrita

abaixo:

cD =| < |#100000

, onde

My
CD = Coeficiente de detec¢do de casos de LTA
n. = Numero de casos de LTA identificados na area e diagnosticados pelo servico de
saude

Nhap = Numero de habitantes da area avaliada

Quadrol: Parimetros de classificacio dos coeficientes de

detec¢ao/100 mil habitantes, segundo o Ministério da Satde.

Coeficiente de Deteccio N° casos/100 mil habitantes
Sem caso 0
Baixo <3
Médio 3,0 F11,0
Alto 11,0 71,0
Muito Alto >71
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Para o célculo do coeficiente de detec¢do utilizado para a selecdo prévia das areas, foi

utilizada a populagdo do censo de 1996, conforme mostrado no Quadro 2. No célculo do

coeficiente de detec¢@o dos casos detectados no periodo de 2002 a 2007, trabalhou-se com os

dados populacionais determinados pelo censo domiciliar realizado pela equipe do CTL.

Quadro 2: Setores censitarios utilizados como referéncia para selecio das areas geograficas

do ensaio com o respectivo tamanho populacional e coeficiente de detec¢cdo (RESENDE,

2004).
Setor Referéncia ) o Populagdo | Coeficiente de
Censitario Geoeréfica Area Municipio em 1996 Deteccao
em 1996 g (/100 mil hab.)
Cér. do Bom Jesus do
13 B. J. do Galho 617 1,07 (baixo)
Cedro Galho
Cér. do
10 ) Cérrego Novo Cérrego Novo 279 1,81 (baixo)
Mantimento
Cér. dos
2 Sapucaia Caratinga 398 3,49 (médio)
Lopes
Cér. do Caratinga
3 ) Dom Lara 361 5,03 (médio)
Macaquinho Entre Folhas
Cér. do
6 Ubaporanga Ubaporanga 902 8,49 (médio)
Batatal

5.5 — Censo populacional e Georreferenciamento

Ap6s a defini¢do das areas selecionadas para o estudo foi realizado um censo casa a

casa a partir de janeiro de 2002 (Anexo 2), que permitiu identificar a populagdo real de cada

uma das localidades que compunham as dreas dos municipios selecionados. Durante a fase do

recenseamento foram identificadas as coordenadas geodésicas e altitude de cada domicilio

utilizando o sistema GPS (“Global Position System”). Foi utilizado o aparelho da marca
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Garmin modelo Etrex III. Os dados foram anotados em uma planilha e posteriormente

transferidos a uma planilha do Excel (Anexo 3).

5.6 — Determinacao do tamanho populacional anual
O tamanho populacional de cada setor censitdrio por ano foi calculado a partir da taxa
média de crescimento populacional determinada pelo IBGE e ajustada a cada ano de

realizacdo do censo (1980, 1991, 1996 e 2000), obtida pela equacgio abaixo (LIMA, 1982):

TG = Taxa média de crescimento populacional
V¢ = Populag@o do ano final
Vi = Populacdo do ano inicial

n = Namero de anos entre o ano final € o ano inicial

Como ao nivel de localidades, os dados populacionais nio sdo disponibilizados pelo
IBGE, assumiram-se para estas as mesmas taxas de crescimento populacional observada no
respectivo setor censitdrio. Estas taxas foram utilizadas como referéncia para estimar o
tamanho populacional de cada uma das 108 localidades, de forma pregressa a partir de 2002
até o ano de 1980, i.e., a dire¢do temporal realizada para o calculo populacional por

localidade foi a inversa da utilizada para obten¢d@o da populagdo dos setores censitérios.
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5.7 — Divulgacao do trabalho e recrutamento dos voluntarios para vacina¢ao

Os educadores de saide e os lideres comunitarios de cada drea pré-selecionada foram
previamente contactados pela equipe de pesquisadores para esclarecimentos sobre o trabalho
a ser realizado junto a comunidade.

Depois de informados sobre os objetivos do projeto, o protocolo, os procedimentos
que seriam realizados e os riscos e beneficios da sua participacdo no estudo, solicitou-se a
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido por cada voluntdrio ou seu
representante legal (Anexo 4).

Os voluntdrios residentes nas localidades foram recrutados pelo coordenador do
trabalho de campo no momento da visita domiciliar a comporem o grupo vacina ou placebo,
baseado no sorteio realizado para determinagdo do tipo de produto a ser aplicado em cada

localidade.

5.8 — Triagem dos individuos

No local, na data e na hora agendada e antes da realizagdo da IDRM pré-vacinal,
utilizado para a triagem dos voluntarios, a equipe de vacinacdo realizou uma entrevista com
cada um dos individuos recrutados para participarem do estudo, a fim de identificar a
ocorréncia pregressa de LTA (cicatriz suspeita ou lesdo ativa).

Nos voluntdrios que apresentaram histéria pregressa negativa para LTA e que ndo
apresentavam os critérios de exclusdo foi realizado a IDRM pré-vacinal. Apds 48 horas da
aplicac@o dos testes foi realizada a leitura. Os voluntarios cuja leitura da IDRM pré-vacinal
mostrou-se ndo reativa foram considerados elegiveis a participarem do ensaio, recebendo

vacina ou placebo.
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Como critérios de inclusdo dos voluntirios na pesquisa foram utilizados os seguintes
critérios: Idade de 5 a 59 anos; IDRM pré-vacinal ndo reativa; histéria e exame clinico
negativos para leishmaniose cutinea ou mucosa; assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido pelo voluntdrio, pais ou responsaveis legais (ANEXO 4).

Como critérios de exclusdo foram adotados os seguintes critérios: individuos com
historia prévia de leishmaniose cutanea ou mucosa; IDRM pré-vacinal reativa (naturalmente
positiva); doenca grave e/ou incapacitante; antecedentes de alergia a mertiolate; desnutri¢do

de 2° ou 3° grau; gestantes e pacientes febris no momento da vacinagdo (TA> 37.80C).

5.9 — Esquema de vacinacao
Foram aplicados duas doses de 1 mL de vacina ou placebo, por via intramuscular a
intervalos de 21 dias nos voluntdrios elegiveis pelo processo de triagem e residentes nas

localidades selecionadas a participarem do estudo.

5.10 - Composicao da vacina

A vacina usada no estudo foi composta de concentrado de formas promastigotas mortas
de Leishmania amazonensis cepa pH 8, conforme descrito por Mayrink et al. (1979). Os
excipientes utilizados foram: fosfato de sédio monobdsico, fosfato de sddio dibdsico,

thimerosal, d4gua para injetdveis. A temperatura de conservagéo foi mantida entre 2 e 8 °C.

5.11 - Composic¢ao do placebo
O placebo usado no grupo controle foi constituido por uma substincia inerte salina
fisiol6gica, composta por solucdo tampdo fosfato O,1mp, pH 7,4, contendo thimerosal

1:10.000.
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5.12 — Métodos diagnosticos para identificacao dos casos de LTA

A defini¢do da modalidade clinica da LTA foi feita utilizando-se critérios clinicos e

exames laboratoriais descritos abaixo. O técnico de saide da SES, ap6s treinamento, cumpriu

o protocolo da pesquisa. Ele seguiu o procedimento do Quadro 3 para coleta de amostras

durante o exame clinico. Esse protocolo foi conduzido junto com o exame clinico de rotina.

Quadro 3: Protocolo de procedimentos para identificacio de casos de LTA

1) | Anotagdo da presenca, nuimero e caracteristicas da tlcera e do comprometimento das
mucosas e vias aéreas (de acordo com os critérios da OMS).

2) | Diagnéstico imunoldgico: Intradermorreacdo de Montenegro com leitura da papula
apos 48 horas até 72 horas.

3) | Diagnéstico clinico-laboratorial: Leishmaniose Cutinea, Mucosa.

4) | Tratamento: Numero de séries de tratamento, tempo de cura.

5) | Histoéria vacinal: Residir em area ja vacinada. Ano da vacinagdo anti-leishmania.

5.13 - Diagnéstico clinico

Pacientes com uma ou mais lesdes cutineas ativas, ulceradas ou ndo, foram

classificados como casos de leishmaniose cutinea (LC). As ulceras cutaneas tipicas

normalmente se caracterizam por apresentarem-se rasas ou profundas, sendo que nestas as

bordas sdo salientes, enduradas, com os limites internos talhados a pique, ou mesmo com as

margens subminadas. Removido o material necrético que as recobre, o fundo da tlcera

mostra-se granuloso e limpo (REY, 1991; GONTIJO & CARVALHO, 2003, BRASIL,

2006). As tlceras com contaminag@o bacteriana ndo apresentam estas caracteristicas.
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A presenca, concomitante ou ndo, de lesdes das membranas mucosas e submucosas, tais
como lesdes da naso-oro-faringe, define o caso de leishmaniose mucosa (LM), portanto, nao

foram incluidos como casos eleitos para o célculo da eficicia da vacina.

5.14 — Reacao intradérmica de Montenegro

A reacdo intradérmica de Montenegro (IDRM), baseada na resposta imune celular
(hipersensibilidade tardia) dos pacientes, foi executada com o antigeno preparado a partir de
cultura de promastigotas de L. amazonensis, mortas, sonicadas e suspensas em solugdo
mertiolatada 1/10.000 (MELO et al., 1977; MAYRINK et al., 1993). Foi injetado por via
intradérmica 0,1 ml do antigeno de 40 ug de nitrogénio protéico (MELO et al., 1977), na face
anterior do antebrago. A positividade foi indicada pelo aparecimento de padpula eritematosa,
com base dura, medida 48 horas apds a realizag@o do teste. O maior didmetro da enduragdo
foi utilizado como critério de positividade. Durante todo o trabalho a leitura de todas as

IDRM foi realizada por um tnico técnico experitne.

5.15 — Diagnéstico parasitolégico

O diagnoéstico definitivo da infecgdo ativa por Leishmania foi feito pela demonstragdo
dos parasitos nos tecidos biopsiados obtidos ou das bordas inflamadas das lesdes cutaneas ou
das mucosas. A bidpsia foi realizada em cunha com corte de bisturi. Com esse material foi
realizada impressdo, por aposicdo, sobre laminas de microscopia, coradas com Giemsa, para

exame ao microscépio (1000x).
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5.16 — Processamento dos dados

Todos os pacientes atendidos no CTL de 1966 a 2007 cadastrados no SIL e os dados
relativos ao censo populacional e ao ensaio comunitario foram armazenados em planilhas do
SPSS.

Os mapas cartograficos do IBGE referentes & microrregido de Caratinga, contendo os
limites municipais, censitirios e hidrografia foram georeferenciados e digitalizados no
programa MAPI-INFO. Mapas teméticos foram confeccionados com a distribuicdo espacial
dos casos de LTA pregresso, dos individuos com IDRM naturalmente positiva, dos casos de
LTA detectados durante o ensaio e dos individuos que recusaram a participar do estudo.

Como a delimitacdo geografica dos setores censitdrios nao foi mantida pelo IBGE nos
diferentes censos, agrupamentos foram realizados para permitir a andlise da distribui¢do
espacial das taxas em diferentes periodos. Os agrupamentos realizados foram: 1°
agrupamento (setores 3 € 6 e setores 4 € 5 do Distrito de Imbé de Minas), 2° agrupamento
(setores 3 e 4 do distrito de Sapucaia), 3° agrupamento (setores 6 e 10 do distrito de Cérrego

Novo).

5.17 — Anélise dos dados

As andlises estatisticas foram realizadas no programa SPSS (Norussis, 1990). Foi
realizada a distribui¢do de freqiiéncia das varidveis, permitindo estabelecer um perfil da
populagdo estudada quanto ao sexo, idade, drea geogrifica de procedéncia, e varidveis
clinicas.

Para comparacdo das taxas de incidéncia os casos foram agrupados em dreas vacinada

(grupo teste) e placebo (grupo controle). A andlise de covaridncia foi usada para comparar a
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incidéncia média anual observada em cada grupo usando como co-varidvel a incidéncia do
periodo pré-vacinal, utilizada para ajustamento das taxas.

A eficédcia vacinal foi medida a partir da razdo entre a diferenca entre as taxas de
incidéncia nos individuos que receberam placebo ou vacina e, a taxa de incidéncia da doenga
entre os individuos que receberam placebo, multiplicado por 100. A hipétese nula de
igualdade entre o percentual de casos de LTA nos grupos vacinados e placebo foi testada pelo
teste do qui-quadrado.

Diferencas entre os grupos foram consideradas significantes quando P < 0,05.

5.18 — Comiteé de ética

Este projeto, “Estudo do Impacto da vacina anti-L.TA sobre a incidéncia da leishmaniose
tegumentar americana em Caratinga, MG: ensaio comunitdrio” — foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UFMG em 03 de abril de 2002, sob o parecer no 31/02 e pela Comissio

Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) sob o parecer no 107/2007.
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6. RESULTADOS
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6.1 - Populacao recenseada nas 108 localidades selecionadas para o ensaio comunitario
O censo populacional realizado pela equipe de campo da UDS-DRS-CF foi realizado
nos 2.787 domicilios localizados nas 108 localidades pré-selecionadas para o ensaio. Na
Figura 3 é apresentada a distribuic@o espacial desses domicilios na microrregido de Caratinga
e na Figura 4 estd apresentado o organograma dos resultados da participacdo dos 11.773

individuos recenseados.

Nimero de domicilios recenseados
no Ensaio Comunitaro
OVACINA  (1527)
*PLACEBO (1260)

Area geogréfica do
Ensaio Comunitario

@Bom Jesus do Galho
@Carrego Novo
®Dom Lara

@Entre Folhas

ClImbé de Minas

@ Sapucaia
®Ubaporanga

kilometres

Figura 3: Distribuicdo geogrifica dos domicilios recenseados nas 108 localidades pré-
selecionadas da microrregido de Caratinga para a realizacdo do Ensaio comunitdrio, 2002-

2007, segundo a drea e o tipo de vacina.
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108 Localidades 50 localidades - “vacina” — N=6386
58 localidades - “placebo” — N=5387

N = 11.773 Individuos Recenseados

~ . N=2.732
N=2162 Grupo nao eleito

: Recusa Idade: <5 ou >60,

i Febre,

: N= 6069 . Gravidez,

. IDRM negativo .

: LTA negativo Obitos,

i Migragio

1

i
g i N =101
-8 :— ------ Niao compareceram para leitura N =448
? ! da TNRM nré-vacinal LTA pregresso

1
e
z | N =362

Lommio] Niao compareceram para 2a N =362

dose da vacina IDRM naturalmente posit.
Grupo Eleitos
N =5.606
Voluntarios Eleitos
N =3.027 N =2.579
Vacina Placebo

Figura 4: Organograma do estudo

A populag@o total recenseada apresentou idade variando de 1 més a 96 anos, com média
de 28,42 anos e mediana de 24 anos de idade. A distribuicdo da populacdo recenseada
segundo o sexo e faixa etdria estd apresentada na TABELA 1. Apesar de significativo

(P=0,01), foi observada apenas uma propor¢do levemente maior do sexo masculino em
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relacdo ao feminino a partir da faixa etaria de 20 a 29 anos, sendo encontrado o oposto nas

faixas etarias menores.

Tabela 1: Distribuicdo da populagdo recenseada nas 108 localidades pré-selecionadas da

microrregido de Caratinga para o Ensaio Comunitdrio, 2002-2007, segundo sexo e faixa

etaria.

Sexo
Faixa etdria Feminino Masculino fotal
N % N % N %
0-4 521 9,2% 455 7,4% 976 8,3%
5-9 590 10,5% 634 10,3%  1.224 10,4%
10-19 1.284 22,8% 1.300  21,2%  2.584 21,9%
20-29 959 17,0% 1.091 17,8%  2.051 17,4%
30-39 768 13,6% 862 14,1%  1.631 13,9%
40-49 552 9,8% 674 11,0%  1.226 10,4%
50-59 402 7,1% 451 7,4% 853 7,2%
>60 518 9.2% 609 9,9% 1.127 9,6%
Sem Informaciao 43 0,8% 58 0,9% 101 0,9%
Total 5.638 47,9% 6.135  52,1% 11.773  100,0%

* X’gleg=16,673; p=0,011

Dos 11.773 individuos recenseados, 2.625 individuos recusaram a participar do

ensaio, 362 individuos apresentaram IDRM naturalmente positiva e 448 apresentaram LTA

pregressa. Foram excluidos do ensaio 58 individuos que faleceram no decorrer do estudo, 571

que emigraram da drea do estudo no periodo entre o recenseamento e a realizagdo da

vacinagdo, 976 criancas com idade inferior a 5 anos e 1.127 individuos com idade igual ou
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superior a 60 anos. Portanto, a populagdo final do ensaio comunitario foi composta por 5.606

individuos, 47,62% da populacio recenseada no inicio do trabalho.

Dos 2.625 (31,90%) individuos que recusaram a participar do ensaio, 2.162 (82,36%)

nio compareceram aos locais de vacinagd@o para realizacio da etapa de triagem, 101 (3,85%)

individuos que realizaram a IDRM de triagem, mas nao retornaram 48 horas apds a aplicagcdo

para leitura da reacdo e 362 (13,79%) individuos que receberam apenas uma dose da vacina

(Figura 4). A distribuicdo geogrifica do grupo populacional que recusou a participagdo no

ensaio estd apresentada no Anexo 5.

A drea geogrifica que apresentou maior percentual de recusa em participar do estudo

foi a localizada no municipio de Cérrego Novo (64,3%). O percentual médio de recusa da

populagdo recenseada foi de 31,9% (Tabela 2).

Tabela 2: Distribui¢do populacional por drea geogrifica do ensaio comunitdrio na
microrregido de Caratinga, 2002-2007, segundo a aceitagdo em participar do estudo.

Area estudo TOTAL
N° % N° %

Bom Jesus do Galho 48 16,8% 238 83.2% 286
Cérrego Novo 392 64,3% 218 35,7% 610
Dom Lara 396 37,5% 661 62,5% 1.057
Entre Folhas 152 29,6% 361 70,4% 513
Imbé de Minas 480 30,7% 1.085 69,3% 1.565
Sapucaia 572 32,1% 1.208 67,9% 1.780
Ubaporanga 485 24.2% 1.832 75,8% 2.417

TOTAL 2.625 31,9% 5.603 68,1% 8.228

X’gle=407,468; P<0,001
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Dos 2.625 individuos que recusaram a participar do ensaio vacinal, 1.552 (59,1%)
eram individuos do sexo masculino; o grupo etdrio de 20 a 29 anos foi o que apresentou o
maior indice de recusa (24,23%) - nao tendo sido encontrada diferenca significativa entre a

distribuicao de recusa por sexo e faixa etdria (p=0,346) (Tabela 3).

Tabela 3: Distribuicdo populacional do grupo Recusa segundo o sexo e a faixa etdria na
populagdo recenseada nas 108 localidades pré-selecionadas para o ensaio comunitdrio da
microrregido de Caratinga, 2002-2007.

Sexo
Faixa Etdria Feminino Masculino TOTAL
N° % N° %

5-9 95 43,4% 124 56,6% 219
10-19 270 43,7% 348 56,3% 618
20-29 256 40,3% 380 59,7% 636
30-39 175 37,3% 294 62,7% 469
40-49 152 39,5% 233 60,5% 385
50-59 125 41,4% 173 58,1% 298

TOTAL 1.073 40,9 % 1552 59,1% 2.625

X*gls=5,609; p=0,346

A populacdo ndo eleita para o ensaio vacinal foi dividida em trés grupos: IDRM
naturalmente positiva (IDRM pré-vacinal reativa), LTA pregressa e o terceiro grupo formado
pelos demais individuos excluidos segundo os critérios de exclusao (Figura 2).

Dos 11.773 individuos recenseados, 6.556 (55,69%) realizaram a IDRM pré-vacinal e
compareceram para realizacdo da leitura 48 horas apds a aplicacdo; dentre estes 362 (5,5%)
individuos apresentaram reatividade. O municipio Bom Jesus do Galho apresentou o maior

percentual de IDRM naturalmente positiva (7,2%) (Tabela 4).
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Tabela 4: Resultado da IDRM pré-vacinal segundo a positividade e as areas geograficas da
populacdo recenseada nas 108 localidades pré-selecionadas para o ensaio comunitdrio da
microrregido de Caratinga, 2002-2007.

Classificacdo da IDRM
Area Geogrifica Naturalmente positiva Negativa TOTAL
N° % N° %

Bom Jesus do Galho 19 7,2% 244 92,8% 263
Corrego Novo 17 6,4% 250 93,6% 267
Dom Lara 34 4,5% 719 95,5% 753
Entre Folhas 16 4,1% 379 95,9% 395
Imbe de Minas 83 6,5% 1.202 93,5% 1.285
Sapucaia 50 3,6% 1.349 96,4% 1.399
Ubaporanga 143 6,5% 2.051 93,5% 2.194

TOTAL 362 5,5% 6.194 94,5 % 6.556

X*gle=21,439; p= 0,002
A distribui¢cdo dos individuos com IDRM naturalmente positiva (IDRM pré-

vacinal reativa) estd apresentada na Figura 5.

IDRM naturalmente
positivo

*BOM JESUS DO GALHO  (19)

©CORREGO NOVO a7
*+DOM LARA (34)
*ENTRE FOLHAS (16)
*IMBE DE MINAS (83)
*SAPUCAIA (50)
2 *UBAPORANGA (143)

5
kilometres

Figura 5: Distribuicdo geogrifica dos individuos com IDRM naturalmente positiva
detectadas na fase de triagem do Ensaio Comunitario realizados na microrregiao de Caratinga,
2002 e 2004.
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Na Tabela 5 observa-se um aumento progressivo da prevaléncia da IDRM
naturalmente positiva a partir dos 10 anos de idade, sendo maior na faixa etaria de 50 a 59
anos (7,84%), ndo sendo, entretanto, observada diferenca na distribui¢do de resultados

positivos segundo sexo e idade (p=0,907).

Tabela 5: Distribuicio e prevaléncia da IDRM naturalmente positiva na populacio
recenseada nas 108 localidades pré-selecionadas para o ensaio comunitario na microrregido de
Caratinga, 2002-2007, segundo o sexo e a faixa etaria.

Sexo
Prevaléncia
Faixa Etaria Pop F M TOTAL
IDRM
N° % N° %

5-9 1.011 31 50,8% 30 49,2% 61 6,12%
10-19 1.858 43 53,8% 37 46,3% 80 4,31%
20-29 1.253 24 44,4% 30 55,6% 54 4,31%
30-39 1.103 38 53,5% 33 46,5% 71 6,44%
40-49 795 26 48.,1% 28 51,9% 54 6,79%
50-59 536 22 52,4% 20 47,6% 42 7,84%

TOTAL 6.556 184 50,8% 178 49,2% 362 5,52 %

X’gls=1,555; P=0,907

Dos 11.773 individuos recenseados, 448 individuos foram identificados como ja tendo

contraido a LTA no passado. As distribuicdes espaciais dos casos de LTA pregresso

detectados pelo censo domiciliar nas dreas do estudo sdo apresentadas na figura 6.
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Figura 6: Distribuicdo espacial dos casos de leishmaniose tegumentar americana pregressa
detectados na populacdo recenseada das dreas submetidas ao Ensaio Comunitario, 2002-
2007.

Através da distribuicdo da freqiiéncia dos casos de LTA pregressa estratificada por
area geografica de residéncia e sexo notou-se que aproximadamente 52% dos casos de LTA
pregressa ocorreram em individuos do sexo masculino. Observou-se também, que a
distribuicdo dos casos de LTA pregressa por sexo foi semelhante em todas as dreas do estudo,
exceto para a area do municipio de Coérrego Novo, onde a doenga prevaleceu no sexo
feminino. Apesar da discrepancia observada, ndo foi observado diferenca estatistica entre os
sexos por drea de estudo (p=0,0696). A maioria dos casos de LTA pregressa foi detectada em
individuos residentes nas dreas do municipio de Ubaporanga, entretanto, a maior prevaléncia

da LTA pregressa ocorreu nas dreas do municipio de Imbé de Minas (6,24%) (Tabela 6).
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Tabela 6: Distribui¢do dos casos de Leishmaniose Tegumentar Americana pregressa identificados
na populacido recenseada nas 108 localidades pré-selecionadas para o ensaio comunitdrio da
microrregido de Caratinga, segundo a drea de estudo e o sexo e prevaléncia da doenga.

Sexo
. Pop.censo Prelavéncia
Area de estudo Feminino Masculino TOTAL
2002 LTA preg
N° % N° %
Bom Jesus do Galho 412 8 53,3 7 46,7 15 3,64%
Cérrego Novo 763 10 71,4 4 28,6 14 1,83%
Dom Lara 1.545 14 48,3 15 51,7 29 1,88%
Entre Folhas 748 14 53,8 12 46,2 26 3,48%
Imbé de Minas 2.261 69 48,9 72 51,1 141 6,24%
Sapucaia 2.346 19 44,2 24 55,8 43 1,83%
Ubaporanga 3.698 82 45,6 98 54,4 180 4,87%
TOTAL 11.773 216 48,2 232 51,8 448 3,80%

X’gls=4,328; p= 0,0632

A faixa etdria de 20 a 29 anos concentrou o maior numero de casos de LTA pregressa

(23,7%), nao sendo observada diferenca estatistica em relacdo a freqii€ncia de casos de LTA

nas dreas estudadas em relacio a composicao etdria (p=0,214) (Tabela 7).
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Tabela 7: Distribui¢do dos casos de Leishmaniose Tegumentar Americana pregressa identificados na populacdo recenseada nas 108 localidades pré-
selecionadas para o ensaio comunitdrio da microrregido de Caratinga, segundo a drea de estudo e a faixa etéria.

Faixa Etaria

Area 0-9 10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 >60 TOTAL

N° % N° % N° % N° % N° %o N° % N° %

Bom Jesus do Galho - - 3 20,0 3 20,0 3 20,0 3 20,0 - - 3 20,0 15
Coérrego Novo 2 14,3 6 42,9 - - 3 21,4 - - 1 7,1 2 14,3 14
Dom Lara - - 6 20,7 10 34,6 4 13,8 2 6.9 5 17,2 2 6.9 29
Ente Folhas 2 1,7 3 11,5 7 26,9 3 11,5 2 1,7 3 11,5 6 23,1 26
Imbe de Minas 11 7.8 25 17,7 41 29,1 17 12,1 19 13,5 15 10,6 13 9,2 141
Sapucaia 2 4,7 5 11,6 10 23,3 6 14,0 9 20,9 8 18,6 3 7,0 43
Ubaporanga 13 7,3 42 235 35 19,6 28 15,6 27 15,1 12 6,7 22 12,3 179
TOTAL 30 6,7 90 20,1 106 23,7 64 14,3 62 13,9 44 9,8 51 11,4 447

X°glye=42,422; p= 0,214
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6.2 - Caracterizacao da populacio eleita para o Ensaio Comunitario

Dos 11.773 individuos recenseados, 5.606 individuos foram eleitos e aceitaram
participar do ensaio, sendo que 3.027 (54%) individuos receberam a vacina e 2.579 (46%)
receberam o placebo (Tabela 8). Com exce¢do das dreas localizadas nos municipios de Bom
Jesus do Galho, Cérrego Novo e Dom Lara foi observada uma homogeneidade na
distribuicdo de vacina e placebo nas dreas geograficas. Enquanto em Dom Lara houve um
predominio de vacinados em Bom Jesus do Galho e Cdrrego Novo houve um predominio de

individuos que receberam placebo (Tabela 8).

Tabela 8: Distribuicdo da populacdo eleita para o Ensaio Comunitdrio nas 108 localidades
pré-selecionadas da microrregido de Caratinga, 2002-2007, segundo o tipo de vacina e as
dreas selecionadas a participarem do estudo.

Tipo vacina

Area geogrifica Vacina Placebo TOTAL
N° % N° %

Bom Jesus do Galho 94 39,5 144 60,5 238
Cérrego Novo 57 26,1 161 73,9 218
Dom Lara 534 80,7 128 19,3 662
Entre Folhas 193 53,5 168 46,5 361
Imbé de Minas 604 55,7 481 44,3 1.085
Sapucaia 680 56,3 528 43,7 1.208
Ubaporanga 865 47,2 969 52,8 1.834

TOTAL 3.027 54,0 2.579 46,0 5.606

X’gle=316,031; p< 0,001

A distribui¢do da vacina na populacdo eleita a participar do estudo segundo o sexo
estd apresentada na tabela 9, ndo sendo observada diferenca significativa entre estes grupos

(p=0,443).

68



Tabela 9: Distribui¢do da populacdo eleita para o Ensaio Vacinal nas 108 localidades pré-
selecionadas da microrregido de Caratinga, 2002-2007, segundo o tipo de vacina e o sexo.

Tipo Vacina

Sexo Vacina Placebo TOTAL
N° % N° %
Feminino 1.537 54,5% 1.283 45,5% 2.820 (%)
Masculino 1.490 53,5% 1.296 46,5% 2.786 (%)
TOTAL 3.027 54,0% 2.579 46,0 % 5.606

X*gl;=0,589; p=0,443

A distribuicdo da vacina e do placebo dentro das faixas etdrias também ndo

apresentou diferenca significativa (p=0,090) (Tabela 10).

Tabela 10: Distribui¢do da populacio eleita para o Ensaio Vacinal nas 108 localidades pré-
selecionadas da microrregido de Caratinga, 2002-2007, segundo o tipo de vacina e a faixa
etdria.

Tipo vacina

Faixa etdria Vacina Placebo TOTAL
N° % N° %

5-9 481 54,3% 405 45,7% 886
10-19 856 52,7% 769 47,3% 1.625
20-29 586 56,1% 459 43,9% 1.045
30-39 480 51,6% 451 48,4% 931
40-49 362 53,7% 312 46,3% 674
50-59 262 58,9% 183 41,1% 445

TOTAL 3.027 54,0% 2.579 46,0 % 5.606

X’gls =9,508; p=0,090

A distribuicdo espacial da populacdo eleita para a avaliagdo da efetividade vacinal
segundo a area geografica de sua residéncia e o tipo de vacina recebido (vacina/placebo)

esta apresentada na Figura 7.
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Figura 7: Distribui¢do espacial da populagdo eleita para a avaliagdo da efetividade vacinal
segundo a 4rea geografica de residéncia e o tipo de vacina (vacina/placebo) nas 108
localidades pré-selecionadas da microrregido de Caratinga, 2002-2007.

6.3 - Casos de LTA pos-vacinal identificados na populacao recenseada

Até setembro de 2007 foram diagnosticados no Ambulatério Paulo Aradjo
Magalhdes, da UDS-Caratinga, 24 casos de leishmaniose cutinea, 1 caso de leishmaniose
cutineo-mucosa (Imbé de Minas) e 1 caso de leishmaniose mucosa (Imbé de Minas) na
populacdo recenseada na drea do ensaio. Dos 24 casos de LTA cutanea 1 caso ocorreu em
uma crianca menor de 1 ano (Entre Folhas), 2 casos ocorreram em idosos com idade superior
a 70 anos(Imbé de Minas e Dom Lara) e no grupo de individuos com a IDRM naturalmente
positiva foram detectados dois casos da doencga, sendo que em um o didametro da IDRM foi
igual a 10 x 15 mm (Bom Jesus do Galho) e no outro 20 x 25 mm (Ubaporanga), portanto

ndo eleitos a participarem do estudo.
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A Figura 8 apresenta a distribuicdo espacial dos casos de leishmaniose cutidnea pds-
vacinal detectados na populagio recenseada. Os casos detectados apresentaram-se

distribuidos em 6 das 7 areas pré-selecionadas para realizacao do ensaio comunitario.

Casos LTA cutdnea
pos-vacinal

®RECUSA (9)
CPLACEBOQ (9)
&NAO ELEITO (5)
*VACINA (1)

Geographical areas of the
Community Trial

®Bom Jesus do Galho
@Cérrego Novo
®Dom Lara

@Enire Folhas

Qlmbé de Minas
‘©Sapucaia

@ Ubaporanga

kilometres

Figura 8: Distribuicdo espacial dos casos de Leishmaniose cutdnea pés-vacinal detectados
no Ambulatério Paulo Aratjo Magalhdes na populacio recenseada das areas submetidas ao
ensaio vacinal, 2002-2007.

Do total de 19 casos de LTA cutinea pés-vacinal observados na populagio eleita, 9
casos (47,3%) ocorreram no grupo placebo e somente 1 caso (5,3%) no grupo vacinado.
Entre os individuos que recusaram a participar do ensaio foram observados 9 novos casos

correspondendo a 47,3% do total de casos identificados na populacdo eleita (Tabela 11).

A doenca foi observada em todas as dreas do ensaio com excegdo das dreas do
municipio de Cérrego Novo, onde ndo foi identificado nenhum caso da doenga. O municipio

de Imbé de Minas foi o que contribuiu com o maior nimero de casos de LTA (10 casos),
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sendo que 7 casos ocorreram em individuos que se recusaram a participar do estudo e 3
casos ocorreram em voluntdrios que receberam o placebo. Apenas um caso de leishmaniose
cutanea foi diagnosticado dentre a populag@o vacinada, este caso foi detectado na drea de

estudo do municipio de Entre Folhas.

Tabelall: Distribuicdo dos casos de Leishmaniose Cutanea pds-vacinal na populagio eleita
para o Ensaio Vacinal nas areas pré-selecionadas da microrregido de Caratinga submetidas
ao Ensaio Comunitario, 2002-2007, segundo a area de estudo e os grupos avaliados: Recusa,
Placebo e Vacina.

Grupos de doentes

TOTAL
. Recusa Placebo Vacina
Area geogréfica
N % N % N % N %
Bom Jesus do
Galho - 0 2 10,5 - 0 2 10,5%
Corrego Novo - 0 - 0 - 0 - 0%
Dom Lara - 0 - 0 - 0 - 0%
Entre Folhas - 0 - 0 1 5,3 1 5,3%
Imbé de Minas 7 36,8 3 15,8 - 0 10 52,6 %
Sapucaia 2 10,5 2 10,5 - 0 4 21,0%
Ubaporanga - 0 2 10,5 - 0 2 10,5%
TOTAL 9 47,3 % 9 47,3 % 1 5,3% 19 100%

X’gl=15; p=0,654

Dos 19 casos de LTA detectados na populagdo eleita, 8 (42,1%) ocorreram no sexo
feminino e 11 (57,9%) no sexo masculino. Aproximadamente 70% dos casos de
leishmaniose pds-vacinal ocorreram em individuos com até 30 anos de idade, sendo a faixa
etdria de 30 a 39 anos a mais acometida (31,6%). Nao foi observada diferenca estatistica

entre a ocorréncia de LTA segundo o sexo (p=0,383) e as faixas etdrias (p=0,150).
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6.4 - Incidéncia da LTA na série temporal de 1985 a 2006.

Na tabela 12 estd apresentada a incidéncia média anual da LTA das 50 dareas
vacinadas e 58 dreas que receberam placebo, antes e apds o ensaio vacinal. Nao foi
observada diferenca significativa (p=0,357) entre as incidéncias no periodo pré-vacinal em
ambas as dreas. No periodo pds-vacinal a comparacdo das incidéncias médias anuais foi
ajustada pela incidéncia do periodo pré-vacinal. Nao foi observada diferenca entre as
incidéncias (p=0,612) entre os grupos vacina, controle e recusa, apesar da incidéncia da drea

vacinada ter sido inferior.

Tabela 12: Incidéncia média anual (por 1.000 habitantes) no periodo pré e pds-vacinal de

acordo com grupo populacional: vacina, placebo e recusa.

Numero Periodo pré-vacinal* Periodo pds-vacinal **
Grupos de dreas Numero Incidénci  SD Numero  Incidénci SD
de casos  a Média de casos  a Média
(%) (%)
Vacina 50 111 3,93 18,63 1 0,16 1,11
Placebo 58 106 1,63 2,95 9 0,57 2,00
Recusa - - - 9 1,00 6,70
Total 108 217 2,70 12,84 19 0,69 5,08
P value 0,357 0,612

* Grupo recusa foi excluido da andlise calculada para o periodo de 18 anos (1985 a 2002).

** Incidéncia p6s-vacinal ajustada pela incidéncia pré-vacinal

A figura 9 mostra a distribuicdo dos casos de LTA de acordo o ano calendério de
diagnéstico dos casos. O nimero de casos diagnosticados apresentou uma variagdo ciclica
antes do periodo de vacinagdo em ambas as dreas. Uma reducdo de casos foi observada na
area vacinada (n=1) em relac@o a drea controle (n=9) ou entre o grupo de individuos que

recusaram (n=9) em quatro anos de seguimento.
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Figura 9: Nimero de casos de acordo a 4rea selecionada a receber vacina (-----A-----) ou
placebo (——@——) e entre aqueles individuos que recusaram (-----M-----) a participacdo no
Ensaio Comunitdrio, realizado na microrregiao de Caratinga, 1985-2007.

6.5 — Eficacia da vacina anti-LTA Mayrink e cols (1979) observada no Ensaio
Comunitario

Na tabela 13 estdo apresentados os dados utilizados para o cdlculo da taxa de eficécia
vacinal global para os resultados observados neste Ensaio Comunitario. A eficicia observada
foi de 90,4% para a vacina anti-LTA Mayrink e cols. (1979), com um amplo intervalo de
confianga de 28,5 a 98,7, em fun¢do do pequeno nimero de casos ocorridos nestas dreas

geograficas nesta série temporal de cinco anos.

Tabela 13: Calculo da eficacia da vacina anti-LTA Mayrink e cols. (1979)

LTA
Grupos TOTAL
Positivo Negativo
Vacina 1 3.026 3.027
Placebo/Recusa* 18 5.186 5.204
TOTAL 19 8.212 8.231

X’gl; =6,83; p=0,008

* Qs grupos placebo e recusa foram agrupados para o célculo da eficdcia vacinal.
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7. DISCUSSAO
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Neste trabalho realizado na microrregido de Caratinga, a LTA ocorreu em picos,
com uma forte evidéncia da variacdo anual durante as trés dltimas décadas até o inicio da
campanha de vacinagdo, em 2002. Resultados semelhantes foram observados por
MAYRINK et al. (1979) e por MACHADO-COELHO et al. (1999). Apés este periodo foi
observada uma tendéncia de reducdo da incidéncia de LTA nas dreas geogrificas cuja
populacdo recebeu somente a vacina, em contraste com o observado nas dreas controle
(populagao que recebeu somente o placebo). Entretanto, em ambas as dreas os casos de LTA
continuaram acontecendo, mas nas areas de vacina s6 entre os individuos que recusaram
participar do ensaio comunitdrio.

Através das andlises dos casos de LTA pregressa e da IDRM de triagem reativa na
populacdo recenseada, observou-se que a ocorréncia da doenca ndo apresenta diferenca no
acometimento dos sexos, demonstrando indiretamente que tanto homens quanto mulheres
apresentam um mesmo padrdo de exposi¢do. Isto se deve as caracteristicas peculiares de
trabalho apresentadas na regido onde ambos os sexos trabalham em atividades agro-pastoris,
conforme ja havia sido demonstrado por MAYRINK et al. (1979) e MACHADO-COELHO
et al. (1999).

A propor¢do de individuos que recusaram participar do ensaio comunitdrio foi
homogénea em ambos os grupos (vacina e placebo), e também segundo o sexo e faixa
etdria. A taxa de recusa também foi homogénea segundo a drea geografica, exceto para o
municipio de Cérrego Novo, onde o indice de recusa foi muito alto. Portanto, esperar-se-ia
que nas localidades desta drea geogrifica a taxa de protecdo vacinal fosse menor.
Entretanto, como ainda ndo houve registros de casos da doenga nestas dreas, pode-se
suspeitar que Cérrego Novo seja uma drea de baixa incidéncia. Os dados do Sistema de
Informacdo de Leishmaniose do Ambulatério Dr. Paulo Magalhdes demonstram uma taxa

de incidéncia realmente muito baixa, menor que nas demais areas.
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A caracteristica apresentada pela LTA nesta regido, onde a incidéncia da doenga
ocorre em forma de surtos epidémicos focais - com aglomerados de casos no tempo e
espaco — demonstra que cada drea contribui de forma diferenciada em momentos diferentes
para as taxas globais do municipio, como observado por MACHADO-COELHO et al.
(1999) — o que poderia estar ocorrendo em Cérrego Novo, naquele momento. Outros autores
também observaram essa flutuacdo de casos no tempo e no espago. CONVIT (1993), na
Venezuela, observou que a LTA ocorria na forma de surtos epidémicos com picos de
ocorréncia de casos de 3 a 4 anos. Fato semelhante foi observado por SHERLOCK et al.
(1996) para a leishmaniose visceral na Bahia, onde a doenca também acontece na forma de
aglomerados de casos de 10 em 10 anos aproximadamente.

Os resultados encontrados na reducdo da incidéncia da LTA foram concordantes
com os estudos de MAYRINK et al. (1978, 1979, 1985, 1986, 1990) e ANTUNES et al.
(1986) realizados com a vacina multi-cepa. Mas discordantes dos resultados obtidos por
ARMIJOS et al. (2004) no Equador e por VELEZ et al. (2005) na Colémbia com a vacina
mono-cepa.

Alguns fatores poderiam explicar estas diferencas. Inicialmente € necessério
enfatizar as metodologias diferentes utilizadas por estes autores. No Equador, ARMIJOS et
al. (2004) usou uma vacina autoclavada de baixa imunogenicidade. Segundo DE LUCA et
al. (1999), as vacinas autoclavadas apresentam uma taxa de conversio da IDRM
significativamente menor (53%) que as vacinas ndo autoclavadas (83%). J4, os autores
brasileiros utilizaram vacinas ndo autoclavadas conservadas em merthiolate (MAYRINK et
al., 1978, 1979, 1985,1986; ANTUNES et al., 1986). Na Coldmbia, VELEZ et al. (2005)
ndo considerou a conversdo da IDRM 60 dias apés a vacinagdo para a determinacdo da

eficdcia da vacina. De acordo ANTUNES et al. (1986) a vacina multi-cepa de leishmania

morta sem adjuvante (Leishvacin®) conferia uma protecio somente entre aqueles que
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tinham uma resposta imune adequada para a vacina medida através da conversdo da IDRM
ap6s a vacinacdo. Apesar do cuidado de VELEZ et al. (2005), em controlar a exposicio
usando um grupo controle, a IDRM s6 foi realizada um ano apds a vacinacio, ndo podendo
portanto ser levada em consideragdo para a andlise da eficicia, porque outros fatores como a
exposicdo diferenciada do individuo ao parasita poderia explicar a conversao desta IDRM.
A prevaléncia das espécies de leishmania nos paises também poderia explicar a
diferenca de eficicia observada entre os autores. A maioria dos casos de LTA na Coldmbia
sdo devido a L. panamensis (CORREDOR et al., 1990; SARAVIA et al., 2002), no Equador
sdo devido a L. guyanensis, L. panamensis, L. braziliensis (ARMIJOS et al., 1997) e no
Brasil sdo devido a L. braziliensis, L. guyanensis e L. amazonensis. Entretanto, a diferenca
na prevaléncia destes agentes etioldgicos nestas regides € a explicacdo mais fragil para a
discordancia encontrada entre os autores. VELEZ et al. (2000) usando a mesma preparagio
vacinal observou que quando células mononucleares isoladas de individuos vacinados eram
cultivadas na presenca de antigenos de L. panamensis, estas proliferavam e produziam
interferon-gama. Resultados similares foram observados em um estudo realizado no Brasil
onde os individuos que recebiam a mesma vacina apresentavam uma resposta imune Thl
ap6s estimulagdo com antigenos de L. braziliensis (DE LUCA et al., 2001). Estes achados
demonstram a possibilidade da existéncia do desenvolvimento de uma resposta imune
cruzada conferida entre diferentes espécies de leishmania (LIMA et al., 1999). Entretanto,
SILVEIRA et al. (1984) registrando um caso de leishmaniose cutidnea mista (Leishmania
braziliensis e Leishmania mexicana amazonensis) isoladas de lesdes distintas de um mesmo
paciente questiona a existéncia da imunidade cruzada. Outros autores também t€m
demonstrado a inexisténcia desta prote¢do cruzada entre espécies do complexo Leishmania

e a do Complexo Viannia (LAINSON, 1981; BRASIL, 2000).
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Um fator normalmente negligenciado nos desenhos dos ensaios clinicos sdo os
diferentes estados nutricionais apresentados pela populagdo. Evidéncias clinicas e
epidemioldgicas sugerem que a deficiéncia nutricional propicia um alto risco para infec¢des,
relacionado a uma resposta imune deficiente (CHANDRA, 1997). Recentemente, ARAUJO
et al. (2007) observou que individuos com deficiéncia de selénio apresentavam uma
conversao mais baixa da IDRM apds o recebimento da vacina anti-LTA em comparacio aos
individuos que apresentaram niveis mais elevados deste elemento trago. Os elementos traco
apresentam uma relagdo importante no desenvolvimento da imunidade inata e adaptativa,
atuando na produgdo, maturacio e funcdo de células dos mecanismos de defesa do
organismo, como macréfagos, células “natural killer” (NK) e neutréfilos, na imunidade
inata e células B e T, na adaptativa (ERICKSON et al., 2000; IBS & RINK, 2003). Portanto,
a deficiéncia nutricional € um fator limitante para a formulacdo da resposta imune efetiva
ap6és o recebimento da vacina, podendo entdo induzir a uma baixa protecdo vacinal e
conseqiientemente a uma baixa eficicia (WEIGLE et al., 1995; GIRODON et al., 1999;
KEMP et al., 2002; FARYADI & MOHEBALLI, 2003).

Outro fator que poderia explicar a diferenca de resultados observados por estes
autores € que ambos, ANTUNES et al. (1986), no Brasil, e, VELEZ et al. (2005), na
Colombia, realizaram os ensaios em individuos jovens em operacdo militar na floresta
amazoOnica. Entretanto, ao contrdrio dos brasileiros, os colombianos participam ativamente
de operacdes de guerra durante os ensaios. Alguns autores avaliando a imunidade de
soldados que se encontravam em operagdes militares no Oriente Médio demonstraram uma
reducdo da resposta imune (PERSHIN et al., 1994; HOGE et al., 2004). PERSHIN et al.
(1994), comparando a imunidade entre os grupos: I) 450 soldados em operacdo no
Afeganistdo, II) 850 pessoas destinadas ao servico caseiro e III) 578 estudantes de uma

escola vocacional, observaram que os distdrbios imunolégicos (imunossupressdo), tanto
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humoral quanto celular, foram maiores no grupo de soldados que se encontravam em
operacao militar e sob stress da guerra.

Desta forma, uma possivel explicacdo para a baixa da imunidade apresentada pelos
colombianos seria a deficiéncia nutricional e o stress provocado pela guerrilha, isto poderia
resultar numa reducio da taxa de conversdo da IDRM e conseqiientemente induzir a uma
baixa efetividade da vacina neste pais (VELEZ et al., 2005). Ao contrdrio do observado
neste estudo, realizado em soldados em atividades de guerra, outro estudo realizado pelos
mesmos autores (VELEZ et al., 2000), em estudantes da Universidade de Antioquia e
militares colombianos fora da drea de operacdo de guerra, demonstrou uma alta
imunogenicidade da vacina, com taxa de conversdo de 87,3%. Portanto, deve-se questionar
a comparabilidade destes estudos em relacio a eficicia vacinal.

A manutencdo da ocorréncia dos casos de LTA nas areas vacinadas deve-se
fundamentalmente a presenca de individuos ndo vacinados nestas dreas. H4 fortes
evidéncias de que, apés uma infec¢do clinicamente aparente, a grande maioria dos
individuos tratados adquire resisténcia permanente (WEIGLE & SARAVIA, 1996).
Entretanto, na América Latina, este fendbmeno nio induz a uma imunidade de grupo, isto &,
imunidade populacional, pois os individuos ndo vacinados ndo estdo protegidos pela alta
cobertura vacinal da populagcdo. Ao contririo do que acontece com a infec¢do provocada
pela Leishmania tropica no Afeganistdo, onde o padrdo de transmissdo é o antrépico, cujo
homem € o udnico reservatério e o responsdavel pela manutencdo do ciclo (KILLICK-
KENDRICK et al. 1995; HEWITT et al, 1998; REITHINGER et al., 2003,
KOLACZINSKI et al, 2004). No Novo Mundo os padroes de transmissdo sdo
enzoonoticos, portanto, além do envolvimento do homem, animais silvestres também estdo
relacionados com a cadeia de transmissdo da leishmaniose. A participagdo dos animais

silvestres no ciclo (enzoondtico) de transmissdo da doenga, como reservatorios,
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impossibilita a ocorréncia da imunidade de grupo, pois permite que o vetor continue
perpetuando seu ciclo nestas espécies e infectando o homem ocasionalmente (LAINSON et
al., 1981, 1985). Desta forma, € interessante observar que a tendéncia da ocorréncia da LTA
entre os individuos que recusaram a participar do ensaio foi similar a ocorréncia no grupo
controle (placebo), confirmando a auséncia do efeito deste fendmeno na protecdo contra as
leishmanioses americanas.

A diminui¢do da capacidade protetora da vacina ao longo do tempo também poderia
explicar a manutengdo destes casos nestas dreas. Recentemente, ARMIJOS et al. (2003)
observaram uma variag@o na taxa de protecdo em diferentes momentos de seguimento de
individuos vacinados e placebos. Eles realizaram um estudo controlado duplo cego e
randomizado com uma vacina bruta de promastigotas mortas mais o adjuvante bacilo
Calmette-Guerin (BCG), em criancas equatorianas. Eles observaram que a reducdo
inicialmente significativa na incidéncia de LTA no grupo vacinado grupo comparado ao
grupo que recebeu somente o BCG, durante os primeiros 13 a 18 meses, deixou de existir
ap6s o periodo de 24 a 60 meses. Os autores sugerem, portanto, que uma administracio
periddica de um booster poderia ser necessdria para a manutencdo da protecdo contra a
LTA.

A pequena forca de infeccdo associada a baixa densidade vetorial e
conseqiientemente a um baixo poder infectante, poderia explicar as diferengas de resultados
entre as dreas amazOnicas e as dreas montanhosas do sudeste brasileiro. As espécies L.
whitmani, L. intermedia e L. migonei sdo considerados as principais espécies envolvidas na
transmissao de LTA no Brasil (LAINSON et al., 1985). Nas areas de estudo de Bom Jesus
do Galho, Cérrego Novo e Caratinga a principal espécie encontrada foi a L. whitmani. A L.
intermédia foi a espécie mais prevalente nas dreas do municipio de Ubaporanga e L.

migonei foi a terceira espécie mais prevalente no municipio de Caratinga (RESENDE,
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2004). As espécies encontradas durante este estudo foram concordantes com os trabalhos
realizados por MAYRINK et al. (1979) nesta mesma drea. O envolvimento destas espécies
como possiveis transmissoras de LTA estdo de acordo com os critérios estabelecidos por
KILLICK-KENDRICK ¢ WARD (1981) e KILLICK-KENDRICK (1990) em definir a
competéncia vetorial dos flebotomineos na transmissdo da doenca, no qual se avalia as
caracteristicas antropofilicas, a distribui¢do do vetor e da doenga e o potencial infectante do
vetor.

Finalmente é necessario considerar algumas limitacdes do nosso estudo. A primeira
limitagcdo foi a baixa incidéncia da LTA que reduziu o poder do estudo, dificultando a
observacdo de uma queda mais abrupta na tendéncia temporal entre o grupo vacinado e o
grupo placebo. Foi observado na série temporal pds-vacinagdo apenas 19 casos de LTA na
populacdo elegivel; os outros sete casos foram um de forma mucosa, outro de forma
cutaneo-mucosa, um caso LC em uma crianca de trés meses de idade, dois casos de LC em
idosos com mais de 74 anos e mais dois casos de LC em individuos que apresentavam
IDRM naturalmente positiva. Portanto, excluidos do ensaio por ndo preencherem os
critérios de elegibilidade definida para o ensaio. Apesar de ser esperado uma variacio
ciclica da doenga, € interessante observar que mesmo nesta curta série temporal (cinco anos
de seguimento) — em vista de ser atualmente uma area de baixa endemicidade - ja se observa
uma reducdo da doenca entre os vacinados. Infelizmente, frente ao pequeno nimero de
casos, apesar de signitificativa (p=0,008) taxa de eficicia (90,4%), o intervalo de confianca
foi amplo (28,5 a 98,7). Portanto, é fundamental o acompanhamento destas trés coortes
(grupo vacinado, grupo placebo e grupo recusa) por um periodo de tempo mais longo para
uma melhor determinacio da tendéncia futura do nimero de casos de leishmanioses nestas

areas da microrregido de Caratinga.

82



O grande nimero de individuos que recusaram a participar do ensaio em algumas
areas foi o segundo fator limitante. O elevado percentual de recusa apresentado nas dreas do
municipio de Cérrego Novo pode ser explicado pela simples desinformagdo da populacdo
em relagdo a doenga ou pode evidenciar também que o risco de contrair a doenga nesta area
¢ baixo. Portanto, espera-se, logicamente, que a vacina apresente uma menor efetividade na
reducdo das taxas da doenca nestas dreas. No entanto, € importante destacar que este Ensaio
Comunitario ndo apresentou diferenga nas propor¢des de individuos vacinados e placebos
em ambos os sexos e nas diferentes faixas etdrias. Em relacdo a diferencga nas propor¢des de
vacinados e placebos em relacdo as dreas geograficas, estas s6 foram significativamente
diferentes nos municipios de Bom Jesus do Galho, Dom Lara e Cérrego Novo. O
predominio do grupo placebo nas dreas de Bom Jesus do Galho e Cérrego Novo e do grupo
vacinal na drea de Dom Lara, deve-se a uma elevada diferenca populacional apresentada por
algumas localidades situadas dentro destas dreas. Isto é, grandes agrupamentos
populacionais nas dreas urbanas em relacdo as dreas rurais. Entretanto, quando se avalia a
distribuicdo total da populacdo entre os grupos vacinados e placebos observa-se que o
estudo foi homogéneo.

Portanto, apesar destas limitacdes, inerentes a um ensaio comunitdrio realizado em
area de baixa a média endemicidade, este ensaio trds uma nova esperanga assim como um
estimulo para a busca de novas formulac¢des vacinais, a fim de aumentar a eficdcia vacinal.
Isto contribuird para o controle desta doenga que vem ao longo de décadas afligindo as

populagdes rurais de nosso Estado e das Américas.
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8. CONCLUSOES
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Os resultados obtidos neste trabalho permitem as seguintes conclusdes:

1y
2)

3)

S)

6)

7

A incidéncia da LTA foi semelhante em homens e mulheres.

Os grupos avaliados (vacina e placebo) no ensaio comunitario apresentaram-
se homogéneos em relagdo ao sexo e idade.

A recusa do estudo foi homogénea segundo o sexo e a faixa etdria em todas
as dreas do estudo.

As éareas trabalhadas do municipio de Corrego Novo foram as que
apresentaram o maior indice de recusa, portanto, espera-s€ uma menor
efetividade da vacina nestas dreas.

Na série temporal observada neste ensaio comunitirio a vacina anti-LTA
Mayrink e cols. (1979) revelou uma tendéncia a reduzir a incidéncia de casos
da doencga.

A prote¢do conferida pela vacina foi de 90,4% com diferenca significativa de
casos de LTA entre o grupo vacinado e o placebo.

A auséncia do fendmeno de imunidade em grupo impediu uma maior redugdo
nas taxas de incidéncia para a leishmaniose cutinea americana nas dreas do

estudo que receberam vacina.
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9. RECOMENDACOES
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Os resultados deste estudo permitem a formulacdo das seguintes

recomendacoes:

(1) Aumentar o tempo de seguimento das populagdes das dreas selecionadas para
participarem deste Ensaio Comunitdrio, em vista da baixa incidéncia da doenca e

conseqiientemente pequeno nimero de casos.
(2) Realizar um ensaio quase experimental nas dreas endémicas do Vale do Rio Doce

que ndo foram contempladas neste ensaio comunitario, a fim de reduzir as taxas de

incidéncia da leishmaniose nesta regido.
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10. ANEXOS
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Figura 1: Registro dos pacientes com LTA diagnosticados no Ambulatério Paulo Aratjo
Magalhdes, da UDS-Caratinga, no SIL (Sistema de Informacdo de Leishmaniose), na
plataforma ACESS.
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ANEXO 2

Tabela 1: BOLETIM DE CADASTRAMENTO E ACOMPANHAMENTO DOS TRABALHOS DE VACINA ANTI-LTA.

Localidade: RG:
N° Nome do Paciente Sexo | Idade Data Leitura do T. Data Data Data Leitura do T. Observacdes
casa 1*Aplicagdo Montenegro 1"Dose 2°Dose | 1*Aplicagdo| Montenegro
do Positivo | Negativo| Vacina Vacina do Positivo | Negativo
Montenegro Anti-LTA | Anti-LTA | Montenegro

Vacina Anti-LTA n° 01

Assinatura do Servidor:
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ANEXO 3

Tabela 2: Planilha de anotag¢do das coordenadas geodésicas dos domicilios (GPS).

Data: /[ Folha:_ /
Municipio:
Localidade: Categoria: RG:
Casa: Casa: Casa:
Datun: K: Datun: K: Datun: K:
Coord X: Coord X: Coord X:
Coord Y: Coord Y: Coord Y:
Elevacao: Elevacao: Elevacao:
Casa: Casa: Casa:
Datun: K: Datun: K: Datun: K:
Coord X: Coord X: Coord X:
Coord Y: Coord Y: Coord Y:
Elevacao: Elevacao: Elevacao:
Casa: Casa: Casa:
Datun: K: Datun: K: Datun: K:
Coord X: Coord X: Coord X:
Coord Y: Coord Y: Coord Y:
Elevacao: Elevacao: Elevacao:

Responsavel pelo Boletim:

()rgﬁo:
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ANEXO 4

Laboratério de Epidemiologia - Escola de Farmacia — UFOP
Laboratério de Leishmaniose - Instituto de Ciéncias Bioldgicas - UFMG

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto:

“Estudo do Impacto da vacina anti-LTA sobre a incidéncia da leishmaniose tegumentar
americana em Caratinga, MG: ensaio comunitario”

Descricao do projeto de pesquisa

OBJETIVO:
Objetivando estudar o impacto da vacina anti-LTA no coeficiente de detec¢do de

casos da doenca ao nivel de setor censitdrio, serd realizado um ensaio comunitario. Vocé foi
selecionado a participar deste estudo porque mora em area em que ha casos de leishmaniose
cutanea e a evidencias de que vocé ainda nunca foi exposto a doenca.

E importante ressaltar que a vacina que estd sendo estudada ji foi aplicada em
dezenas de outras pessoas e demonstrou ser segura. Nao existe risco de adquirir a doenca

através da vacina.

PROCEDIMENTOS:

Na maioria dos estudos em que envolvem avaliagdo de vacina nds precisamos
comparar dois grupos de pessoas: um grupo que recebe a vacina e o outro que nao recebe a
vacina, mas um placebo. E isto que serd feito neste estudo. Se concordar em participar do
estudo, vocé serd sorteado para receber a vacina ou o placebo (substancia que € usada para
conservar a vacina). Vocé receberd duas doses de vacina ou placebo que serdo
administrados em injecdes por via intramuscular a intervalos de 21 dias. Vocé e as pessoas
que lhe administrardo as inje¢cdes ndo saberdo em que grupo vocé estd (vacina ou placebo)

até que termine o estudo.
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Antes de vacinar serd realizado um teste cutaneo (IDRM) para certificarmos de que
vocé nao teve contato prévio com a doenca.
Vocé serd acompanhado durante toda etapa do estudo pelo pessoal responsével pelo

estudo até completar a vacinacao.

RISCOS/DESCONFORTOS:

A vacina teve sua seguranca avaliada em mais de 3.000 voluntdrios em diversos
testes clinicos. Discreta dor no local da injecdo foi a unica reagdo relatada. Esta ¢ uma
reacdo comum que ocorre apds a administracdo de outras vacinas, é de curta duragdo, nao
interfere com as atividades habituais do vacinado e desaparece sem tratamento especifico.
Qualquer reacdo resultante da inoculagdo da vacina serd devidamente avaliada e tratada

pela equipe de pesquisadores envolvidos no projeto sem despesas para os participantes.

BENEFICIOS:

Nao hd nenhum beneficio direto para sua participacdo. Porém, esperamos que este
estudo ajude-nos a entender melhor o funcionamento do sistema imunoldgico de pessoas
vacinadas, o que levard ao desenvolvimento de vacina eficaz na prevencao de leishmaniose,

beneficiando milhares de pessoas em todo o mundo.

PROCEDIMENTOS ALTERNATIVOS:

Sua participacdo € completamente voluntdria. Voc€ pode desistir de participar a
qualquer momento.

Vocé pode perguntar ao investigador principal mencionado abaixo, qualquer
questdo relacionada ao estudo. Os pesquisadores se comprometem a proporcionar

informacao atualizada durante o estudo.

CONFIDENCIALIDADE
Toda informagdo obtida sobre vocé serd mantida em poder do pesquisador principal.

Apenas pessoas envolvidas no estudo terdo acesso a estas informagdes. Dados de
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identificacao pessoal serdo removidos do questionério e guardados em arquivos separados.
Dentro dos limites da lei, todo o esforco sera feito no sentido de manter a confidencialidade
das informagdes.

Se vocé desejar conversar sobre o estudo, ou achar que ndo foi bem tratado ou foi
por alguma razao prejudicado, vocé deve entrar em contato com o investigador principal,

Dr. Wilson Mayrink no telefone (31-3499-2871/2849).

Se vocé concordar em participar do estudo assine seu nome na linha abaixo.

Assinatura do voluntdrio ou Responsavel Legal (Voluntdrio menor que 18 anos)

Assinatura da testemunha

Assinatura do Pesquisador

Av: Alfredo Balena, 110 — 1° andar Data:_ / [/ .
Bairro: Santa Efigénia — CEP: 30130-100 Belo Horizonte — MG.
Telefone: (31) 3248-9364

Fax: (31) 3248-9380 — Telex: (31) 2544.
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ANEXO 5

kilometres

Individuos Recusa do
Ensaio Comunitano
*\VACINA  (1519)
*PLACEBO (1176)

Area geografica do
Ensaio Comunitario

®Bom Jesus do Gaho
@Cdmego Novo
®Dom Lara

@Entre Folhas

Climbé de Minas
©@Sapucaia
®Ubaporanga

Figura 2: Distribuicdo geografica do grupo recusa segundo o tipo de vacina e as dreas geograficas da microrregio de Caratinga

pré-selecionadas para realiza¢io do ensaio comunitério, 2002-2007.
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ANEXO 6
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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