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Resumo

A leishmaniose tegumentar (LT) € um problema delsaliblica, ndo somente por
sua alta incidéncia e ampla distribuicdo geografroas também, pela possibilidade de
produzir lesdes destrutivas. S&o considerados grdpalto risco para aquisicdo da doenca:
agricultores, obreiros de fazendas, madeireiroad@@s, excursionistas e naturalistas. Para
definir estratégias e acdes de controle e prevepe#@ LT, devemos considerar tanto os
aspectos epidemioldgicos quanto aspectos genéflmsa forma este trabalho teve como
objetivo estabelecer o perfil epidemiolégico daaadle estudo, correlacionando os fatores de
risco ja bem estabelecidos na literatura com ceratites grupos de individuos infectados e
nao infectados a partir de inquérito epidemiolégieopopulacéo e caracterizar marcadores
moleculares $NRSingle Nucleotide Polymorphignda regido promotora do TNE- que
poderéo estar envolvidos na susceptibilidade astéegia da doenca LT na comunidade de
Florestal-BA.Das 129 familias que participaram dguérito, 80,6% dos chefes de familias
pertence ao sexo masculino e possui como ativigadeipal o trabalho no campo, 69,8%
recebe menos que um salario minimo por més. A sndlas variaveis que se refere as
condi¢cdes de moradia mostra que 66,7% das resadéam construidas de alvenaria, quase
todas as casas eram cobertas por telhas, com @isionénto ou ceramica Pouco mais que a
metade das moradias tinha como fonte de agua aprddiea. A maioria das casas 81,4%,
possuia energia elétrica, um alto percentual 3éafgfam lixo no terreno proximo a sua casa.
70,5% das familias, cria em sua residéncia algpmdée animal doméstico, a maior parte dos
individuos ndo usam protecao individual contra masg, 70,5% dos domicilios se situavam
proximo as matas, rios, e criagcdo de galinha, 7Hb%icilios, havia descricdo de diversos
tipos de animais nos seus arredores. A preval@ac@mmunidade de Florestal foi dada com a
utilizacdo do teste de Montenegro (IDRM), e do exasorolégico ELISA, sendo que o0s
valores dessa prevaléncia foram praticamente sesilgara ambos os testes. A IDRM acusou
uma prevaléncia de 28,9%, enquanto que, o ELISAtiittou uma prevaléncia de 27,4%.
Apesar de alguns dados nédo terem sido estatistitars@nificativo, alguns fatores de risco
analisados demonstraram maiores prevaléncias a&céde (IDRM+), dentre eles estéo:
Individuos do sexo masculino, adultos, trabalhagloteais, presenca de mais que uma
espécie de animal na residéncia ou préximo a esidéncia préxima a matas e rios,
construcdes domiciliar mais aberta, lixo no terresmaséncia de agua encanada. Assim 0s
fatores responsaveis pelo aumento de casos daaloenérea, foram falta de saneamento

bésico, situacdo econbmica precéaria, constru¢cdaedequadas, convivio com animais



silvestres ou mesmo domesticados. Com relacdo taocesios marcadores genéticos da
regiao promotora do TNF, O loco TNF-308 mostroaresm equilibrio de Hardy- Weinberg,
p-valor 0,464 ao contrario do loco TNF-238, que demonstnma deficiéncia na frequéncia
de heterozigotos para esta regido. Nao foi enatei@asociacdo dos polimorfismos da regido
promotora do TNF com a susceptibilidade ou resis#éna infeccdo ou com o
desenvolvimento da doencga LT, vale ressaltar galelocA mesmo ndo mostrando resultado
estatisticamente significativo mostrou ser um fader risco para o desenvolvimento da
doenca, OR= 8,77 e 1,14 para o TNF — 238 e -3(fctisamente, sugerindo a realizacéo de
novos estudos com amostragem ampliada para esclaréo desta questéo.

Palavra chave Leishmaniose tegumentar, Epidemiologia, Fatdleerose Tumoral



Abstract

The cutaneous leishmaniasis (CL) is a public hepltbblem, not only for its high
incidence and wide distribution, but also by thesgibility of producing destructive lesions.
Groups are considered at high risk for acquirirgy disease: farmers, farm workers, loggers,
hunters, hikers and naturalists. To define stragegnd actions to control and prevention for
LT, we must consider both the epidemiological atpeegarding genetic aspects. Thus this
study aimed to establish the epidemiological peofif the study area by correlating the risk
factors already well established in the literatuvegh different groups of infected and
uninfected individuals from an epidemiological syvin the population and characterize
molecular markers (SNP- Single Nucleotide Polymanph in the promoter region of TNé-
may be involved in susceptibility or resistancalsiease in the community of Forest LT-BA.
Das 129 families who participated in the survey680 of heads of households are male and
has as main activity work in the field, 69.8% e#&rs than minimum wage per month.
Analysis of variables with regard to housing coiudis shows that 66.7% of the homes were
built of masonry, almost all the houses were cavevith tiles, with cement floors or ceramic
Slightly more than half of households had a soofogater to the public. Most houses 81.4%
owned electric power, a high percentage 36.4% thrash on the ground near his home.
70.5% of families, establishing his residence imedkind of domestic animal, the largest
share of respondents did not use personal proteagainst mosquitoes, 70.5% of households
were located near the forests, rivers, and creasfochicken, 77, 5% of households, there
were descriptions of various types of animals ieirtlsurroundings. The prevalence in the
community of Forest was given using the Montenesijin test (IDRM), and ELISA serology,
and the values of prevalence were almost similarbfith tests. The MST has accused a
prevalence of 28.9%, whereas the ELISA identifieprevalence of 27.4%. Although some
data were not statistically significant, some riaktors analyzed showed higher prevalence
infection (IDRM+), among them are: Males, adultgat workers, the presence of more than
one species of animal in the residence or nearbgtoesidence near forests and rivers, home
building more open, trash on the ground, no runnwader. Thus factors responsible for
increasing cases of the disease in the area wese gamitation, poor economic status,
inadequate buildings, living with wild animals oordesticated. Regarding the study of
genetic markers in the promoter region of TNF, Ti¢F-308 locus was shown to be in
Hardy-Weinberg p-value 0.464 in contrast TdlF-238 locus, which showed a deficit in
heterozygote frequency for this region . There wasassociation of polymorphisms in the



promoter region of TNF with the susceptibility oesistance to infection or disease
development with LT, but it is noteworthy that thlele *A The same is not showing a
statistically significant result was found to bask factor for the development of disease, OR
= 2.00 and 1.13 respectively, suggesting the nemiest with larger samples to clarify this

issue.

Keyword: Cutaneous leismaniasis, Epidemiology, Tuhecrosis Factor



1. RACIONAL E RELEVANCIA
1.1 Leishmaniose Tegumentar

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima quexapadamente 1.5 milhdes de
casos de leishmaniose tegumentar (LT), e 500.080scde leishmaniose visceral (LV),
ocorram a cada ano em todo mundo, com estimativi2denilnbes de pessoas infectadas
anualmente pelas leishmanias, e cerca de 350 milf@®éndividuos sob o risco de contrair a
infeccdo no mundo, sendo a maior incidéncia emdesgitropicais e subtropicais, areas
favoraveis a proliferacdo de insetos vetores respais pela transmisséo das leishmanias ao
homem (SOSA-ESTANI, 2001; COSTA, 2005; BRASIL, 20B¥SIA, 2008). A LT é um
problema de saude publica, ndo somente por suairaidéncia e ampla distribuicéo
geografica, mas também, pela possibilidade de piodesées destrutivas. E uma doenca
considerada negligenciada que apesar de afetabesilthe individuos, seu tratamento ainda &
demorado e as vezes inadequado (ROMAQIL, 2007).

A LT ja foi descrita em todos os continentes, exag Oceania. E considerada rara
nos Estados Unidos, tendo sido descrita no sul @é@d em areas proximas ao norte do
México. Muitos dos casos relatados nos Estadosddrimram relacionados a viagens para a
América Latina. Recentemente, mais de 500 cast3 déagnosticados em um periodo de 18
meses, foram de soldados que retornaram do Origiéidio especialmente do Iraque
(BASANO & CAMARGO, 2004; HSIA, 2008). No continenfsmericano, ja foi registrada
em quase todos os paises com excecdo do Canad@,eCbiruguai (ASHFORD, 1992;
FOLLADOR et al. 1999; WHO, 2007). No Brasil ocorre em todos oséiss com numeros
crescentes nos ultimos 20 anos onde as regides Bldtbrdeste sdo as mais afetadas, sendo
mais freqliente em zonas Umidas e boscosas, aird@apsamos encontrar em ambientes
secos e aridos (GONZALE& al, 2000; GONTIJO & CARVALHO, 2003).

A leishmaniose tegumentar americana (LTA), tambémhecida como ferida brava
ou ulcera de Bauru € uma doenca primariamente ticargfetando outros animais que nao o
homem, o qual é envolvido secundariamente (FUNASI0; BRASIL, 2007). E causada
por protozoarios intracelular obrigatério das @duldo sistema fagocitico mononuclear
(SFM), do génerd_eishmania,0 qual est4 envolvido em um espectro crénico denghee
tegumentares e viscerais, podendo causar deforesdadité ser fatal (GONZALEZ, 2000;

KARPLUS et al, 2002). Este protozoario tem como vetor insetebdiomineos da familia



PsychodidagsubfamiliaPhlebotominadGRIMALDI Jr et al, 1989) que durante seu repasto
sanguineo ingerem formas amastigotas de um annfegitado que se alojam no intestino do
vetor transformando-se em promastigotas. Ao picdrogpedeiro mamifero estas formas
promastigotas sdo fagocitadas por macrofagos tianahdo-se em formas amastigotas que
se reproduzem por divisdo binaria, até romper hdaséonde serdo liberadas e fagocitadas
por outros macrofagos (TITUS al, 1994; MARZOCHI, 1997).

A LTA é endémica e apresenta fortes indicios deajudeccdo esta acontecendo no
ambiente extraflorestal, em nivel domiciliar e goimiciliar (TEODOROet al.,1993). Isto
se deve ao desflorestamento que tem trazido pata pde homem, vetores e animais
hospedeiros, onde animais domésticos tém servidwo calternativas de reservas para o
protozoario aumentando o numero de casos em areasas (KROEGERt al., 2002). As
alteragbes ambientais implicam diretamente quaotdsao do homem adquirir a infeccao,
pois classicamente, atribui-se as formas de ocopegd ambientes florestais como fator

determinante na aquisicdo da mesma.

Na atualidade, estas alteracdes ressurgiram com &itdo em areas onde focos
ativos da doenca sobreviveram em pequenas matdsaiss havendo a urbanizacdo da LT,
com adaptacdo dos parasitos e vetores aos novoerdaes (FALQUETOet al, 1986;
FOLLADOR et al, 1999; MARTINS et al., 2004). Em relacdo aos vetores, pouco
conhecimento ha sobre seus criadouros, encontenftbmas imaturas em detritos de fendas
de rocha, cavernas, raizes do solo, folhas mortasiidas e também nas forquilhas das
arvores em tocas de animais, ou seja, em detitins €m matéria organica em decomposi¢cao
(BASANO & CAMARGO, 2004; BRASIL, 2007).

S&o considerados grupos de alto risco para aqoidgdoenca: agricultores, obreiros
de fazendas, madeireiro, cacadores, excursiorestaguralistas (GONZALEZ2t al., 2000).
Nas ultimas décadas, as analises epidemioldgich¥ ¢m sugerido mudancas no padrao de
transmissdo da doenca. Podendo ser observado @rgs g@pidemiologicos: a) Puramente
Silvestre- A transmissdo estd associada a derrubada de pata construcdo de estradas,
casas e outros a fins, além da exploracdo desatdeates florestas (extracdo de madeira,
agricultura e mineracao), neste caso a LTA é, fomradalmente, uma zoonose de animais
silvestres que pode atingir o homem quando entracenmtato com estes; b) Silvestre
Modificada- Ocorre a transmissao, em areas com pequencs ffesioluais de mata primaria.

A infeccdo acontece na interface da area peri-dbanie das areas de mata, onde o homem



costuma desenvolver atividades ligadas a agri@ukuecoturismo; c) Rural ou Periurbana

Areas de colonizagdo onde existe a suspeita diipagdo de animais domésticos (c&o
domeéstico e equinos) como reservatérios da infepgdia o flebotomineo vetor do parasita
(SOSA-ESTANIet al, 2001; COSTAet al, 2005).

Por ser uma doenca de cadeia de transmissédo canpléxl esta sujeita a diversos
determinantes, incluindo: desequilibrio ecologieasado pela acdo destrutiva do homem, as
variacfes sazonais e a susceptibilidade da pou(®ARTINS et al, 2004). No Brasil, os
principais agentes etioldgicos da LT s@eishmania Leishmania amazonensis, Leishmania
Viannia guayanensis e Leishmania Viannia braziienSs reservatorios variam conforme a
espécie delLeishmania tendo os principais hospedeiros naturais a pgag@holoepus
didactilug, tamanduaTamandua tetradactyJamarsupiais e roedores. E freqiiente o encontro
de varias espécies de animais domésticos como Canis( familiare}, equinos Equus
cabalug, mulas, roedores domésticos ou sinantrépicosgdielo alL. (V) braziliensis Os
vetores da LT, que apresentam importancia epidégicd variavel de acordo com sua
localizac&o geogréfica, tém periodo de vida redatiente curto, de duas a quatro semanas. As
espécies vetoras potenciais séatzomyia whitmaniL. flaviscutellata L. umbratilis L.
intermedia, L. wellcomeie L. migonei Na Bahia as espécies deitzomyade maior
importancia para a LT sadutzomyia whitmani, L. intermedia, L. migo&@ONTIJO &
CARVALHO, 2003; BRASIL, 2007)

1.1.1 Histérico

Existem relatos de comprometimento humano lpgishmaniadesde a antiguidade
(LAINSON, 1997). Cunningham (1985), foi o primeipesquisador a descrever o parasito
Leishmania causando a doenca (leishmaniose) no homem na, ledia casos de LV
(BASANO & CAMARGO, 2004).

Em 1885 houve as primeiras suspeitas sobre a octréla doenca nas Américas,
época em que ja se registravam casos no Brasdehlrerg, (1909), confirmou a natureza das
lesbes cutaneas e nasofaringeas quando enconistumdmias em Ulceras cutaneas de
pacientes no estado de Sdo Paulo idénticas aqgdalbsishmania tropicaobservadas no
Velho Mundo. Splendore, (1911), diagnosticou a Bommucosa da doenca e Gaspar Vianna,
por considerar o parasito diferente ldatropica chamou dd.. braziliensis ficando assim
denominado o agente etioldgico da “ferida brava®mariz de tapir” (LINDEMBERG, 1909;



SPLENDORE, 1911; VIANNA, 1914). Aragéo, (1922), deratrou pela primeira vez o papel
do flebotomineo na transmissédo da LT. Ja Pess@®/1®0), descreveu a LT como doenca
profissional em regides florestais. Forattini, (895demonstrou a importancia de roedores
silvestres parasitados em areas florestais de @@t RPESSOA & BARRETO, 1948;
FORATTINI & SANTOS, 1956; USSUI & NEVES, 2001).

Até a década de setenta do século XX, todos os cisbT no Brasil eram atribuidos
a L. braziliensis.A partir deste periodo as técnicas laboratoriaiamh aprimoradas, maior
namero de estudos ecoldgicos, e epidemioldgicosrdalizado, e outras espécies de
leishmanias foram descritas. Em 1993, a OMS cormidas leishmanioses como a segunda
doenca causada por protozoario de maior import@miaaude publica (Aguilat al., 1989,
OMS 1994).

1.1.2 Dados epidemiolégicos

A LTA vem sendo descrita em quase todos os pasesmatinente americano, sendo
gue 90% dos casos ocorrem no Brasil, Bolivia e .R¢auBrasil apresenta-se em todas as
regides geograficas e sua incidéncia tem aumentasoultimos anos, em todos os estados.
No periodo de 1980 a 1990 foram registrados 154c&68s, outra estimativa abrangendo os
anos de 1995 a 1999, aponta 388.155 casos autéatieneT. Comparando-se 0s valores
absolutos e o coeficiente de detecgdo (CD), houmeaumento de 13.654 casos/ano para
30.550 casos/ano e de 10,45 casos/100.000 habitpata 18,63 casos/100.000 habitantes
nestes dois periodos respectivamente (FOLLABEDRL, 1999; GONTIJO & CARVALHO,
2003; BASANO & CAMARGO, 2004; BRASIL, 2007).

Surtos epidémicos tém ocorrido nas regides SeidéSentro-Oeste, Nordeste e
recentemente na Amazonia. O Ministério da Saude) (M§istrou média anual de 32 mil
novos casos de LT no Pais, tendo a regido Noriéicadb aproximadamente 45% destes
casos predominando nos estados do Para, Amaz&@sdénia; a regidao Nordeste, 26% dos
casos, principalmente no Maranh&o, Bahia e Ceadda Centro-Oeste, 15% com maior
namero de casos em Mato Grosso; a regido Sul, 8&¥acando-se o Parana (MARZOCHI,
1992; GONTIJO & CARVALHO, 2003; BRASIL, 2007).



1.1.3 Agentes etioldgicos, vetores, e reservatorios

Nas Ameéricas sdo atualmente reconhecidas 11 esp#mimotropicas deeishmania
causadoras de doenca humana e oito espécies alesginente em animais. No Brasil ja
foram identificadas sete espécies, sendo seis HgémaroViannia e uma do subgénero
Leishmania As trés principais espécies s&o (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L.)(L.
amazonensisg, mais recentemente as espédiegV.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.)
lindenberge L. (V) shawiidenificadas em estados das regides Norte e Nerd8H_VEIRA,
2001).

Alguns critérios para incriminar efetivamente umatedminada espécie de
flebotomineo como vetora de leishmaniose foi sdgeritendo dois tipos de critérios:
essénciais (E) e complementares(C). Sao eles: pafitra (E), distribuicdo espacial em
concordancia com a ocorréncia dos casos de infdegémna (E), atracdo por mamiferos
reservatorios de leishmanias (E), os exemplaresergmpntalmente infectados com
Leishmaniadevem manter, em laboratério, todas as etapasesendolvimento parasitario
(C), entre outros (KILLICK-KENDRICK & WARDE, 198KILLICK-KENDRICK, 1990).

Segundo o Ministério da Saude (MS), sdo consideradservatorios da LT as
espécies que garantam a circulacao de leishmaaiaatareza dentro de um recorte de tempo
e espaco. Para definir uma espécie como resewatérinecessario estabelecer alguns
parametros como: status taxondmico do animal,ilbiisgdo geografica do hospedeiro e do
parasita dentro da area de distribuicdo do hospedbstribuicdo microrregional do parasita e
reservatorios em distintos ecossistemas dentrardeneasmo bioma, prevaléncia da infeccao
entre distintas subpopula¢cées de hospedeiros, ex: salachos e fémeas, adultos e jovens,
entre outros parametros (BRASIL, 2007).

Infec¢des por leishmanias que causam a LT foraserif@s em varias espécies de
animais silvestres, sinantrépicos e domésticosideas, felideos, e equliideos). Reservatérios
silvestres: foram registrados como hospedeiros ssipeis reservatorios naturais algumas
espécies de roedores, marsupiais, edentados, @geoarsilvestres. Com relagcdo aos animais
domésticos ndo ha evidénciais cientificas que cowepn o papel destes animais como
reservatorios, considerados como hospedeiros daideta doenca. Nestes animais a LT pode
se apresentar como uma doenca cronica com magiestaemelhantes as da doenga humana
(BRASIL, 2007).



A expressao clinica da LTA é variavel e dependeldens fatores como a espécie de
Leishmaniaenvolvida e da relagdo do parasito com seu hospe(@ARVALHO, 2002).
Dependendo da espécie do parasito e da respostee idesenvolvida pelo hospedeiro, 0
espectro da doenca varia de lesfes autocicatrizantesdes disseminadas, e fatais (ROMAO
et al, 2007).

A partir da inoculacdo das formas promastigotag@le, inicia-se uma complexa
interacdo entre o parasito, e a resposta imunadatpchospedeiro. Varios setores do sistema
imune sdo ativados, mas a resposta imune celglpeciica pardeishmaniatem um papel
crucial no controle da infeccdo (BRASIL, 2007). Emd a infeccdo inicial possa nao
apresentar sinais e sintomas, o paratiggsfimania no organismo pode persistir num curso
cronico, resultando na doenca propriamente dita QVEP90), a doenca cronica pode estar
associada a exarcebacdo ou a completa anergispmzsta imune do hospedeiro, resultando
na incapacidade do hospedeiro em controlar a iate(€OLlet al, 1995).

1.2. Aspectos Imunoldégicos (Sistema Imune)

A resposta imune tem papel fundamental na defesttacagentes infecciosos e no
impedimento para a ocorréncia de infeccfes dissatas) associadas geralmente com alto
indice de mortalidade. E conhecido também que ma&hghs infecciosas, o nimero de
individuos expostos a infeccao é superior ao desaguesentam a doenga, mostrando que a
maioria das pessoas tem a capacidade de destses agentes e impedir a progressédo da
infeccdo. Embora a resposta imune seja fundameaitala defesa contra a maioria de agentes
infectantes, evidéncias tém mostrado que em multencas infecciosas 0s principais
aspectos patologicos ndo estéo relacionados conagétedireta do agente agressor, mas sim
com a complexa interacdo entre o agente e o sisteorze do hospedeiro, podendo causar
dano tecidual (PASARE, 2004; CASTELLANO, 2005).

Os neutrdfilos, eosinofilos, e macréfagos exerceanas;do microbicida de forma mais
ampla contra varios tipos de agentes, e sdo céhajaartantes para a defesa do hospedeiro.
Lima et al., (1997), demonstraram que neutréfilos sdo célulgmitantes para controlar a
disseminacgédo da infeccdo darmajor. Oliveira et al., (1998), demonstraram que eosindfilos
ativados produzem NO (6xido nitrico) estando est@hilas envolvidas na atividade
microbicida das formas amastigotas ldomajor. O macréfago célula importante na defesa

contra agentes intracelulares, apos serem ativaelos linfocitos T auxiliadoreshélpe) se



tornam a principal célula efetora na eliminacdofdasas amastigotas daishmaniaLIMA
et al.,1997; OLIVEIRAEet al.,1998; MACHADO, 2004; BRASIL, 2007).

O sistema imune comunica-se através da secrecaoitai@nas. Diferente dos
hormonios, as citocinas tém uma atuacdo paractoagao local, préxima as células que as
produzem), ou autdcrina (diretamente sobre as a®lgue as produzem), e apenas
ocasionalmente entram no sistema circulatério payieem como mediadores enddcrinos
(MIYAJIMA et al, 1992; KISHIMOTOet al, 1994). As que séo liberadas pelos linfocitos
Th 1 (linfécitos T help tipo 1) sdo caracterizadas como tendo efeitosnaktntes (pro-
inflamatorios), que incluem o fator de necrose trahalfa (TNF), interleucina-2 (IL-2) e
interferon-gama (IFN) e as secretadas pelas células Th2 (linfocitolselp tipo 2) sdo
caracterizadas como inibitorios (anti-inflamatdyimeluindo as interleucina;4 6 (IL-4 e IL-

6). Dentre estas citocinas secretadas pelos linfoctoBNF-o0. € IFNy tém demonstrado
possuir um importante papel no controle das infee¢(MACHADO, 2004; BRASIL, 2007).

As manifestacdes clinicas das leishmanioses eesgidade dependem da espécie e
dos fatores intrinsecos ao parasito como a resposiae produzida pelo hospedeiro
infectado (MALLA & MAHAJAN, 2006). Modelos experinmeais com diferentes linhagens
de camundongos foram estudados a fim de se obtenelhror entendimento para infec¢oes
humanas e mecanismos imunolégicos e genéticos sistércia frente d.eishmania
Linhagens de camundongos C57BL/6, C3H/HeJ e CBAmabmente resistentes a
Leishmania majorconseguem curar a lesdo espontaneamente, esténesi depende da
geracdo de uma resposta Thl, com producéao de IlFIN2y e TNF«, com a consequente
inducdo do 6xido nitrico (FONSECAt al, 2003), ja os camundongos BALB/c que séao
susceptiveis quando infectados pela mesma espdesenvolvem lesbes progressivas e
disseminadas mediada pela resposta Th2 com seatagsaitocinas IL-4 e IL-10 (LAUNOIS
et al, 1995; MATTNERet al,1996; KOPFet al, 1996; HIMMELRICHet al, 2000). Assim
a resisténcia a infeccdo pelamajor esta ligada a uma resposta do tipo Thl, enquardaq

resposta Th2 esta envolvida com a susceptibilidadéeccao.

O NO produzidos pelas células inflamatorias € wetiontra diversos patdgenos,
como oT. cruzi (GAZZINELLI et al, 1992) M. leprae (ADAMS et al, 1991)L. major
(GREEN et al, 1990), produzidos a partir da oxidacado da Lrangi por acdo da enzima
oxido nitrico sintetase (iNOS) (PALMERt al,1998; QUEIROZ & BATISTA 1998). As



citocinas sdo importantes moduladoras da expredséta enzima, citocinas do tipo Thl
induzem a producao de iINOS (DRAPIER al, 1988) enquanto que o perfil Th2 inibe a
inducdo (BALDA & PACHECO-SILVA, 1999).

Estudos tém mostrado que a expressat-bNey € um dos maiores estimulos para a
ativacdo de macrofagos em infec¢bes agudas, sendatar relevante na morte de alguns
parasitas intracelulares pela via 6xido nitrico [M®pendente, ativando macréfagos e
estimulando a producédo do TNFE-Esta desenvolve importante funcdo na amplificad#io
producédo de oxido nitrico eliminando o parasitd.{&\ et al, 1995; D’OLIVEIRA-Jret al,
2002).

Uma vez expresso o INfFe TNF4 irdo produzir produtos oxigenados e oxido nitrico,
dois componentes importantes para destruicdbeilshmania,onde nos da a idéia de que
pacientes com altos niveis destas citocpwssam ter uma melhor chance de cura da doenca
(D’OLIVEIRA Jr et al., 2002). O TNFa também é responsavel pela ativacao policlonal de
células B tendo uma consideravel inducdo da respasine humoral com producdo de
anticorpos antl-eishmania sendo uma proteina importante no processo inftamaLIEW
et al, 1989; BRASIL, 2007).

Este conceito de que uma potente resposta Thlpsejatora deve ser visto com
reserva, pois, apos, estimulado com antigenbeihmaniaas células de sangue periférico
(CMSP) de individuos infectados com as formas &#de mucosa, produzem grande
quantidade de IFN; IL-2 e TNF«, e pouca IL-10. Como o sistema imune nao destroi
completamente as leishmanias, a forte respostasdeistcinas secretadas pelo linfocito Thl
leva a ocorrénciale uma reacéo inflamatoria intensa e a dano adogeaesultando no
aparecimento de Ulceras na pele e mucosa. Assimdagiio acentuada de TNFe de NO
tem importante participacam dano tecidual (JESUS, 1998; MACHADO, 2002).

Estes dados indicam que uma atuacdo equilibradasistema imunolégico é
importante para a contencdo do parasito sem dg@traecidual, fazendo com que, embora
possa continuar presente, o agente infectante adsecdoenca no homem (MACHADO,
2004).

Por possuir uma atividade antitumoral, antimicril@ic e antiviral o TNF é

considerado uma citocina chave na imunidade doduesmw, além de induzir o crescimento



tissular, diferenciacdo de tecidos e imunoregulaéao individuos sadios seus niveis variam
entre ndo deteccdo a 50 pg/mL, niveis superiotE¥0pg/mL estdo geralmente associados a
morbidade (AGUILLONet al, 2001). Esta citocina estimula a sintese de s&iapos de
moléculas de adesao celular, induz mudancas vassulafetando a adesdo de leucdcitos
promovendo a atividade pro coagulante, podendae@cohoque séptico, devido a coagulagéo
intravascular disseminada, se estes efeitos oeonrem grande escala (BEEal, 1996). O
aumento de seus niveis esta relacionado com agrateg de doencas associadas ao CPH
(Complexo Principal de Histocompatibilidade) prpalmente aquelas com um componente
inflamatdrio e auto-imune a exemplo do lUpus erédrso sistémico, diabetasellitustipo 1

e 2, processos infecciosos como choque sépticbnécore a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AGUILLONet al, 2001).

O TNF-0 é uma citocina produzida por macréfagos em reg@osina vasta variedade
de agentes infecciosos defendendo o0 hospedeiroracoinfeccdes causadas por
microorganismos, tal com&accillus Calmette-Guérin, Clamydia trachomgidNDLER et
al., 1989) Listeria monocytogene¢HAVELL, 1987) Trypanossoma cruz(WIRTH &
KIERSZENBAUM, 1988)e Plasmodium chabaudi adaf€LARK et al, 1987).

Evidéncias indicam que a variagdo na producéo teicas pode estar associada a
diferentes polimorfismos genéticos, determinandoegposta imune durante a doenca.
Diferentes formas alélicas de varios genes de indscsdo conhecidas até o momento,
inclusive os polimorfismos de base UnicBNE-Single Nucleotide Polimorphisingio
promotor do TNF nas posicdes —238 e —308. Nestlngrismos ocorrem mutacdes que
podem estar associadas a diferencas na expressi@ gesecrecao da proteina, embora
existam controvérsias (OLIVEIRAt al, 2004). Estudos relacionados as leishmanioses tém
mostrado a influéncia de varios polimorfismos genétna resisténcia ou susceptibilidade da
doencga, pois muitos dos polimorfismos parecem estando relacionados ao aumento do
TNF-a (SCUDERIet al1986; CABRERAet al, 1995).

1.3 Polimorfismos genéticos

Dentre os vérios tipos de polimorfismo de DNA, &¢is os SNPsSingle Nucleotide
Polimorphism$ que sdo substituicdes de uma Unica base denseqigncia génica analisada
ou ainda os VNTRs Mariable Number of Tandem Repgatgue sao polimorfismos

representado pelos microssatélites, que possuestigigs de 2 a ®ases repetidasirt



tandem”, dentro de wuma regido flanqueada por sequéncias népetitivas
(POLYMEROPOULOSet al, 1990; EDWARDSet al., 1991) e pelos minissételites, com
repeticbes de 10 a 100 (CHAMBERS & MCAVOY, 2000)s @icrossatélites, ou STRs
(Short Tandem Repeatsdo marcadores que contém muitos alelos em loada Com a
utilizacdo da técnica de PCRdlymerase Chain Reactipnestes marcadores podem ser
amplificados a partir de iniciadores situados eggdes nao repetitivas flanqueadoras (WEIR,
1992), gerando produtos que variam, geralmentee €10 e 300 pb (SCHUMM, 1997;
DOLINSKY & PEREIRA, 2007).

Estes marcadores sdo amplamente utilizados naiggenéendo Gteis ndo s6 na
construcdo de mapas genéticos (MURRAY al, 1994; CAVALLI-SFORZA 1996)
identificacdo genética (LINSt al, 1996) e estudos populacionais (GILL & EVETT, 389
como, também, para andlises de ligacdo (HUABIGAL, 1991; DOLINSKY & PEREIRA,
2007). Certas doencas neurodegenerativas, comofiighiotonica, e doenca de Huntington,
assim como, a Sindrome do X fragil é causada pelkgmnsdes, instaveis e anormais
(aumento excessivo), do numero de repeticdastahdem”, de trinucleotideos (WEBER &
WONG, 1993), situadas dentro, ou nas proximidades genes responsaveis por estas
doencas (ROSENBERG, 1996).

Os microssatélites estéo distribuidos em regiddgicantes de proteinas, regides nao
traduzidas (UTRs), e introns. Dados substancia&am que ndo somente as expansoes,
assim como, as contragfes em regides que codificateinas podem levar a um ganho ou
perda de funcéo do gene via mutaffameshiff podendo também assim liderar a mudanca na
producao de TNé (LI et al, 2004).

O gene TNF estd localizado dentro do CPH (Complexo Principdé
Histocompatibilidade) no cromossomo 6p21.3 no Hlgyidio de classe lll, a 250 Kb
centroméricoddHLA-B e 850Kb telomérico da classe || HLA-DR (HAMAGUCIdt al.,
2000) possui cerca de 12kb de comprimento condestiem dois genes arranjadosp “
tandem’, proximamente ligados, que codificam as citocpraénflamatérias TNFx e TNFf

(figura 1).
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Figura 1: Localizacdo cromossdmica do TNF

Alelos TNF sdo encontrados em forte desequilibedigacdo com alelos HLA de
classe | e Il, bem como outros alelos da mesmaaegiprovavelmente, defeitos regulatérios
ou estruturais nos gend@iNF podem contribuir para patogénese de doencas adascao
HLA (MAKHATADZE, 1998). Os genes ddNF possuem muitas regides polimoérficas,
incluindo regides de SNHSingle Nucleotide Polymorphidre STRsentre esta, estdo cinco
microssatélites, os quais suas sequéncias ja fokamtificadas, consistindo de repeticoas “
tandem” de dinucleotideos, os quais foram chamadosMiea, TNFb, TNFc, TNFd e TNFe
cada um com 14, 7, 2, 7, 4 alelos respectivameseodstrado na tabela 1 (UDALOVé&t
al., 1993; TSUKAMOTO, 1998).

Alguns estudos nos genes de citocinas mostraramdiyeesos polimorfismos em
regides reguladoras destes genes podem ser regpisng@la variabilidade na producéo
destas citocinas (WILSONet al., 1997; PRAVICA et al, 1999). A maioria destes
polimorfismos sdo do tipo SNPs localizados na megiéomotora e no proprio éxon em
regides intrénicas (microssatélites). O estudo fdagliéncias alélicas e genotipicas destes

polimorfismos Unicos de nucleotideos nos genesitdeirtas pode ser util em estudos com



populacdes saudaveis de diversas regides, estudssoeiacdo com doencas infecciosas e
autoimunes e estudos antropoldgicos (FRANCES&iHL, 2009).

O aumento da expressdo do TNF com consequentevobéserento de enfermidades
inflamatorias crénicas e autoimunes poderia seli@da pela presenca de polimorfismos em
seu gene, se tem sugerido que tanto a variabilidkde regibes promotoras, como a
participacdo de fatores de transcricdo associadodulariam a taxa de resposta secretora
desta citocina (PRAVICAL al, 1999).

Muitos polimorfismos identificados na regido prooratforam associados a regulacao
da transcricdo do TNF (WILSOBKt al,1997). SNPs localizados na posi¢céao -308 e -208 da
regido promotora dAa'NF tem sido comumente estudado, ambos os polimoriseém
caracterizados por substituicbes de uma guaningp@Guma adenina (A), que modifica o
sitio de transcricdo e afeta a taxa de transciiE®ROEGERet al, 1997; CAVALEIRO &
FONSECA, 2004) (Figura 2), que induz uma migraci@étraforética diferencial em gel de
poliacrilamida pela modificacdo da dupla hélice (POT et al, 1995). O polimorfismo na
posicdo -308 afeta a expressdo do gene onde alemA resulta no aumento ta taxa de
transcricédo ih vitro” (BOUMA et al, 1996; KUBASZEKet al, 2003; DITTIMAR et al,
2009). J4 o também raro alelo A na posicao -238 gelo associado com a reducao na
producdo de TNF (SHAWét al, 2001), sendo possivel uma forte interacdo entes ekis
marcadores (KROEGE® al, 2000).

Estudos de familias apresentaram uma heranca ded60fariabilidade na producéo
do TNF entre individuos podendo ser geneticamegtirmhinada. Esta citocina tem sido bem
caracterizada como uma das moléculas mais impegants respostas imunoldgicas,
inflamatadrias e fisiopatologicas. Estudos tém sidgeque os polimorfismos dos genBsFs
podem estar relacionados com a susceptibilidades®eteridade em varias doencas
inflamatorias e parasitarias (CAMPELO, 2007; VERWE007).
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Figura 2: Figura mostrando um Polimorfismo de nucletideos Unicos, uma substituicdo de base de
Adenina (A) pra Guaina (G).

Estudos realizados com o polimorfismo do gen@NBE demonstraram que a presenca
do alelo A TNF2 um SNP na posicdo—308 esta associada com a #b#ckgule a varias
enfermidades como: malaria cerebral, hanseniaseskaraniose tegumentar (McGUIRIE
al., 1994; CABRERAet al., 1995; ROYet al.,1997). Por outro lado um SNP na posi¢ao —
238, associado a diminuicdo da transcricdo do ®iNRa presenca do alelo mutante—238A
serve como elemento protetor em paciente comargimatoide (VERWEIJ, 2007), dengue
e HIV (HILL et al, 1996). Injecbes de TNF em lesdes infectada dts rdiminuiram o
tamanho da mesma, demonstrando assim ter uma anpftingdo em mediar a protecéo do
hospedeiro contra as leishmanioses (LIEWal, 1989). Estes dados demonstraram que a

variacao genética dentro tiri TNF é importante na susceptibilidade a doencas.

Determinar se uma variante polimoérfica € diretameasponsavel por um fendétipo ou
se esta associada a alguma doenca, torna-se difesido o gene em questédo esté situado na
regido CPH, devido ao forte desequilibrio de ligagétre os alelos de genes situados nessa
regido. Associacdes entre haplotipos CPH e fenstiidFo podem nado ser atribuidos ao
proprio TNFe, mas sim a variacbes presentes em genes ligadddNBa que direta ou
indiretamente regule sua expressao. Deste modpdartamte mostrar o efeito funcional direto
das variantes polimérficas nas posicbes -308 e ,-2#8a que possamos interpretar

corretamente os estudos de associacao relacioaadascadores TNE-



2. JUSTIFICATIVA

Uma das principais regides consideradas endémidsTddo estado da Bahia € o
Sudoeste, que juntamente com a regido Sul formamaior circuito de producdo de LT no
Estado (COSTA, 2005).

Dados do Centro de Referéncia de Doencas EndémRiegd da Silva
(CERDEPS/PIEJ-SESAB) mostraram que entre os and9€® e 2000 foram notificados
273 casos, sendo que (137) 50,2% eram procedeotdssiito de Florestal-Municipio de
Jequié (BA). Costa 1986 evidenciou durante um so@tonesma regido uma prevaléncia de
31,1% o que torna a localidade de Florestal uma deegrande importancia para o estudo da
doenca, por ser considerada uma area de riscondg®gu Ministério da Saude (MS) que
define como tal a regido que apresenta notificalgdiom ou mais casos de LT nos ultimos dez

anos e que mantém uma periodicidade na producéasds (MS, 2007).

Para definir estratégias e acbes de controle eepgdo para LT, devem ser
considerados tanto os aspectos epidemioldgicod@aapectos genéticos (SOSA-ESTARNI
al., 2001; BRASIL, 2007)Para a prevencao das doencas ndo devemos obsamemts a
exposicdo dos individuos a fatores ambientais, sims efeito reciproco da susceptibilidade
genética e esses fatores. Mesmo que o risco ilatiim determinado fator de risco seja alto,
devemos também considerar a existéncia de um aisituivel, onde nem toda a ocorréncia
de uma doenca, possa ser devido a uma exposicéoifesyy desta forma, do ponto de vista
clinico, se faz importante ter em mente o efeitoecfatores genéticos e ambientais na causa e
expressdo de uma doenca (GORDIS, 2004).

Nossa perspectiva é que com este estudo possatabsleser o perfil epidemiologico
da area de estudo, correlacionando os fatoresde ja bem estabelecidos na literatura com
os diferentes grupos de individuos infectados e imfiectados a partir de inquérito
epidemiolégico na populacao e caracterizar maresdorolecularesSNRSingle Nucleotide
Polymorphismh da regido promotora do TNE- que poderdo estar envolvidos na
susceptibilidade ou resisténcia da doenca LT nauoaade de Florestal-BA. A associacdo
de algumas doencas a variagfes genéticdscns TNF e nos STRs encontrados neste gene
indica uma necessidade de se avaliar as frequédeiadguns marcadores ai situados, nos

individuos susceptiveis e resistentes a infeccabgishmania spcom o objetivo de avaliar a



influéncia destes fatores nesta enfermidade. Aipelsassociacdo destes marcadores (SNPs)
do TNF com esta doenca tem grande importanciacalinpois poderd contribuir para
prevencao, tratamento promovendo novos alvos tetiapé e diagndstico mais efetivo. Além

de identificar subgrupos da populacdo com riscoesmiatio para a infeccao.



3. HIPOTESE

A hipotese de nosso estudo é que individuos irdestgorLeishmania sgenham
relato de maior contato a possiveis fatores d® mg®e favorecam uma maior exposicao ao
flebétomo, por conseguinte, maior taxa de infeqgdioLeishmania sge que cada subgrupo
da populacdo apresente diferentes frequénciasadéli genotipicas, entre os polimorfismos
na posicao -308 e -238 da regido promotoral Nié, podendo existir assim, uma possivel

associacao com a resisténcia ou susceptibilidaderca.



4. OBJETIVOS

4.1 Geral:

- Caracterizar alelos e gendtips do TNF que possa@r eslacionados com
susceptibilidade e resisténtiaishmania sp.
- Estabelecer a prevaléncia dos fatores de risco paussicdo da infeccao por

Leishmaniaexistente na comunidade.
4.2 Especificas
4.2.1 Primarios

- Estimar as frequéncias alélicas genotipicas raladias com susceptibilidade e
resisténcia deishmania sp
- Comparar as frequéncias dos alelos e genétipod\#fonbs individuos positivos

e negativos no exame sorologico ELISA;
4.2.2 Secundarios

- Estimar a prevaléncia da infeccao p@ishmania sggm uma comunidade rural
de area endémica da Bahia,

- Conhecer o perfil s6cio-econémico, cultural, e dgrafico da populacéo a ser
estudada,;

- Correlacionar a ocorréncia de infeccdo a variavaisbientais, sociais e

demograficas da populagao;



5. MATERIAL E METODOS

Este estudo é parte integrante de um projeto ncamrdenado por Dr. Jackson Costa,
pesquisador titular do Centro de Pesquisas Gond&bmiz-FIOCRUZ-BA, intitulado
“‘Relagédo Parasita-Hospedeiro na co-infecgdo HIVeishmania spe sua evolucdo para a
Leishmaniose Tegumentar” financiado pela Fundaggdmparo a Pesquisa do Estado da
Bahia (FAPESB) e PRONEX (CNPq e FAPESB).

5.1 Tipo de Estudo
Trata-se de um estudo descritivo, analitico, olzs@onal desenvolvido em duas etapas:

- 12 etapaestudo de corte transversal - foi conduzido unuéniip epidemioldgico e
imunoalérgico (anexo |[), através da aplicacdo destipnario socioecondémico,
demografico, e realizacdo dos exames imunologiobsdermorreacdo de Montenegro
(IDRM), e sorolégico (enzyme linked immunosorbassay/ELISA), que nos permitiu
calcular a prevaléncia da infeccdo pheishmania s possiveis fatores de risco para a

infeccdo da mesma;

- 22 etapaestudo analitico: foram avaliados os polimorfisngeséticos do lbci” do
TNF para comparar 3 subgrupos da populacéo, imfecténfectado/doente) e néo
infectado, a fim de se obter alguma associacace desti” com a susceptibilidade e

resisténcia a infeccdo pbeishmania sp.



5.2 Desenho do Estudo

Inquérito epidemioldgico, e imunoalérgico,
atraveés da aplicacao de questionario
socioecon6mico demogréafico e termo de
consentimento (TCLE)

~ N\

biologico

Coleta de material Aplicacéo da IDRM

RN ‘

Extracdo do DNA

ELISA Construgéo de um banco de
dados noEPIINFO for Windows

l

Selecao dos individuos
com menor grau de
parentesco para a
genotipagem

'

l

Analise estatstica; para exposicao i
possiveis fatores de risco: genético
e ambientais

\"2J

Padronizacao dos marcadores

I

Genotipagem dos marcadores

!

PCR/RFLP

l

Andlise estatistica, para susceptibilidade

geneética a infeccao poLeishmaniacom o uso

dos programaslaploview,

EPIINFO for Windows




5.3 Area do Estudo

ApoOs analise dos dados do Ministério da Saude (l8&gretaria de Saude da Bahia/
(SESAB) e do Centro de Referéncia em Doencas EmdémiPiraja da Silva
(CERDEPS/PIEJ)-SESAB/Bahia, identificou-se comaédeal para o desenvolvimento do
estudo a regido Sudoeste compreendendo o distritdodestal (Municipio de Jequié).

Distrito de Florestal - pertence ao municipio dgui& situado na zona da mata
Atlantica, apesar do evidente desmatamento queifgevisualizar a floresta tropical primaria
somente em poucas areas proximas as serras. Apreskima quente e Umido com
precipitacdo média de 1.200mm/ano, umidade relatiédia do ar de 78% e temperatura
oscilando entre 16 e 32, relevo acidentado.

Possui uma altitude que varia entre 600 a 800 meitona do nivel do mar, distante
30km da cidade de Jequié (sede do Municipio), seasa se da através da rodovia BR-330
com pavimentacdo asféltica. Interliga-se ainda aaicipio de Gandu pela BR-330/BR-101
até a cidade de Salvador/Bahia (Figura 3).
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Figura 3: Localizagdo geografica do municipio de i€, local onde foi desenvolvido o

estudo (fonte: http://www.a-bahia.com/diretorio/index.php?cat_id=528)

A populacao do distrito de Florestal, cuja colop&ateve inicio na década de 40, é
constituida em sua maioria de descendentes daras¢ portugueses e indigenas. De acordo

com o ultimo censo do IBG&mM 2000, o distrito possuia cerca de 6.907 habgadensidade



demografica de 32,9 hab/knsendo que 88,5% da populacéo reside na area(Ruedkitura
Municipal de Jequié, 2005).

A area rural € composta de “fazendas” com dist@ne@aiadas da sede do distrito,
limites imprecisos e acessos através de estradaterde As habitagBes localizam-se
geralmente em clareiras, sendo desprovidas, alguezas de agua encanades possuindo
luz elétrica. As atividades agricolas concentramae plantacdes de cacau, banana e outras
culturas de subsisténcias. O dificil acesso, eajmente nos periodos de chuva, a falta de
saneamento basico, e apenas um posto de saude tendimento meédico permanente,
constituem fatores que contribuem para que a npaide da populacdo residente na area rural

sofra as consequéncias da pobreza em que viveréBigLe 5).

O indice de analfabetismo é de 60% na populacéal. r&r sede do Distrito de
Florestal compde-se de uma rua principal e cines transversais. Possui fornecimento de
energia elétrica e agua encanada e tratada. No®wsiltinco anos, a média de pacientes com
a forma cutanea atendidos no CERDEPS/PIEJ procedenflorestal foi de 28 casos/ano,

enquanto que, para a forma mucosa foi <1 caso.

Figura 4:Aspecto de uma moradia encravada em clamg aberta na mata, ao

redor mostra relevo e vegetagdo encontrada na regidde Florestal (fonte:
Jackson Costa)



Figura 5: Aspecto do relevo e vegetacdo encontrada regido de Florestal (Distrito de Jequi€)

(fonte: Jackson Costa)

5.4 Sujeitos do Estudo:

Através das fichas dos pacientes que foram trataddBIEJ vindos de Florestal foi
feita uma pesquisa sobre a area de procedénciesdassim selecionamos aleatoriamente as
familias que se situavam nessas areas para parégipdo inquérito imunoalérgico. O
referente inquérito realizado no Distrito de Fltaksonstatou de 129 familias, perfazendo um
total de 480 individuos, onde visamos avaliar agdénciada infeccdo/doenca LT nesta area
e sua susceptibilidade genética.

Uma equipe formada por médicos, bidlogos, enfeamgiestudantes de graduacao e
agentes de saude, foram treinados e orientadogioamtente para a realizacdo dos
guestionarios, coleta de sangue e aplicacdo da IBRNA leitura, para isso varias viagens ao

campo foram necessérias para a realizacao desigritag

O instrumento utilizado na pesquisa foi um questian aplicado em forma de
entrevista, desenvolvido e validado no projeto mao qual faz parte, onde continham

informacgBes socioeconbmicas, preenchidos em alguisigas na regido de Florestal area em



que o estudo foi realizado (Anexol). Durante acagho dos questionéarios foi realizada a
coleta de sangue para extracdo do DNA e realizagd6LISA além da aplicacdo das IDRM
feitos na residéncia com a devida autorizacdo, anéeli assinatura do Termo de

Consentimento Livre Esclarecido (Anexo 2).

Durante a realizagéo do referido inquérito foraraliados diversas variaveis, dando-

se énfase aos aspectos sécio-demografiersla familiar, atividade exercida, escolaridade,

esgotamento, destino de dejetos e lixo, tipo dgaowo trabalho, presenca de animais e
reservatorios deeishmania spda_moradiatipo de cobertura das casas, niumero de cémodos,
tipo de piso, borrifacdo, uso de mosquiteiro) atfrperfil dos individuogidade, sexo, raca,

procedéncia) da aresstudada dos individuos incluidos no inquéritolizaado uma analise
dos dados coletados, buscando identificar possiatses associados a maior risco de

infecgéo peldeishmania smo distrito de Florestal.

Destes individuos que fizeram parte do inquérdoarh formados trés subgrupos.
O primeiro composto por individuos que informarantido a doenca anteriormente e
apresentaram ELISA(+), considerados infectados pagmhmania sp o segundo
subgrupo composto pelos individuos que apresent&hiBA(-) (controles), e o terceiro
subgrupo composto pelos individuos que apresent&fal®A(+), e ndo apresentaram
anteriormente a doenciodos os grupos de individuos sdo de uma mesmae dissram
a mesma chance de exposi¢cdo. Foram avaliados eissitores de risco (varidveis de
exposicao) a infeccado, e as frequéncias aléligenetipicas do gene ddNF-a, visando

analisar os diferentes polimorfismos apresentadedr@s grupos.
5.5 Critérios de incluséo

Foram incluidos no estudo individuos maiores deanmde idade, com mais de seis
meses de residéncia no local, que preencherameassi@uarios e concordaram em assinar o

TCLE para coleta do sangue e aplicacdo do IDRM.
5.6 Critérios de exclusao:

Foram excluidos individuos que ndo concordaram amticjpar do estudo e se
recusaram a assinar o TCLE, com menos de seis mesesidéncia no local estudado e que

pediram para ser retirado do estudo em qualquerentinda realizacdo do mesmo.



5.7 Coleta do Material Bioldgico

Para a coleta do sangue realizada no domiciliondoviduo foi formada uma
equipe capacitada para a funcao, estes estavandaosuwhe todo material necessario para
a execucdo do trabalho, como: seringas descartawudiss \acutainerscom EDTA,
algoddo embebido em alcool isopor com galeriasi@ ay#ficial, garrote, escalpeaixa
para descarte de materiais perfuro cortantes édials. Para a extracdo do DNA e
sorologia foi coletado 15ml de sangue de cada iddo; apds a assepsia do local, estes
sangues foram mantidos refrigerados no tubo dewdtanidentificado dentro de isopor
com gelo até serem rapidamente levados para oaldor do CERDEPS/PIEJ no
municipio de Jequi€, onde foram estocados até skremdlos ao Centro de Pesquisa
Goncalo Moniz-Fiocruz/CPqGM-FIOCRUZ, Bahia.

5.8 Avaliacdo para Exposi¢cédo ao Parasito

Para avaliar se os individuos foram infectados @ireishmania sprealizou-se
juntamente com o0s inquéritos, a IDRM, e posteriotemdoram feitos o teste soroldgico

ELISA para detectar anticorpos ah@ishmania.
5.9. Intradermorreagéao de Montenegro (IDRM)

A IDRM foi realizada em 215 (44,8%) individuos dé80 individuos selecionados
como amostra, devido o prazo para a leitura dasviDRplicadas ser de 48 a 72hs, Florestal
ser uma regido acidentada de dificil acesso, caascmuito distantes umas das outras, 0s
individuos estarem ausentes durante as leituratDdRigds por terem que sair para trabalhar
ou ir a feira na zona urbana, muitos resultadosID&Ms foram perdidas diminuindo o

tamanho amostral.

O antigeno utilizado foi preparado da seguinte fnanéormas promastigotas de
leishmanias foram lavadas duas vezes em soluca@ sampéao (pH 7,2), centrifugadas e
resuspensas em agua destilada e sonicadas (ciricolgeede um minuto a 20Kh a 4°C).
Amostras da suspensdo foram utilizadas para andeggdo do conteudo usando o
micrométodo de Kjeldahl (CUBAt al, 1986). A solugéo foi ajustada a concentracab ge
10° flagelados mortos contendo 30pg/mL, com salinaoléeta sendo estes antigenos
conservados a 4°C. Injetou-se com seringa do tipertculina 0,1mL da suspensdo de

antigeno de Montenegro via intradérmica, na fater@n do antebraco direito. O antigeno



utilizado foi proveniente do laboratério de Imun@sitologia/LIP do CPgGM/FIOCRUZ-
Bahia.

A leitura da reacédo foi efetuada com 48 a 72 hapEs o inoculo, utilizando régua
milimetrada; a interpretacdo baseou-se na areadigacdo apresentada, sendo adotados os
seguintes valores de referéncia: <bmm (= negati#d)nm (= positivo) (PESSOA &
PESTANA, 1941; CUBAet al, 1984).

5.10 Sorologia para Leishmania (Enzyme-Linked-Imosambant-Assay - ELISA )

A sorologia ELISA foi feita no Laboratério de Imyparasitologia (LIP) - CPqGM por
um profissional experiente na realizacdo do testel&gico para anticorpos anteishmania
sp. Realizando 343 sorologias pdesshmania sp.pois nem todos os individuos aceitaram

fazer a coleta de sangue.

Foram coletados 8 a 15ml de sangue em tubos tipoutainer” sem heparina,
deixando-se coagular a temperatura ambiente. Reade em seguida centrifugacdo da
amostra e separacdo do soro com pipetas do tipstélra de forma asséptica, sendo a
amostra colocada em tubos estéreis, identificadadatadas. Posteriormente, estes soros
foram mantidos a uma temperatura d€ €m refrigerador, para serem acondicionados em
caixas térmicas e transportados para o Laboradi@érimunoparasitologia (LIP) no Centro de
Pesquisa Gongalo Moniz-Fiocruz/Ba onde foram suitioe@ técnica de ELISA, que consta

das seguintes etapas:

Preparacao do antigeno - cepd.damazonensifi cultivada em meio LIT (infusdo
de figado e triptose) com 10% de soro bovino feRalasitas foram recuperados na fase
logaritmica, ap0s trés lavagens com tampao fogfaBS) pH 7,0 a 4°C por 10 minutos,
foram ajustados a uma concentracdo de bykdasitas/ml para preparacdo de antigeno.
Parasitas foram lisados em agua destilada est#ril® ciclos de congelamento (nitrogénio
liguido) e descongelamento rapido. O material fotde centrifugado a 16.000xg em
centrifuga (Eppendorf 5402) por 20 minutos a 4°GoBrenadante (solucdo antigénica) sera
estocado em pequenas aliquotas, e a sua concenpratéica verificada utilizando o método
de LOWRYet al, (1951).

Diluicdo do soro: Em placas de microtitulacdo camdb redondo foram preparadas

as diluicdbes do soro, adicionando-se 10uL de PBS7pHcontendo 0,005% Tween 20



(PBS/Tween). Em seguida, transferiu-se 20uL deshaicdio de soro para a placa
sensibilizada com o antigeno, a qual j& ir4 caBdgrl, ficando uma diluigéo final de 1:100.

Reacado: Placas de microtitulacdo (NUNC-Intermedyndsrk) foram sensibilizadas
com antigeno dé&. Lamazonensisa concentracdo de 10uL/mL (0,1mL/poco ) em tampéo
carbonato-bicarbonato pH 9,6 incubadas duranteta aci°C. Antes do inicio da reagéo, as
placas serdo lavadas 3 vezes co PBS Tween e irazibath soros diluidos a 1:100 por uma
hora a temperatura ambiente. Apds lavagem da @ewaibilizada, colocou-se 150uL de
solucéo de bloqueio em cada poco e deixar de hads na estufa a 3Z. Apds a lavagem
com PBS Tween como descrito acima foi adicionadomugado anti-lgG humano (cadeia
gama especifico) ligado a fosfatase alcalina (Sigihamical Company). Novamente apés
esta incubacao, as placas foram lavadas e adi@sridiDuL/poco de substrato. O substrato
utilizado foi o p-nitrofenilfosfato dissédico (SIGM, diluido em tampéo carbonato-
bicarbonato pH 9,6 com 1mL de MgQia concentracdo de 1mg/mL. Apos 20 minutos a
temperatura ambiente, estando os controles positom uma coloracdo esverdeada, a reacao
sera interrompida com a adicdo de NaOH a 3M. Aureifoi realizada em espectrofotdmetro
multicanal para leitura de placas de microtitulagé@mn filtro 405mm (Titesk-multican

Spectrophotomater Flow-Laboratories Ayreshire Sowt).

O resultado foi expresso em absorbancia e as dffasedas amostras que foram
analisadas devem ser consideradas ao se expressamesultados, mas independentemente
do método escolhido para relata-los, foi necesstatierminar o limite de reatividade ou “cut-
off”. Valores acima do limiar de reatividade eraomsiderados positivos.

5.11. Marcadores e Individuos Selecionados paréisen@enética:

As analises genéticas foram realizadas no labdvatie parasitologia e extenséo
(LAPEX) —CPgGM por um profissional com experiéno@s técnicas genéticas realizadas

neste trabalho.

Foram utilizados marcadores (SNPs) localizados asac@o -238 e —308 da regiao
promotora do TNFRs localizados dentro do CPH (Complexo Principal de
Histocompatibilidade). Para o estudo destes mareadimram selecionados os individuos
com menor grau de parentesco para evitar que detatm gendtipo e/ou alelo sejam

privilegiados.



Estes marcadores que estédo localizados na po§iQ8ce -238 na regido promotora
do TNF, possuem respectivamente 107 e 165 parbass (tabela 1), ambos possuem um
sitio de restricao artificial produzido pelmsmersdurante a amplificacdo dessas regides, para

a atuacao das enzimidsol e Bam-HI (tabela 1)

Tabela 1: Caracteristicas dos SNPs da regido pronwa do TNF
nas posi¢cdes -308 e -238

TNF -308 -238
Tamanho (pb) 107 165
Enzima de restricao Ncol Bam-HI

A enzimaNCol reconhece a sequéncia C*CATGG (alelo G) do TNF &8ando o
fragmento em 87 e 20 pb. No caso do alelo A ndlod¢s de restricdo e no gel o fragmento
migra mais lentamente porque tem 107 pb. Ja a enBam-HI reconhece a sequéncia
G*GATCC (alelo G) do TNF-238 fragmentando a seqiggdo gene em 142 e 23pb.

5.12 Extracdo de DNA

O sangue coletado foi levado ao Centro de Refea&mi Doencas Endémicas Piraja
da Silva—CERDEPS-SESAB/Bahia, onde foi adicionaddSD (dimetilsulféxido) para
conservar, antes de ser guardado no freezer, @ostente tal material, foi levado para o
Centro de Pesquisa Goncalo Moniz em caixas de lisppoa a extracdo do DNA gendémico
das células mononucleares a partir do protocoltralemento com proteinase K e extracao
com Fenol-Cloroférmio-Alcool Isoamilico.

Lavagem para a obtencao do pelet (DNA): cerca de @msangue foi colocado em
um tubo Falcon devidamente identificados de 50mdbi, dompletado com salina e
centrifugado por 1.000 rpm /10’, a salina foi detwda, e iniciou-se a lise das heméacias com
20mL de PBS (Phosphate Buffered Saline) 0,1X. Lagos foi adicionado 2,0mL de PBS
10X para bloquear a lise, e foi centrifugado p@0Qrpm/10’. O sobrenadante foi descartado,

e a lise foi repetida por mais trés vezes.



O pelet foi ressuspenso em 250uL de TEN (10-10}0¢lfsle foi adicionado 7,4uL de
SDS 20%, 10uL de proteinase K (10mg/mL) e incuka@6°C por 2h ou 37°C over night. A
solucéo foi colocada em um tubo de eppendorf dell,.3ambém identificado, onde foi
adicionado 250uL de TEN (10-10-0,65), 250uL de ketmroformio-alcool isoamilico, que
foi vigorosamente agitada, antes de ser centrilugadl10.000/10'. A fase aquosa foi
recuperada em outro tubo de eppendorf de 1.5mle tmatompletado com etanol absoluto e
levado ao freezer a -70°C por 2h ou a -20°C owgintmpara precipitar. Depois da fase de
precipitacdo o pellet foi centrifugado por 10.0006/p0’, o etanol foi descartado e adicionou-
se ao tubo 1mL de etanol 70%. O pellet foi novamesintrifugado por 10.000rpm/10’e o
etanol descartado, o pellet ficou secando na banaates de ser ressuspenso em 50uL de

agua para PCR.

-Preparacao do TEN (10-10-0,15): foi adicionadowemtubo Falcon de 50mL, 200
uL de Tris-Base (1,5M pH7,5), 3mL de EDTA (100mM&#6), 0,262g NaCl e completado

com 30mL de agua pirogénica.

-Preparacao do TEN (10-10-0,65): foi adicionadowemtubo Falcon de 50mL, 200
uL de Tris-Base (1,5M pH7,5), 3mL de EDTA (100mM&#), 1,13g NaCl e completado

com 30mL de agua pirogénica.

5.13 Amplificagdes dos segmentos de DNA

Para a regiao promotora do TéNfei utilizado PCR (Polimerase Chain Reaction)
seguido de digestao por endonucleases de res{R€IR-RFLP).A localizacdo
cromossOmica, bem como as sequéncias iniciadoeafoam usadas para amplificar os

segmentos de DNA de cadaci” estdo na Tabela 2.

Tabela 2: Sequiéncias iniciadoras usadas para amptiar o segmento de DNA para cadal6ci”

Loci Localizagdo Sequéncias iniciadoras Referéncia
Cromossomic bibliografica:
5’ AGGATACCCCTCACACTCCCCATC D'Alfonso &
TNF-238 6p21.3 o
3'’AAACAGACCACAGACCTGGTC3’ Richiardi 1993
5AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT 3
TNF-308 6p21.3 Wilson 1986

5TCCTCCCTGCTCCGATTCCG3




Os ensaios de PCR foram realizados utilizando-s& mistura de reacéo constituida

por:

. 18,2ul de 4gua para PCR,;

. 3,0Qul de tampéo 10X (Tris-HCI 200 M pH 8,4 e KCI 500 mfdrnecido com a enzima;

.1,5ul MgCl,

. 0,25l de solucao de dNTP;

. 0,5ul de cada iniciador, especifico para chmtals

. 0,3 U da enzimaag DNA polimerase.

O volume de cada um dos componentes, utilizadaosistra de reacdo da PCR, foi
multiplicado pelo nimero de amostras a serem agds e misturados em tubos de 1,5mL

para garantir a homogeneidade das reacdes.

Uma aliguota de 100 ng de cada amostra do DNA gendestocado foi distribuida
em microtubos de 2@0 devidamente identificados, o termociclador T@@0Techne
(Barloworld Scientific, USA) foi previamente aqudgi a 94°C antes de se colocar os
microtubos contendo a mistura da PCR que foram iatedente submetidos ao programa
correspondente docusa ser analisado. Em todas as analises, forarmaatds como controle

negativo um tubo com agua para PCR no lugar do DNA.

5.14 Programas Utilizados

Para os SNPs da regido promotora foram utilizados@smos programas:

94°C- 3'para aquecimento do termociclador
94°C- 30"para desnaturacéo das fitas do DNA
55°C-30” para anelamento dpamers

72°C- 1’ para extensao das fitas

72°C- 7" para extensao final



5.15 Ensaio de PCR-RFLP

Os produtos amplificados dos SNPs na posicdo —23808 da regido promotora
resultaram em tamanhos de fragmentos de 165pb @b I@gpectivamente estes fragmentos
no alelo normal contem um sitio polimérfico, o g#o reconhecidos pela enzima de
restricdo BamrH1(TNF-238) eNcol (TNF-308). Ambos marcadores foram submetidos ao

mesmo protocolo para restricao:

10ul da PCR

2ul de buffer de clivagem (10X), fornecido com a emai
0,5ul (10U) da enzima de restricao bevitrogen

7,5 de agua para PCR

Os microtubos que contendo o produto da PCR eug&wlde clivagem (produto da
PCR, tampdo para enzima, enzima de restricdo éispepiara cada fragmento e agua
deionizada autoclavada) foram colocados em banhi@ma&@7C, por um periodo de quatro
horas, para que os segmentos contendo os sitiestligdo fossem clivados e submetidos a

separacao eletroforética.
5.16 Separacéo Eletroforética

Apos a amplificacdo pela PCR os fragmentos forabmstidos a eletroforese em gel

nao-desnaturante de poliacrilamida a 6% pra vizagho das bandas.

O gel de poliacrilamida a 6% foi preparado em urnokiBe onde foi adicionado 20mL
de acrilamida a 30%, 20mL de TBE 5x, 59mL de agiragpnica, juntamente com o0s
catalizadores da reacao de polimerizacao do géfiEHE20uL e persulfato de potassio (PSA)
10Qul em que foram adicionados a mistura do gel intadiante antes de verter a mistura
entre as placas de vidro separadas por espacguastisos, um pente foi colocado na borda
superior das placas formando pocos no gel. Apadimerizacdo do gel o pente foi retirado e
0s pocos foram lavados com TBE 1x onde posterioienienam aplicadaspl. de amostras de
DNA amplificado juntamente compB de azul de bromofenol. O gel polimerizado foi
montado em cuba de eletroforese vertical conteanhpd@o TBE 1x e presas com auxilio dos
prendedores plasticos. Esta cuba foi conectadaaafamte de voltagem (100V), durante 1:00h

para os dois marcadores. Os produtos amplificaddados pela enzima de restricdo foram



submetidos a um gel desnaturante de poliacrilamid@%, onde a corrida para estexci”
durou 1:30h na mesma voltagem. Foram aplicados no gelL a solucdo de clivagem

somados a}8. de azul de bromofenol.

O gel de poliacrilamida a 10% foi preparado em woker onde foi adicionado 33mL
de acrilamida a 30%, 20mL de TBE 5X, 46mL de agiraggnica, juntamente com 0s

catalizadores da reacdo de polimerizacdo do géV|EIE 20ul e persulfato de potéassio (PSA)

100ul.
5.17 Visualizacéo das Bandas

A visualizacdo das bandas foi possivel com a cgéargpor Brometo de Etidio que
segue as seguintes etapas: primeiramente o géd@&do em uma vasilha contendo Brometo
de Etidio onde fica por alguns minutos para que ssintercale nas bases do DNA, logo apés
este gel é colocado em outra vasilha contendo pgum retirada do excesso de brometo e
colocado sob exposicao da luz ultravioleta em utodimcumentador para ser visualizado e
fotografado. Verificou se a especificidade e a igadle da amplificacdo através da

comparacao com um marcador de peso molecular (149@gb).

Os fragmentos amplificados e digeridos pelas ermipaa cada loci podem ser

visualizados nas figuras abaixo

TNF-308

Figura 6: Visualizacdo dos fragmentos amplificadogara o locus da regido promotora do TNF nas
posicdes -308 e -238 respectivamente. Gel de pailamida a 6% corado com brometo de etideo. MP-

marcador de peso molecular de 100pb



MP MP

R

TNF-238

Figura 7: Visualizacdo dos fragmentos de restricapara o locus da regido promotora do TNF nas posi¢ée
-308 e -238 respectivamente. . Gel de poliacrilan@ich 10% corado com brometo de etideo. MP- marcador
de peso molecular de 100pb.



6.0 ANALISE ESTATISTICA:

A anadlise de possiveis fatores associados ao diséofeccéo pelaeishmania spfoi
realizado a partir dos dados obtidos através deag@lo dos questionarios, e da aplicacao das
IDRM e a sorologia (ELISA), onde foi construido unanco de dados rlePIINFO2000 for
Windows.Para a analise descritiva, foram usadas as fre@#nelativas e absolutas das
caracteristicas socio-demograficas (renda familattyidade que exerce, escolaridade,
esgotamento, destino de dejetos, e lixo, tipo dpaono trabalho, presenca de animais e
reservatorios dd.eishmania sp de moradia (tipo de cobertura das casas, nurdero
cobmodos, tipo de piso, borrifagdo, uso de mosqaijtee perfil dos individuos (idade, sexo,

raca, procedéncia).

Para analise dos polimorfismos genéticos foramdabtias freqiiéncias genotipicas
por contagem direta dos genotipos visualizadosfotagrafias dos géis. Apés a contagem
direta foi realizado um banco de dados no progré@maepop (RAYMOND & ROUSSET,
1995) para a analise de populacéo, onde foi vadéica aderéncia ao equilibrio de Hardy-
Weinberg e diferenciacdo genética entre os grupsie teste estatistico é utilizado para
determinar se existe diferenca entre as populaggaparadas par a par, onde a hipotese nula

(Ho) testada é de que a distribuicdo alélica olaskeré idéntica entre as populagdes.



7.0 ASPECTOS ETICOS:

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de HimaPesquisa do Centro de
pesquisa Gongalo Moniz, parecer n°® 79/2005- CERBBFEIOCRUZ. Os individuos foram
informados sobre o estudo, onde puderam concomndardo em participar do mesmo, 0s
exames realizados foram de baixo poder invasivm, gouco risco aos participantes. Os que
concordaram em participar assinaram o termo de eotingento livre e esclarecido,
participando assim do estudo epidemioldgico e deadares genéticos na susceptibilidade a
infeccdo porLeishmaniae desenvolvimento da leishmaniose (doenca). Faingdo a todos
0s participantes acompanhamento caso houvesse plopllema decorrente do estudo



8.0 RESULTADOS

Das 129 familias que participaram do inquérito, (8046%) dos chefes de familias
pertenciam ao sexo masculino e possuiam como adigigrincipal o trabalho no campo
86(66,0%), com uma média de 51 anos de idade, armpaite destas familias 81(69,8 %)

recebia menos que um salario minimo por més (t&)ela

Tabela 3: Freqiiéncia das variaveis sociais dos (n29) chefes de familia da comunidade rural de Florés,
Municipio de Jequié, Bahia.

Caracteristicas Frequéncia absoluta FreqUéncia retava
Sexo

Masculino 104 80,6
Feminino 25 19,4
Idade (n=128)

13a24 5 3,9
25 a 50 61 47,7
51a70 43 33,6
71a90 19 14,8
Atividade principal

Rural 86 66,0
Domeéstica 15 11,6
Aposentado 22 17,1
Comerciante 02 1,6
Servigos gerais 04 3,7
Renda(n=116)

< 1 salario minimo 81 69,8
1 a 2 salarios minimos 27 23,3
2 a 4 salarios minimos 03 2,6
> 5 salarios 02 1,7
ni* 03 2,6

* ndao informaram

A analise das varidveis que se refere as condig@esoradia mostra que 84(66,7%)
das residéncias eram construidas de alvenariaidseda adobe 36(28,6%), quase todas as
casas eram cobertas por telhas 107(90,7) e comdeisumento 64(50,4%), ou ceramica
55(43,3%). Pouco mais que a metade das moradizs ¢immo fonte de agua a rede publica
70(54,3%), seguida de rio e riacho 45(34,8%). Aomiaidas casas 105(81,4%), também tinha

energia elétrica (tabela 4).



Tabela 4: Freqiiéncia das variaveis relacionadas apadrdo de moradia das familias (n=129) na
comunidade rural Florestal, Municipio de Jequié, Baia.

Caracteristicas Freguéncia absoluta Frequéncia retva
Tipo (n=126)

Alvenarias 84 66,6
Taipa 04 3,2
Adobe 36 28,6
N&o rebocada 02 1,6
Piso(n=126)

Ceramica 55 43,3
Cimento 64 50,4
Chéo batido 08 6,3
Tipo cobertura

Telha 117 90,7
Palha 06 4,7
Outros 04 3,0
ni’ 02 1,6
Energia elétrica

Sim 105 81,4
N&o 24 18,6
Origem da agua

Rede publica 70 54,3
Poco comum 13 10,1
Rio, riacho 45 34,8
Chafariz 01 0,8

*ni — nao informaram

Com relacdo as variaveis associadas aos habitosnatadia, observamos que
71(55,0%) dos moradores queimavam seus lixos, maglto percentual 47(36,4%) lancava
estes no terreno préximo a sua casa, como motibek 5.

Cerca de 91(70,5%) familias, cria em sua residéxgiam tipo de animal doméstico,
sendo que 58(62,4%) referiram criar mais de umdpanimal em sua residéncia. Apesar de
102(79%) das familias queixarem-se de presencaogguitos no domicilio, apenas 18(14%)

destas familias tinham o habito de usar repeleh@® &£8%) mosquiteiros (tabela 5).



Tabela 5: Frequéncia das variaveis relacionadas ababito de moradia das familias (n=129) na

comunidade rural Florestal, Municipio de Jequié, Baia.

Caracteristicas

Frequéncia absoluta

Frequéncia retava

Destino dos dejetos

Rede de esgoto
Fossa séptica
Fossa negra
Vala

Outros

ni

Destino do lixo
Carro da prefeitura
Terreno baldio
Queimado

Mais que uma opcéao

Outros

Animais domésticos

Sim
Nao
ni*

02
18
09
40
54
06

03
47
71

05
03

91
36
02

Espécie de animal domésticm=93)

Céo
Gato
Galinha
Outros

Mais que uma opcéao

Presenca de mosquitos

Sim
Nao
ni*

Uso de repelentes
Sim

N&o

ni*

Uso de mosqueteiros

Sim
Nao

22

7

4

2
58

102
16
11

18
110
01

10
119

1,6
14,0
7,0
31,0
41,0
4,5

1,6
36,4
55,0

3,9

3,1

70,5
27,9
1,6

23,6
7,5
4,3
2,2
62,4

79
12,4
8,6

14,0
85,3
0,8

7,8
92,2

* ni — ndo informaram

As analises das variaveis relacionadas ao ambism®nstraram que 91(70,5%) dos

domicilios se situavam préximo as matas, rios,i@&é@o de galinhas. Foi observado ainda,



que em 100(77,5%) domicilios, havia descricdo deerdos tipos de animais nos seus
arredores. (tabela 6).

Tabela 6: Frequéncia das variaveis relacionadas aambiente peri-domiciliar das familias (n=129) da
comunidade rural de Florestal, Municipio de JequiéBahia.

Caracteristicas Frequéncia absoluta FreqUéncia retava
Animais nas imediacbes

Céo 15 11,6
Gato 03 2,3
Sarigué 01 0,8
Mais que uma opcéo 100 77,5
*ni 10 7,8
Residéncia proxima

Rio ou lago 24 18,6
Mata 13 10,1
Criacéo de galinhas 01 0,8
Mais que uma opc¢ao 91 70,5

*ni — ndo informaram
Estudo Epidemioldgico:

No que diz respeito a associacao das variaveisioadas ao padrédo familiar com a
infeccdo por LT, observamos que aqueles domiciliogual ndo havia agua encanada,
propiciando com que seus moradores a buscassemosne IPo¢os, apresentaram maior
prevaléncia a infec¢do 1,9 e 2,0 vezes mais, réspeente, quando comparado a individuos
residentes em domicilios em que havia agua encaoadasignificancia estatistica de 0,02
(tabela 7). Apesar de néo ter sido estatisticansgteficante as casas que eram cobertas de
palha, com construcgéo tipo taipa ou adobe, chdddyaugeriram uma maior prevaléncia a
infeccdo poiLeishmania spcom prevaléncia de 2,1; 1,6 e 1,2.

Tabela 7: Andlise da associacao entre as variaveaacionadas ao padrdo de moradia das familias (n29)
e a LT na comunidade de Florestal, Municipio de Jagé, Bahia.

IDRM
Variaveis Sim(n=39) Nao (n=89) RazaoA _ dep-valor
prevaléncia
Origem da agua n° % n° %
(n=128) 0,02
Rede publica 16 22,9 54 77,1 Referéncia
Poco comum 06 46,2 07 53,8 2,0
Rio, riacho 20 44,4 23 55,6 1,9
Tipo (n=126) n° % n° % 0,42

Alvenaria 26 31,0 58 69,0 Referéncia



Tabela 7:Andlise da associacdo entre as variaveis relacioreglao padrdo de moradia das familias (n=129)
e a LT na comunidade de Florestal, Municipio de Jagé, Bahia (Continuacao).

Historico de LT na residéncia

Variaveis Sim Nao Razéao dep-valor
prevaléncia

Tipo (n=126) n° % n° %

Taipa/Adobe 16 38,0 26 62,0 1,2

Piso(n=127) 0,56

Ceramica 17 30,9 38 69,1 Referéncia

Cimento 21 32,8 43 67,2 1,1

Chao batido 04 50,0 04 50,0 1,6

Cobertura (n=127) 0,07

Telha 37 31,6 80 68,4 Referéncia

Palha 04 66,7 02 33,3 2,1

Das 41 familias que apresentaram algum individuoresadéncia infectado por
Leishmania spsegundo o IDRM, 21 (51,2%) tinham como habitoajoixo no terreno
baldio, j& os que queimavam, tiveram uma menorghéecia a infec¢cdo, quando comparados
aos que jogavam lixo no terreno ou aos que queimavdogavam no terreno baldio (mais
que uma opc¢ao), sugerindo ser um fator de proted@olo este nao significativo
estatisticamente. Quanto ao destino dos dejetoglag)familias cujo dejetos eram lancados
em fossas negras ou valas apresentaram uma mai@lgncia a infeccdo 1,2 vezes mais,
este resultado ndo foi estatisticamente significatiApesar de também n&o ter sido
significante estatisticamente, as casas que tiveedato de presenca de animais domeésticos
apresentaram 1,1 x maior prevaléncia a infeccaodoseue esta prevaléncia aumentava
guando as familias relavam ter mais que uma esgé@aimal doméstico no domicilio (3,2x)

0 que sugerem ser um fator de risco para a do¢aigaig8).

Tabela 8: Andlise da associacao entre as variaveaacionadas ao padrdo de moradia das familias (n29)
e a LT em comunidade rural de Florestal, Municipiade Jequié, Bahia.

Histérico de LT na residéncia

Variaveis Sim Nao Razdo de
~ . p-valor

prevaléncia
Destino do lixo(n=123) n° % n° % 0,06
Terreno baldio 15 31,9 32 68,1 Referéncia
Queimado 20 28,2 51 71,8 0,9
Mais de uma opcéo 03 60,0 02 40,0 1,9
Destino dos dejetos 0,35
Fossa séptica 05 25,0 15 75,0 Referéncia

Fossa negra/ Vala 15 30,6 34 69,4 1,2




Tabela 8: Analise da associagdo entre as variaveeacionadas ao padrao de moradia das familias eld
em comunidade rural de Florestal, Municipio de Jeqi¢, Bahia (continuacéo).

Histérico de LT na residéncia

Variaveis Sim Nao Razao de
~ . p-valor
prevaléncia
Destino dosn® % n° %
dejetos(n=123)
Outros 22 40,7 32 59,3 1,6
Possui animais domésticos 0,87
Nao 12 31,5 26 68,5 Referéncia
Sim 30 33,1 61 66,9 1,1
Espécie de animal domésticn=98) 0,09
Gato 01 12,5 07 87,5 Referéncia
Cao 06 26,1 17 73,9 2,0
Galinha 01 25,0 03 75,0 2,0
Mais de uma opgao 25 39,7 38 60,3 3,2
Uso mosqueteirqn=57) 0,001
Sim 03 30,0 07 70,0 Referéncia
Nao 39 32,8 08 67,2 3,19

No que diz respeito ao ambiente peri-domiciliar aofac¢cdo, quando comparamos as
casas proximas somente a matas, com casas prosonaante a rios, observamos uma
prevaléncia maior da infeccdo nas familias em quzerssidéncia estava proximo a mata,
dado este nao significativo copavalor = 0,84, mas que sugere que residéncias proximas a

matas tenha uma prevaléncia maior a infeccao.

Tabela 9: Andlise da associacdo entre as variaveis relacioreslao ambiente peri-domiciliar das

familias (n=129) e a LT, em comunidades rurais doistrito de Florestal, Municipio de Jequié, Bahia.

Histoérico de LT na residéncia

Variaveis Sim N&o Razéo de
. p-valor
prevaléncia
1 1 (o] 0, o 0
Anlm_als~ nas n %0 n ) 0.67
imediacdes
Cao 04 26,7 11 73,3 Referéncia
Gato 02 50,0 02 50,0 1,9
Mais de uma opgcdo 32 32,0 68 68,0 1,2
Residéncia proxima 0,84
Rio ou lago 07 29,2 17 70,8 Referéncia
Mata 05 38,5 08 61,5 1,3

Mais de uma opgdo 30 32,6 62 51,6 1,2




Como esperado, as tabelas 10 e 11 demonstram zém da prevaléncia maior em
quem ja tinha histérico de LT, com 79%, e 67% respamente de reducdo em quem nao

teve historico, p&,005

Dos testes intradérmicos de Montenegro possiveisatelidos, 215(44,8%) da
amostra, 62(28,9%) foram positivas, e 36(58,8%)tiv@pam histérico de LT (tabela 10).

Tabela 10: Individuos que relataram ter tido LT pregressa, e que realizaram o teste intradérmico de
Montenegro (IDRM), na area rural de Florestal, Municipio de Jequié, Bahia (n=215)

IDRM
Positivo Negativo Razdo de
~ . p-valor
prevaléncia
Historia de LT n° % n° % 0,000
N&o 36 19,5 149 80,5 Referéncia
Sim 26 92,9 2 7,1 4,8
Total 62 100 153 100

Com relacdo ao exame Elisa realizado, 343(71,5%)wsstra total, 94(27,4%) foram
positivas, tendo assim uma prevaléncia de 27,4%tesléndividuos infectatos pbeishmania
sp. conforme o resultado do Elisa, 67(71,2%) né&o tivetastoria pregressa de LT (tabela
11).

Tabela 11: Individuos que relataram ter tido LT pregressa, e que realizaram o teste ELISA, na area raf
de Florestal, Municipio de Jequié, Bahia (n=343)

ELISA
L, Positivo Negativo Razao dep-valor
Variavel prevaléncia
n° % n° %
Historia de LT 0,000
N&o 67 22,2 235 77,8 Referéncia
Sim 27 658 14 342 3,0
Total 94 100 249 100

A tabela 12 mostra que do total de individuos gaerdm parte do inquérito,
271(56,7%) pertencem ao sexo masculino, faixa eetdg 25 a 50 anos 154(32,3%).
Corroborando com o perfil rural da regido 164(34,ieram como funcdo principal o

trabalho rural.



Tabela 12: Freqliéncia das variaveis sociais e lalms de cada individuo da comunidade rural de
Florestal, Municipio de Jequié, Bahia (n=480)

Caracteristicas Frequéncia absoluta FreqUéncia retava
Sexo

Masculino 271 56,7
Feminino 209 43,3
Idade

00al2 108 22,8
13a24 115 24,1
25a50 154 32,3
51a70 66 13,7
71a90 35 7,2
Ocupacéo

Aposentado 32 6,8
Dona de casa 82 17,2
Escolar 116 24,3
Lavrador 164 34,1
Outros 14 2,6

ni * 72 15,0

*ni — ndo informaram

No que se refere a faixa etaria e a IDRM, os imllivs situados entre 61 a 90 anos
apresentaram maior frequéncia de IDRM(+) (51,9%)n&or prevaléncia da infeccéo,
seguidos dos 50 a 60 anos de idade que apresent,dver tabela 13. O sexo masculino
teve 1.1 vezes maior prevaléncia que o femininoémondo mostrou diferenca significante
(0,73). Cerca de 34,1% dos individuos estudadesratin como funcao principal o trabalho
rural (tabela 12). Quando associado com a IDRM rebsese que dos individuos que

trabalhavam no campo 30(47,6%) ja haviam sido iatkxs poil_eishmania sp(tabela 13).

Tabela 13: Associacdo entre sexo, idade, e atividamlaborais com o teste intradermico de Montenegro
(IDRM) em comunidades rurais do Distrito de Floresal, Municipio de Jequié, Bahia.

IDRM
Variaveis Positivo Negativo Razédo de
~ . p-valor
prevaléncia
Sexo ne % ne % 0,730
Feminino 30 28,0 77 72,0 Referéncia
Masculino 32 30,2 74 69,8 1,1
Idade 0,000
00 a 05 01 4,2 23 9,8 Referéncia
6al9 11 18,6 48 81,4 4.4
20 a 49 09 19,6 38 80,9 4,7
50 a 60 27 47,4 30 52,6 11,2

61 a90 14 51,9 13 48,1 12,4




Tabela 13: Associacdo entre sexo, idade, e atividegdlaborais com o teste intradermico de Montenegro
(IDRM) em comunidades rurais do Distrito de Floresal, Municipio de Jequié, Bahia (Continuacgao).

IDRM
Variaveis Positivo Negativo Razdo de
~ . p-valor
prevaléncia
Ocupacao n° % n° % 0,004
Escolar 09 15,5 49 84,5 Referéncia
Lavrador 30 47,6 33 52,4 3,1
Aposentado 03 33,3 06 66,7 2,1
Domeéstica 16 34,0 31 66,0 2,2
Outros 01 14,3 06 85,7 0,9

A tabela 14 nos mostra também uma reducéo na tez&oro prevaléncia para o sexo
feminino, mas sem significancia estatistice=0,20), os individuos mais velhos e
trabalhadores rurais tiveram uma maior prevalércimfeccdo porLeishmania spcom
significancia estatistica semelhantes, corroboracmim a tabela 13 no que se refere a

associacdo com a IDRM.

Tabela 14: Associacdo entre sexo, idade, e atividellaborais com ELISA em individuos estudados no
distrito de Florestal, Municipio de Jequié, Bahia.

ELISA
Variaveis Positivo Negativo Razédo de
~ . p-valor
prevaléncia
Sexo n° % ne % 0,200
Feminino 39 24,4 121 75,6 Referéncia
Masculino 55 29,4 132 70,6 1,2
Idade 0,001
00 a05 02 7,7 24 92,3 Referéncia
6al9 07 7,8 83 92,2 1,0
20 a 49 46 31,9 98 68,1 4,1
50a60 16 44,6 20 55,6 5,8
61 a 90 23 45,1 28 54,9 5,9
Ocupacéo 0,001
Escolar 08 10,3 70 89,7 Referéncia
Lavrador 49 41,2 70 58,8 4,0
Aposentado 10 35,7 18 64,3 3,5
Domestica 21 31,3 46 68,7 3,0
Outros 01 10,0 09 90,0 0,97

Através das frequéncias genotipicas observadasagl® um dos locos analisados,
apresentado na tabela abaixo (tabela 15), foiivadd se a populagcdo encontra se em
equilibrio de Hardy-Weinberg, onde a HO testada& @s acasalamentos estdo ocorrendo ao
acaso. O loco TNF-308 mostrou estar em equilibeoHhardy-Weinberg p= 0,464) ao



contrario do loco TNF-238, que demonstrou uma defda na freqléncia de heterozigotos
para esta regido, podendo também ser visto naatdbelNesta tabela ainda observa-se que
nao existiu diferenca entre os trés grupos infedabentes, infectados/ndo doentes e nao
infectados para os locos TNF -238 e TNF-308 gawalor=0,45 e 0,90Desta forma estas

duas regides ndo mostraram ter valor para a inbgogé_eishmania sp

Tabela 15: Frequéncia relativa dos heterozigotos sbrvados (Ho) e esperados (He) para os diferentes
locos a fim de verificar se estdo em equilibrio ddardy- Weinberg (HW)

TNF Ho' He’ HWpval
-308 0,267 0,243 0,4639
-208 0,028 0,054 0,0050

1 - heterozigose observada;
2 — heterozigose esperada

A tabela 16 abaixo também mostra que ndo exisfianeatica neste estudo entre os trés
grupos infectados/doentes, infectados/ndo doemé@s énfectados para os locos TNF -238 e
TNF-308 comp-valor=0,45 e 0,90 Desta forma estas duas regides nao mostraram esta

associada a infeccao de LT nesta amostra.

Tabela 16: Distribuicdo genotipica dos SNPs nas po8es -238 e -308 na regido promotora do gene do
TNF-a entre os trés grupos.

ELISA+/HISTO+ ELISA-/HISTO-  ELISA+/HISTO- p-valor

-238 N=20 n=81 n=44 0,45
GG 2Q100%) 7896,2%) 42(93,3%)

GA 0 22,5%) 2(4,5%)

AA 0 1(1,3%) 1(2,2%)

-308 N=20 n=67 n=44 0,90
GG 1575%) 48(71,6%) 32(72,1%)

GA 5(25%) 18(26,9%) 12(27,9%)

AA 0 1(1,5%) 0

Ndo existe diferenca entre os dois grupos de afles/doentes
(ELISA+/HISTORICO+) e infectados/ndo doentes (EL#BAISTORICO-) tanto para a
relacdo de dominancia como de co-dominancia erdralelos do TNF -308, o alelo A
mostrou ter uma maior susceptibilidade para a doef@@R=1,13), mas nao mostrou
significancia estatisticap€0,86). Este resultado apresentado na tabela abaixo mastra
caréncia na associacao destes genotipos dos dwis gieuados na regido promotora do TNF

na resisténcia a desenvolver a doenca (tabela 17).



O TNF -238 se assemelhou ao TNF -308 onde tambénexiétiu diferenca entre os

dois grupos de infectados/doentes e infectadosloéntes tanto para a relacdo de dominancia

como de co-dominancia. A tabela mostra ainda gpeesenca do alelo A como dominante

também apresentou uma maior susceptibilidade para @esenvolvimento da doenca

(OR=2,00), mas assim como o loco do TNF-308 naotnmossignificancia estatistica &

0,54).

Tabela 17: Distribui¢do genotipica dos SNPs na pgsio -308 da regido promotora do gene do TNé&-entre

os grupos de infectados e doentes para as diferemtelacdes de dominancia.

ELISA+/HISTO+

ELISA+/HISTO-

-308 n=20 n=44 p-valor OR (IC)
codominancia 0,86
GG 15 32
GA 5 12 /
AA 0 0
dominancia (G) 0,54 0,47 (0,01-18,1)
GG/AG 20 44
AA 0 0
dominancia (A) 0,91 1,13(0,29-4,49)
GG 15 32
GA/ AA 5 12
-238
codominancia 0,49
GG 20 41
GA 0 2
AA 0 1
dominancia (G) 0,97 0,95 (0,06-28,2)
GG/AG 20 43
AA 0 1
dominancia (A) 0,54 2,00 (0,19-50,7)
GG 20 41
GA/ AA 0 3

Entre os trés grupos, segundo a tabela 18 ndo hibifarenca na distribuicdo alélica

tanto para a posicao -238 como para a posicaoc@dd= 0,55 e 0,91 respectivamente, ndo

havendo assim influéncia destes alelos na susdejade da populacéo na infeccao.



Tabela 18: Distribuicéo alélica dos SNPs nas posi®-238 e-308 na regido promotora do gene do TN
entre os diferentes grupos.

ELISA+/HISTO+ ELISA-/HISTO- ELISA+/HISTO-

-238 n=20 n=81 n=44 p-valor
f(G) 1 0,975 0,955 0,27
f(A) 0 0,025 0,045

-308 n=20 n=67 n=43

f(G) 0,875 0,850 0,860 0,91
f(A) 0,125 0,150 0,140

Comparado os grupos de infectados ELISA(+)/Histff)c e infectados/doentes
ELISA(+)/Historico(+), conforme sua distribuicaaita para o gene dbNF-« nas posicoes
-238 e -308 observamos que o al€éNF*G se apresentou como um fator de protecao tanto
para o TNF-238 como para o TNF-308, sendo que dmti® ndo mostrou significancia
estatistica com urmp-valor de 0,81 e 0,86 respectivamente, ndo existindanaakjuma

associacdo entre os alelos dessas regibes comcepsbiidade a desenvolver a doenca
(tabela 19).

Tabela 19: Distribuigdo alélica dosSNPsnas posicdes -238 entre os infectados e doentes

Elisa(+)Hist.(-) Elisa (+)Hist(+) p- valor OR

-238 n=44 (%) n=20 (%)
f(G) 0,955 1 0,78 7,83
f(A) 0,045 0

-308
f(G) 0,860 0,875 0,86 1,14
f(A) 0,140 0,125

A tabela 20 mostra a relacdo entre o TNF-308 empdede cura entre 0s pacientes,
gue fazem parte do grupo de infectados/doente.

Tabela 20: Tabela de avaliacado clinica e o genétipn TNF-308 dos individuos infectados/doentes.

Tempode - p\pggg  Tempode gy gng
cura em anos cura em anos
6 AG 3,7 AG
5 AG 4,6 GG
6 GG 3,9 AG
3 GG 47 GG
3,7 GG 2,7 GG
2.8 GG 6 AG
3.8 GG 6,2 GG
48 GG 3 GG
5.2 GG 3,8 GG
5.3 GG 6 GG

4,5 GG




O gréfico abaixo mostra a caréncia na associaggigetndtipos do TNF-308 no tempo
de cura dos pacientes com p-valor de 0,4070. (grai)

Tempo de cura

p=0,4070
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Grafico 1: Média do tempo de cura para cada genotipdo TNF-308 — Teste Mann-Whitney



9.0 DISCUSSAO
9.1 Caracteristicas socioeconémicas demogréfieasbéentais:

As caracteristicas demograficas de uma populac@n fasddamentais para o
entendimento da morbidade da populacdo como tanpma o planejamento de acgdes
preventivas e de controle para as doencas infecasiparias. Tais doencas ocupam um papel
relevante entre as causas de morte no Brasil estnesto de importancia por seu expressivo
impacto social, ja que esta diretamente associagobéeza e a ma qualidade de vida,
relacionada com condi¢cdes de moradia, alimentachigiene precéaria. (PAES & SILVA,
1999)

A populacdo de Florestal apresentou um baixo padeisitivo, onde 69,8% das

familias apresentaram uma renda familiar menorumesalario minimo por més. Santeis

al. (2000), em seu estudo na regido de Corte de Radaém zona rural, encontrou uma
porcentagem semelhante (66,7%) de familias quéiee®r més um salario ou menos que
um salario minimo mensal. Este quadro foi enconttachbém por Nascimengi al. (2005)

na localidade Jardim Tropical leste da Ilha de Bdis do Maranhdo com 65% das familias
recebendo menos que um salario minimo. Na avali@gddPEA (Instituto de pesquisa
econbmica aplicada), este cenéario de vulnerab#idamhfirma a atualidade e urgéncia da
reforma agraria como Unica forma de superar asi¢desl precarias de vida e a pobreza que

caracteriza o meio rural brasileiro.

Em relacdo a distribuicdo da populacdo por faidaigiobservou-se que 154(32,3%)
da populacdo pertenciam a individuos adultos dea280 anos de idade, diferente da
encontrada por Sante al. (2000), onde a faixa etaria mais frequente foicdancas e
adolescentes de 6-15 anos, este achado pode feaéapela evasao da populagéo jovem do
distrito de Florestal em busca de melhores condjgdeéambém pela diminui¢cdo das taxas de

natalidade e mortalidade, além de ser a faixazetaais efetiva como méo de obra na regido.

O sexo masculino obteve uma pequena predominancieelacdo ao sexo feminino
(56,7%) resultado este que se assemelha aos de étuede(2006) com 50,6% de homens na
populacdo do Brejo de Mutambal distrito rural de2ééandia Minas Gerais, e Gonza&zl.
(2000) com 68,5% de homens compondo uma comunidadeda Venezuela. Esta maior

prevaléncia de homens em comunidades rurais podmsseqiéncia da maior migracdo do



sexo feminino nos dltimos anos no chamado femid@zagos fluxos migratérios ou dos
deslocamentos populacionais (BILAC, 1995; LISBOB0?2).

Na area de estudo a maioria da populacéo tem coofisgéio exercida o trabalho de
campo (34,1%) tracando o perfil laborativo da regilemonstrando a pobreza e o
subemprego na comunidade, dado que corrobora coacleslos de Nunest al,. 2006;
Santoset al,. 2000 e Rebel@t al., 2009. Estando grande parte da populacdo de Fdbrest
dentro de grupos considerados de risco, sendo @sipes de alto risco para aquisicdo da
doenca: agricultores, obreiros de fazendas, madeiocacadores, excursionistas e naturalistas
(DOURADO et al. 1989; GONZALEZet al 2002)

Assim o perfil da regido e da populacdo de Floretbana-os mais susceptiveis a
infeccdo. Segundo Sosa-Estani (2001), existem fat@ses importantes responsaveis pelo
incremento de casos da doenca em determinadas: @&edsstruicdo das florestas, as

profundas alteracdes do meio ambiente, e a situiE0-econdmica.

As condi¢cdes ambientais de uma populacdo estdmtastente relacionadas com as
condicOes socio-econbmicas das familias e tém yooriiente papel no desenvolvimento de
doencas infecto-parasitarias. Constitui como irdbcamportante para avaliar incrementos na
qualidade de vida: o acesso a agua potavel, dediti®o, e moradia adequada (TONIAL &
SILVA, 1997).

A comunidade de Florestal vive com boa estruturandeadia, e energia elétrica,
porém encontramos ainda uma parte das familiasoadligbes precarias de habitacdo, onde
suas casas em 28,6% sdo construidas de adobe alds7&asas com cobertura tipo palha,
nameros inferiores aos dados de Silvedtaal, 1997; Caldas, 1998; Santes al, 2000;
Nascimentoet al, 2005, onde encontraram uma predominancia detrogés tipo taipa e
adobe e cobertura palha, que segundo estes aagieeipo de moradia de constru¢cdes mais
abertas pode favorecer a entrada do vetor. SequidMAD (Pesquisa Nacional por Amostra
de Domicilios) 1991, existem diferencas marcanteseeens estados do Nordeste quanto ao

tipo de moradia das familias.

Quanto ao abastecimento de agua 45,7% das casasmimidade em questdao nao
possuia agua encanada, dado abaixo do encontra@aloas (1998), em um estudo feito em

duas comunidades do municipio de Raposa em SaodbuMaranhéo, Vila Nova e Bom



Viver, onde a minoria respondeu ndo possuir agearexta (26,1% e 11,7%) e muito acima
do encontrado por Nascimergbal, 2005, onde apenas 2,5% das habita¢cdes possgiean &
encanada. Podendo esta agua muitas vezes serzadaale fontes naturais, que chegam aos
domicilios para uso diverso sem qualquer tratamenéwio (VANZELI & KANAMURA

2007), pois a localizacédo de residéncias afastadaa dificil 0 acesso a servi¢os publicos.

Em relacdo ao destino dos dejetos na comunidadelatestal apenas 15,6% das
moradias possuiam rede de esgoto ou fossa séptimente as necessidades fisioldgicas
eram feitas fora de casa em valas (31,0%). Aperfs Has casas que fizeram parte do
inquérito tinham coleta publica do lixo, a maiortpada popula¢cdo queimava ou jogava no
terreno proximo a sua casa (55,0% 36,4% respectinganfatos ja observados por Caldas
1998 e Gamat al.,1998. O acumulo de lixo e dejetos na regido dapericilio atrai alguns
mamiferos, e animais sinantrépicos (reservatoripsg irdo favorecer a formacdo da

biocenose artificial da LT no qual o homem faz @d@&OMES, 1983).

A auséncia de animais domesticos nas residénciesndanidade de Florestal, ocorreu
em apenas (27,9%) das casas, similar aos acha®entieset al, 2000, e Caldas, 1998, que
constataram a auséncia de animais em 19,6% e I8gPéctivamente, corroborando com o
novo padréao de familia no Brasil onde temos asli@ntom seres humanos e seu animal
domeéstico. Sendo que sao encontrados mais que gp&ie de animais no ambiente
domiciliar (CALDAS, 1998). A presenca de anima@résticos pode aumentar o risco de
infeccdo ao homem visto que o0 sangue destes anipwale exercer atracdo sobre o0s
flebotomos transmissores, possibilitando que ast@stos invadam o ambiente domiciliar,
expondo seus moradores (BARRESI1985; PEDROSA, 2007).

Como a transmissdo se da através da picada do itmaesmissor, perguntamos no
inquérito sobre a presenca de mosquitos em sudgmems, 79% referiram existir mosquitos
no domicilio, percentuais proximos aos de Cald@88,1com 63,8% na comunidade de Vila
Nova e 67,4% em Bom Viver. A domiciliacdo do vatode ser estimulada pela destruicao de
seus ecotopos, onde encontram nas residénciasslerigimentacao farta representada pelos
moradores, animais domesticos e pelo acumulo de dipie propicia a proliferacéo do vetor,
fatos observados na comunidade (BARRE&11985; BRASIL 1996). Apesar da presenca
dos mosquitos a maioria dos individuos ndo utikzavotecdo individual como o uso de

repelentes ou mosqueteiros.



A localizagdo das casas, proximas a criacdo de asiimios ou matas € uma
caracteristica relevante na epidemiologia dasnssiioses (MARZOCHeEt al. 1997). Todas
as casas em Florestal apresentaram animais emesédorpicilio, e 70,5% das residéncias
situavam-se proximas a matas, rios e criacoes ideaa) dados que se assemelham a outras

regides rurais florestais estudadas por Catlas, 2001; Teodoret al, 2007.

9.2 Estudo epidemiologico

Os moradores que ndo possuiam agua encanada endosrigdlios tiveram uma
prevaléncia maior dos que possuiam agua encanadage dndica que a maior parte se
deslocava para buscar agua, fato que os deixavastegpao vetor, este dado € concordante
com os achados de Caldgtsal, 2001, e Nascimentt al.,2005. Passost al, 2001, em seu
trabalho na regido metropolitana de Belo Horizoateontrou um risco relativo para auséncia
de 4gua encanada de 2,43 (IC 1,09-5,42) paraa;ade

Os domicilios visitados, onde foi evidenciada apdicidade de sua constru¢gdo como
casas cobertas de palha, construgao tipo taipalaoeachao batido, sugeriram uma maior
razdo de prevaléncia a infeccdo, apesar de nasidersignificativo estatisticamente estes
dados corroboram com Caldas al, 2001, onde este cita que casas de construcdiss ma
abertas podem favorecer a entrada do vetor, predowhd a cobertura palha e construcao tipo
palha . O adobe de barro € um material sujeitamséere fenestracdo causada pelas chuvas,
ventos e atritos, que possibilita a circulacéo Esres (SANTOSt al, 2000), estes dados
corroboram com os achados de Pedrosa, 2007 ondaetemc uma significancia estatistica

entre material de parede duravel com a reducadéde L

Os individuos que jogavam lixo no terreno baldieeiam maior prevaléncia a
infeccdo quando comparado as que queimavam seas lado que também ndo mostrou
significancia estatistica = 0,06. Segundo a literatura os lixos atraem unmomaiimero de
flebétomos para proximo das residéncias, a reaxgeéo e limpeza do peridomicilio
contribuem para o controle da densidade do flebisteon (TEODOROet al, 2003) A
auséncia de boas condicfes de higiene no peridmmeia proximidade a pequenos capdes
de matas favorece a concentracao de flebétomaspeachiferos reservatorios deishmania
no peridomicilio (LIMA, 2000).



Segundo Caldast al., (2001), casa com cobertura palha, paredes de, faig@a de
chdo batido, auséncia de abastecimento de aguketa ce lixo apresentaram prevaléncia

maior de infeccéo pelo IDRM e ELISA.

A presenca de animais domeésticos obteve uma nm@evaléncia a infecgéo
principalmente quando se tratava de varias espétael® similar aos de Pedrosa, (2007), e
Nascimentoet al, 2005, onde contrario a este estudo obteve utagéke estatisticamente
significante entre presenca de animais domeéstiegsositividade da IDRM. Entretanto a
presenca isolada do cdo assim como neste estud@eveioelacdo com a infecgdo. Animais
domésticos incrementam o risco quando se encorgnamumero de igual ou superior a trés
(SOSA- ESTANIet al, 2001; TEODORGCet al, 1995). Isto contribui com os achados que
associam a LT com a presenca de animais como galishiinos, vacas, equinos e cachorros
em domicilio e peridomicilio (VELA, 1996; REBELOQQ9). A positividade de cées, eqliinos
e roedores domésticos infectados p@ishmaniasugere a participacdo dos mesmos na
domiciliacdo da LT (FOLLADORet. al., 1999). Sosa-Estamit al., (2001) mostra um risco
significativo na transmissédo de leishmaniose emiemd domiciliar precario com presenca
de animais domeésticos. Sendo assim, basta queeecdd entre em circuito peridoméstico,
por intermédio de animais sinantrépicos ou doméstipara que a doenca se estabeleca e se

incremente devido as condic¢des insalubres e missrde vida (MARTINS:t al, 2004).

Pesquisas realizadas por diversos autores (FOLLARORL, 1999; CAMPBEL-
LEDUM et al, 2001, VANZELI & KANAMURA, 2007) demonstraram ques infeccdes
podem ocorrer no peridomicilio, e estdo associadawradias proximas a florestas. Neste
estudo encontramos que casas proximas a matasniivama maior prevaléncia, nao

mostrando porém, significancia estatistica.

As casas proximas as matas na comunidade de Rlodeskam os individuos mais
expostos ao vetor, aumentando assim a possibildiaderem infectados. Corroborando desta
forma com os diversos trabalhos que afirmam queraglbes ambientais implicam
diretamente quanto ao risco do homem adquirir acg#o, pois se atribui as formas de
ocupacdo dos ambientes florestais como fator detante para aquisicdo da mesma
(FALQUETO et al, 1986; FOLLADOREet al, 1999; MARTINSet al, 2004; VANZELI &
KANAMURA et al, 2007).



As moradias proximas aos rios com bosque, e amimamésticos ajudam a
propagacdo do vetor no domicilio, e peridomiciltanto em ambientes rurais como
periurbanos (SOSA-ESTANI, 2001).

No que se refere ao sexo, e infeccao, tanto paRM quanto para ELISA o sexo
feminino apresentou uma pequena protecdo com rdedprevaléncia de 0,92 e 0,83
respectivamente, mas nao foi significante estasistente (0,73 e 0,20). Esta caréncia de
associacdo quanto ao sexo pode ser devida a exastda um ciclo de transmissdo da
infeccdo na regido do peridomicilio, e domiciliocQDRADO et al, 1989; FOLLADORet
al., 1999; MONTEIRCet al, 2008). Alguns autores justificam a infeccao eris mulheres,
pela exposicdo destas nos horarios vespertinoggidaor do peridomicilio para atividades
proprias do lar como: lavar roupas, e loucas, vargatio e molhar o jardim (GONZALE&
al., 2000)

Contrario ao encontrado em nosso estudo, Nwteal, 2006, em seu trabalho
encontrou uma maior predominancia de homens irdestgom um OR para a populacéo
masculina de 1,67 com significanciamle 0,002 O que corrobora com os achados de varios
outros estudos (MARTINSLt al, 2004; CHAGASet al, 2006; SILVAet al, 2007; REBELO
et al, 2009). Demonstrando uma transmissao extradoani@ que este género passa a maior
parte do tempo fora do domicilio, por estar higotehente relacionado a insercdo nas

atividades produtivas.

A correlacdo entre idade e infeccdo também ndoretifdou quanto aos testes
realizados (IDRM e ELISA), sendo ambos significapt@ostrando que existe uma relacao
entre infeccéo e idade, este estudo mostrou quevalpncia da infeccdo aumentava com a
idade, semelhante ao encontrado por Dourtdal, 1989, que observou um crescimento
continuo da taxa de infeccdo quando se observataxas etarias mais jovens até as faixas
de 55 a 74 anos, onde se situava o0 pico da infemyaauma prevaléncia de 56,3%. Barreto
al., 1981, também verificou 0 aumento na taxa decg&fe a partir do grupo de 21-30 anos,
estes dados corroboram com os achados de Goraez2000; Martinet al, 2004, e Silva
et al, 2007. Nune®t al, 2006, observou que o OR crescia diretamente aotade. Vale
ressaltar que estas faixas com indice maior degéteséo as faixas mais solicitadas para as

atividades laborais.



O tipo de ocupacdo, assim como, a idade mostrotelaggo com a infeccao
constatada pelo IDRM, e pelo teste sorolégico ELISPs lavradores tiveram maior
prevaléncia a infeccdo seguido dos aposentadass dameésticas. Resultado encontrado que
se assemelha a outros autores. Dourdcda, 1989, observando a relacdo entre infeccéo por
Leishmania, e a ocupacdo desempenhada pelos individuos, v&u agu lavradores, e
garimpeiros sdo o0s mais infectados (66,8%) do cmdndividuos que exercem outras
ocupacoes inclusive as donas de casa (39,0%).ndattal, 2004, encontrou um predominio
da doenca em lavradores seguidos também pela @Gmupagéstica, e estudantes, dados que
corroboram com Nogueira & Sampagh al, 2001, que em seu estudo verificou que a
ocupacado com maior prevaléncia a infec¢ao foi dralealhadores ligados ao meio rural
29(7,1%), outros grupos que tiveram prevaléncicomamte foram os estudantes (17,1%) e as
donas de casa (14,9%). Chagdsal, 2006, referiram que individuos com atividades de
trabalho nas proximidades ou em contato direto adloresta apresentaram maior niamero de

casos de LT.

A maior parte da comunidade de Florestal é compoestahomens lavradores, nas
faixas etarias mais ativas para o trabalho deseitoho campo, tais como, aragem de terra,
plantio, e colheita, atividades que recaem no geridiurno estendendo-se quase sempre a
noite o que permite um maior contato com o vetanesmo perfil foi encontrado por Santos
et al, 2000, em um estudo na regiao de Corte de P&Wkae-por Silvaet al, (1979), em
estudos pioneiros na regido de Buriticupu, MA, ondealiscorria sobre a incidéncia da
doenga, sobretudo em lavradores adultos do sexaulimas onde estes estavam mais
propicios a transmissao. Esta descricdo tém reldigdim com o padrédo de cobertura vegetal
encontrada na regido onde predominava as floredtgsesente estudo reafirma os achados
descritos por Silvaet al, (1979) , que encontrou maior incidéncia da doesmgaadultos e
trabalhadores rurais.

O perfil descrito confere a LT carater de doengdigsional. Contudo o aumento de
mulheres atendidas, assim como pessoas com ocugag@sticas e estudantes, demonstra
certa alteracdo nesse carater que se deve a tes@snperidomiciliar, ou intradomiciliar. A
elevacdo de mulheres atingidas pode ser devidataode estarem atuando em areas antes

restritas ao sexo masculino, opinido que concondaas autores Nogueira & Sampaio, 2001.



9.3 Prevaléncia a infecgéo por Leishmania sp

O teste de Montenegro constitui uma ferramentaeatilestudos epidemiolégicos, para
verificar a exposicao prévia da populacdo aos emtig dos parasitos do générmishmania,
considerando ter mais de 90% de sensibilidade ecH#gpdade aplicada a amostras
representativas da populacéo rural de areas detlas, € considerado um bom teste para
avaliar o carater endémico da LT (FOLLAD@Ral, 1999; GOZALEZet al, 2000). Onde
nossos dados corroboram com estes autores vistéoigarcontrado apenas 1,0% de falsos

negativos, contrario ao ELISA que obteve um numea@®r 6%.

Testes sorologicos sao de utilidade clinica lindtpdra o diagnodstico da LT, forma
onde a sensibilidade e especificidade s&o baixascdtrario, esses mesmos testes sao
altamente sensiveis para o diagnostico da leistosamisceral (LV). O problema relacionado
ao seu uso no diagnostico da LV consiste na esgdeide, pois ha falso positivo em
infeccdes assintomaticas ploeishmaniaou em outras doencas infecciosas (LOUREKRO
al., 1998).

A prevaléncia na comunidade de Florestal foi daoiam @ utilizacdo do teste de
Montenegro (IDRM), e do exame sorologico ELISA,d®igque os valores dessa prevaléncia
foram praticamente similares para ambos os tes&td®RM acusou uma prevaléncia de
28,9%, enquanto que, o ELISA identificou uma préneia de 27,4%.

Estas prevaléncias, ou porcentagens de positividadaostraram similares a outras
populacdes rurais como em Las Rosas e Valle Hoadoprevaléncias respectivas de 22,6%
e 24,8% (AGUILAR, 1985). Nunest al, 2006, aplicando a IDRM em 1120 no Brejo de
Mutambal distrito rural de Varzelandia Minas Geraisendo 1020 identificou 282(27,6%) de
casos positivos, ja a pesquisa de anticorpos lanskmaniapelo RIFI e ELISA mostrou
positividade em 127(13,1%) e 170(17,5%). Segundator a alta prevaléncia de reatividade
ao Montenegro (27,6%) dos casos tem sido assinatadzautras areas onde a LT é endémica.

Prevaléncias superiores também foram encontrada®wtras comunidades rurais
dentre elas estdo: uma comunidade rural da Veref8@J9% de prevaléncia) (GONZALEZ
et al, 2000), e em Lencodis na Bahia (43,3% de prevaE(DOURADOet al, 1989).



9.4 Fatores genéticos

No presente estudo, todas as analises foram feitasomparacdes das frequiéncias
génicas e alélicas doci do TNF entre os grupo infectados doentes, infectadosionéntes e
nao infectados ndo doentes, com objetivo de séicagra freqiéncia dos alelos na amostra,
bem como verificar provaveis associacdes com aglighes soroldgicaspara tentar
desvendar os motivos pelos quais os individuosoregm diferentemente a infecgcdo por
Leishmania onde estes podem, ou ndo desenvolverem a dodnaféctados e infectados/

doentes).
TNF-308

O polimorfismo da regido promotora do TNF na pasiggD8 ndo mostrou diferenca
significativa entre os genotipop-yalor = 0,90) e os alelospfvalor = 0,91) nos trés
diferentes grupos analisados. Quando analisadoup®g de infectados doentes e infectados
nao doentes para se avaliar se existe associagge @elimorfismo doTNF com a
susceptibilidade de desenvolver a doenga, nenhiferamta estatisticamente significante foi
encontrada entre estes grupos, tanto para as eslagdco-dominancia, dominancia do alelo
*G, e dominancia do aleltA com p-valor respectivo de 0,86, 0,54, 0,91. Mas vale ressaltar
gue os individuos que possuiam o atédldinham uma maior susceptibilidade de desenvolver
a doenca (OR=1,14), sugestionando ser um fatorsde,rmas este dado nao apresentou
significancia estatistica com-valor = 0,86. Desta forma um estudo deve ser realizado
novamente em amostras maiores, visto o pequenoraudeeindividuos envolvidos neste

trabalho, que pode ter influenciado na significarestatistica do estudo.

Esses achados se assemelham a outros estudosnadas com o polimorfismo do
TNF -308 onde se tem tentado associar as frequéncias aalékc genotipicas desse
polimorfismo a susceptibilidade e/ou resisténcieadas enfermidades, tendo o aldINF-
308*A como fator de risco (AGUILLON al, 2002).

Marcoset al, (2009), também néo encontrou associacao no pdlsmo do TNF-308
e doenca alcodlica do figado (ALD) em 11 estudeBzados. Milneet al (1999), estudando
ovario policistico também ndo encontrou diferenigmiicante ¢ > 0,005) entre os trés
grupos PCO (ovario policistico) PCOS (Sindrome dario policistico) e sujeitos sem PCO,
onde o alelo rardNF-308*A (TNFA/A e TNFG/A) apresentou uma frequéncia de 29%



sujeitos PCO, 30% em individuos PCOS e 25% em iiddds sem PCO. Assim como, 0S
achados citados anteriormente, Lucettel, (2000), com objetivo de verificar a associagcao
entre o polimorfismo bialélico da regido promotala TNf-a na posi¢cdo -308 em 74
pacientes franceses com esclerose multipla comg@raam 75 controles, ndo encontrou
diferenca significativa (p>0,05) entre os grupcam8lhante a Lucotet al, (2000), Heet al,
(1995) e Brauret al, (1996) que também ndo encontraram correlac&e eacientes com

esclerose multipla, e o polimorfismo na posica@-80 TNFe.

Em outro estudo de caso e controle ao avaliara@gsio entre diabetes mellitus tipo
[, com o polimorfismo em questdo, ndo encontrarateetacdo significativa (OR = 1,62=
0,076), apesar de o alelo r&# ter sido mais freqlente no grupo de pacientes (B&EXA et
al., 2008).

Ao avaliarem a frequéncia do polimorfismo -308 erasbeiros com periodontite
cronica e com saude periodontal. Nenhuma difereggtatisticamente significativa foi
encontrada entre a frequéncia alélig2 € 2.610, p > 0.05) e a genotipig@ € 2.547, p =
0.636) entre os dois grupos avaliados, sugerin@goaypolimorfismo nesta regido nao esta
associado com periodontites na populacdo bras(BENEZESet al, 2008). Lee & Song
(2009), estudando uma doenca inflamatéria dos dscibnjuntivos que € por sua vez
responsavel pela inflamagdo nas articulacbes danaolou das grandes articulacdes
(Espondilite anquilosante-EA) com SNP da posi¢ao -308 ddNFo realizou uma meta
analise onde nenhuma associagéo entre EA e o*Alalo TNF« -308 foi encontrado (OR =
0.911; 95% CI 0.512, 1.286;= 0.636), assim como 0s genotipgos, AG e GG.

Ao contrario de nosso estudo alguns autores mastrassociacao deste polimorfismo
na posicao -308 da regido promotora do TNF. Dezlag, Cabrerat al, (1995), apresentou
um estudo com leishmaniose mucocutanea (LCM) wddizom individuos da Venezuela em
que pacientes LCM tiveram uma significatiya<(,005) e alta frequéncia do alel6oNF-
308*A (0,18) quando comparado com controles sadios ),@6m de ter sido associado a
condicao heterozigota com o risco relativo a do€R¢&=3,5;p<0,005. Eles sugeriram que a
susceptibilidade a forma mucosa da doenca pode resé@ionada com o polimorfismo na

regido regulatoria afetando a producéo do TINF-



Danis et al,(1995), observaram que o aleldiNF-308*A era 3 vezes maior em
individuos caucasianos com artrite reumatoéide (ARYpus eritematoso sistémico (LES) do
que na populacdo anglo saxbnica normal. Em um estachbém realizado com artrite
reumatoéide foi encontrado um aumento na frequéigenotipo heterozigoto A/G ddNF -
308 em individuos com AR, quando comparado aos indoddsaudaveis (95% intervalo de
confianca 1,05-8,08; OR. 2,9) . O aldlblF-308*Atambém foi mais freqiente em individuos
com AR (95% intervalo de confianca 1.01-7.298; Q) do que em individuos sadios
(OREGON-ROMERO, 2008).

Em um estudo sobre a ocorréncia do ald\d--308*Anos pacientes com AR ( artrite
reumatoéide), e controles foi encontrado respectrdenuma freqiiéncia de 23% e 10% com
um OR(odds ratio) de 2.8 0 que sugere uma assoc&aiée a presenca do alelo e a doenca,
mas este achado néo foi significativo com pirvalor de 0,051 (CUENCA et al,2003). O
qgue contrasta com Dang al,(1995), que encontraram uma alta frequéncia elo &\ em
individuos caucasianos com AR. Cuemtaal, (2003), cita em seu estudo que um aspecto
para a interpretacdo deste estudo é a diferentebdigsdo do alelotA em grupos étnicos
distintos Em outro estudo realizado pelo mesmo@(@JENCAet al, 2001), citam sobre a
diferenca nas freqUéncias genotipicas dos polisrods na posicdo -308 encontrada na
populacao chilena comparada a dos europeus, [@eto6A homozigoto e heterozigoto onde
foi encontrado respectivamente uma frequéncia .6e04.0%; 16.3 e 30% entre as duas
populacdes. Outros estudos como os de Cabtaah (1995), e Danist al,(1995), também

contrastam com este estudo.

Em um estudo de caso e controle com risco de asnm@aesent&SNPdo TNF-o Witte
et al, (2002), analisaram 511 individuos, sendo 23®<&a®m asma, e 275 controles sem
histérico de asma. O autor encontrou uma associpgéibiva entre o aleldNF-308*A e
individuos asmaticos, e essa relacédo foi fortificath casos em que o individuo possuia asma
aguda, o OR foi ajustado para aqueles que carregawaou dois alelo§NF-308*Aversus
aqueles que ndo possuiam tal alelo (OR 1.86; 18-3.®4;p = 0,04). Os sujeitos que tinham
ancestralidade europeu-americana esta associacdefdocada (OR 3.16; IC 1.04-9.66;
p=0,04).



Mcguireet al, (1999), também em um estudo de caso e contoofengalaria cerebral
encontrou uma associagao positiva com o alaldd TNF 308mas este mesmo alelo néao foi

associado com anemia da malaria.

Pacientes com doenca meningocadcica, independertiereta morrido estavam mais
propensos a ser homozigotos para o al&lé -308*A(OR=1,93; IC 95% 1,08-3,46) do que
heterozigoto para este marcador (OR=0,79; IC 954-0,97) comparando com a coorte de
controle. Voluntarios homozigotos para o alelo r&o expressou altos niveis de RNA
mensageiro de TNF, onde também secretaram maianesemtracoes de TNF apods a
exposicao &N. meningitidis nenhuma influéncia de morte apés a infeccaodlaicronada ao
marcador (READet al, 2009).

Ming-Shih et al, (2006) em um estudo de caso e controle, submetanalise
genotipica para este marcador 202 pacientes coceicéle pulméo adequando a idade e sexo
e 205 individuos saudaveis. A distribuicdo das (féegias genotipicas do TNF 308 A/G
foram significativamente diferentes entre os paeemom cancer de pulméo, e os controles
saudaveis, p<0,0001. O OR para cancer de pulmawmbseervado em individuos com
genotipos do TNF -308 AA e AG comparado com o gendsG (OR de 3,75, IC 95% 2,38-
5,92, p <0,0001).

TNF-238

Os polimorfismos da regido promotora do TNF na gémsi-238 também néo
mostraram diferencga significativa com= 0,49 para os genotipospe0,22 para os alelos
quando associados aos trés diferentes grupos ad@dis As relacbes de co-dominancia,
dominancia do aleloG e do alelo A ndo apresentou significancia estatistica quando
associados aos grupos de infectados, infectadodéjamas assim como o polimorfismo do
TNF-308 o aleloA, também sugeriu envolvimento na susceptibilidaddesenvolver a
doenca (OR=7,83) resultado também nao significqfiw®,78), onde assim como o TNF-308

este polimorfismo pode ser repetido em amostrasresi

Lee & Song, (2009), realizou uma meta analise queiu 2.247 individuos, a fim de
se estudar uma possivel correlacdo entre o polimonia regido promotora na posicéo -238

e a espondilite anquilosante (EA), os autores nmesta analise ndo encontraram associacao



entre EA e o alelo rartA (OR para o aleldA = 0.930; 95% IC 0.498, 1.73p;= 0.821).
Analise por subgrupos de etinicidade e HLA-B27 mamaram o resultado para associacao.

Um estudo de caso e controle com objetivo de ssrdetar a frequéncia genotipica e
alélica doTNF 238em 204 pacientes com glaucoma de esfoliagdo, @madAduos sadios foi
verificada uma auséncia de correlacdo entre asiérmips e 0s grupdp= 0,25, o alelo
TNF238*G apresentou un®dds Ratio(OR) de 0.64 1C=0.33-1.46=0,25 (MOSSBOCKet
al., 2009)

Uma meta analise onde foi revisada todas as pgbksaaté janeiro de 2009 sobre a
variacdo na regiao promotora do TdNRa posicéo -238 e o risco de diabetes mellitus Itip
verificou que o OR global (IC 95%) para o genotiod e AG versuso genotipoGG para o
TNFa -238 foi de 1,15 (0.92-1.44), em populacfes elaspe asiaticas foi respectivamente
1.18 (0.92 -1.51) e 1.13 (0.62-2.04), ndo encodtvaassociacdo entre o polimorfismo do
TNF-238 e o risco parmiabetes mellitus tipo FENGet al, 2009)

Mcguire et al, (1999), estudando uma populagcdo de Gambia, #ocomma a
associacao positiva significativa do aldiNF-238*Acom anemia da malaria grave com um
OR de 2,51§<0,01 ). Ming-Shih et al, (2006), além de ter encontrado associacdo estre
gendtipos do TNF 308A e AG e a ocorréncia de cancer de pulméo, ele tambéouagha
correlacdo entre a mesma doenga e o gen@ippoem que a razdo de chance (OR) para
cancer de pulmao observado para os individuos T -238 AA e AGrersus 0 genotipo
GG foi de OR = 0,26; 1C95% 0,13-0,50; p<0,001, o@l& mostrou uma funcao protetora

contra o cancer de pulmao.

O TNFa é uma citocina que também tem funcdo de inibidaragrina dos
melandcitos, além de ser um importante mediadoidaidade, desempenha um papel
critico em doengas auto-imunes, desta forma Laedhra., (2008), realizou um estudo de
caso e controle com 120 pacientes e 153 indivildasglaveis pareados por idade na
populacdo de Gurajat onde a prevaléncia da doenda 8,8%, para analisar o polimorfismo
de nucleotideo Unico na posicdo -238 da regido @mna do TNF e seu papel na
susceptibilidade ao vitiligo, a distribuicdo dagfiéncia genotipica, e alélica do TNF -238
G/A foram significativamente diferentes em indivdiducom vitiligo e saudaveis p<0,0016;
p<0,001 respectivamente. Sugerindo ser um fatorrisied para a susceptibilidade da

populacao de Gurajat.



O risco de cirrose foi associado ao afsdodo TNF-238com OR de 1.47 e IC 95%
1.05-2.07 (MARCOSet al, 2009). Também foi encontrado associacdo destamelelo
com a infeccao por hepatite C em outro estudo tjlieou como amostra 82 individuos com
hepatite C crénica e 99 controles a frequénciaelo @A foi significativamente alta no grupo
com hepatite C (18.7%) comparado com o controlé%3. p< 0.009, podendo este
polimorfismo ser um fator que contribui para o desévimento da hepatite cronica
(HOHLER et al.1999).



10.0 CONCLUSAO

A populacdo de Florestal € composta em sua mapataindividuos adultos do sexo
masculino com a faixa etaria mais ativa para catrebbde campo. A maior parte da populacéo
da comunidade vive com boa estrutura de moradineeg& elétrica, mas ainda com um
déficit importante no esgotamento sanitario e reméasal baixa recebendo menos que um

salario minimo.

Os resultados apresentados sobre as condi¢cdeses@riomicas, ambientais e habitos de
vida sdo relevantes na epidemiologia da LT. Apesaralguns dados nao terem sido
estatisticamente significativo, alguns fatores dwor analisados demonstraram maiores
prevaléncias a infeccdo (IDRM+), dentre eles estidividuos do sexo masculino, adultos,
trabalhador rural, sendo este dado significatiiatesicamente. Individuos que criam mais
gue uma espécie de animal doméstico, ou que tem qua um tipo de animal préximo a
residéncia, domicilio proximo a matas e rios, ctrartipo palha, lixo no terreno, auséncia de

agua encanada.

Observou-se também uma menor prevaléncia de irdeegd individuos com boas
condicbes de moradia (cobertura de telha e pisoed&mica), que ndo possuiam ou tinha
apenas uma espécie de animal doméstico em cas#alglimpo (onde os individuos
gueimavam seus lixos).Assim existem alguns fatmrsgonsaveis pelo aumento de casos da
doenca na area, como falta de saneamento badicac& econdmica precaria, construcdes

inadequadas, convivio com animais silvestres oumoamesticados.

Desta forma uma estratégia de controle seria adagem dos focos de transmissao
peridomiciliar e domiciliar, implementando as cayigis de saneamento para evitar o
acumulo de lixo e detritos, que possam atrair reexle pequenos mamiferos, além de um
eficiente sistema de vigilancia epidemiologica. nCeelacdo ao estudo dos marcadores
genéticos da regido promotora do TNF, nas posic@88 e -308, ndo foi encontrada
associacdo com a susceptibilidade ou resisténdid, anas vale ressaltar que o al&o
mostrou ser um fator de risco para o desenvolvimdatdoenca, resultado estatisticamente
nao significativo, sugerindo a realizacdo de noestsidos com amostragem ampliada para
esclarecimento desta questéao, visto o tamanhoickxlda amostra utilizada.



11.0 LIMITAQC)ES DO ESTUDO:
Algumas limitagGes foram encontradas neste estotie elas estéo:

O tamanho reduzido de nossa amostra, por se tlatama populacgéo rural, pequena,
onde existe endogamia, havendo a necessidade etgogal a amostra, para ndo se incluir
individuos consangiineos, que poderiam vir a faera maior freqiéncia de um alelo,
assim devido ao numero limitante da amostra , umomefeito genético péde ser detectado,
além do que existe a necessidades de se elucidar

Também se fez necessario a realizacdo da estafiicda amostra por etnicidade
através dos marcadores especificos de populacas @spulation Specific Allelesestes
marcadores, apresentam alelos com altos diferendai frequéncia entre populagdes,
aplicaveis em estimativas de mistura étnica nogigipopulacional e individual, assim a
frequéncia dos polimorfismos nestes marcadoresstebdem de forma diferente entre os
grupos étnicos. Dentro das doencas em que as n@tgiossuem um papel crucial, é
imprescindivel se determinar a incidéncia exata dasaveis polimérficas em cada

populacao.

Existe também a possibilidade de envolvimento deosyolimorfismos no gene do
TNF-0. com a susceptibilidade, ou resisténcia a LT, taighém devemos ter em mente que a
maioria das enfermidades € de origem multigéniggedeterminada apenas por um unico

fator.

Quando nos tratamos de estudos sobre imunogenétigaportante conhecer o grupo
étnico o qual a populacédo pertence, e quais ofatoses genéticos podem estar influenciando
o resultado. Tornando desta forma o estudo maedifyho sem nenhum ou com menor

numero de viés.



12.0 DIFICULDADE DO ESTUDO:

Foram encontradas algumas dificuldades com relagéotrabalho de campo e
laboratorial, no campo algumas IDRMs realizadaarfoperdidas, pois no dia da leitura,
muitos individuos ndo se encontravam em sua resalédiminuindo ainda mais a amostra
para o estudo. Nque se refere ao trabalho de laboratério, houveutliades para obtencéo
de reagentes, a aliquota de sangue para extragadhAl@stava hemolisada e a qualidade do
DNA extraido ndo estava boa, o que prejudicou aliioagdo, sendo necessario varias

extracoes



13.0 PERSPECTIVA DO ESTUDO:

O resultado do estudo epidemioldgico foi consigtequiando comparados a outros
estudos ja realizados. Provavelmente as politissistanciais e especificas para o campo dos
governos federal, ajudaram a melhorar o perfil sfemografico dessa regido. Novos
estudos também serdo necessarios para entenderepodierencas entre diferentes areas, a
fim de conhecer e corrigir se necessario, as bdsatados e consequientemente melhorar a
qualidade destas, para que as informacdes utibzpéts gestores sejam eficientes nas

definicdes de politicas publicas, no planejameritomeadas de decisao.

Novos estudos com estes e marcadores situadogiéia cTNF sdo necessarios para
se esclarecer o efeito do alél no desenvolvimento da doenca, utilizando uma aampsin
ampliada e estratificada por etnia. Também se fzssario estudo haplotipicos destes
marcadores associados a outros na mesma regidovediigar se existe influencia em

conjunto destes com a infeccao/doenca LT.
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15.0 ANEXOS

13.1 Anexo | - INQUERITO EPIDEMIOLOGICO E IMUNOALEGICO

QUESTIONARIO FAMILIAR

Centro de Pesquisas Gongalo Muniz — Funda¢io Oswaldo Cruz/BA

(Laboratério de Imunoparasitologia — LIP)

Centro de Referéncia em Doengas Endémicas Piraja da Silva — CEDERPES/PIE]

CASA N°: DATA DO PREENCHIMENTO

Dados de ldentificagdo 22 — Tipo de cobertura:
1-Nome: (1) Telha (2) Palha (3) Laje (4) Outros (9) NSI

Apelido: 23 —Tipo de piso:
2 —Nascimento: __ /__/__ Idade: (1) Ceramica (2) Cimento (3) Chéo batido (4)outros
3 —Sexo:(1) M (2) F (9) NSI 24 —Numero de comodos:
4 — Cor: (1) Branca (2) Negra (3) Parda| (1) 01 (2) 02 (3) 03 (4»03
(4) Amarela (9) NSI 25 —Quantas pessoas dormem em um mesmo cd
5 —Ultima procedéncia: (média)?
6 —Residéncia atual: (1) 01 (2) 02 (3) 03 (4» 03
7 —Héa quanto tempo? 26 —Borrifagdo no ultimo ano:
8 — Endereco para contato: (1) Sim (2) N&o Tipo:
27 - Utilizacdo de produtos tradicionais co
Referéncia: repelentes:
9 — Situacdo conjugalfl) casado (2) solteiro (¢ (1) Sim (2) Nao (9) NSl
morando jund (4) separado | 28 —Uso de Mosquiteiros:
divorciado (6) viavo (9) NSI (1) Sim (2) N&o (9) NSI
10 —Atividade principal: 29 —No trabalho. Qual tipo de roupa € usada?
Dados demograficos e sociais (1) Calga comprida (2) Bermuda (3) Calcao

11- Quantos moram na residéncia: (4) Sem camisa (5) Camiseta (6) Camisa manga |
12 —Lé e escreve@) Sim (2) N&o (9) NSI (7) Outros (9) NSI

Pai: (1) Sim (2) Nao (3) So assina (4) Ignorado 30 —Protegéo dos pés:
Mée: (1) Sim (2) N&o (3) So6 assina (4) Ignorado| | (1) Sim (2) N&o (9) NSI

14 —Quantas pessoas trabalham na casa? 31 —Existem animais domésticos na casa?
15 —Qual a renda mensal? (1) Sim (2) Né&o (9) NSI
(1) <1 salario (2) 1 a 2 salarios 32 —Espécie de animal:
(3) 2 a4 salarios (4)5 salarios (9) NSI (1) Cao (2) Gato (3) Galinha
16 —De onde vem a agua da casa para beber? (4) Cavalo (5) Outros (9) NSI
(1) Rede publica — Agua encanada 33 — Nas imediacdes de sua casa ha presenc

(2) Poco artesiano (3) Pogco comum, cacir animais?
(4) Rio, riacho, lagoa (5) Chafar (1) Céo (2) Gato (3) Sarigué (4) Raposa (5)outros

(6) Outros: 34 — Na sua casa e ou imedia¢cdes ha present

17 —Qual o destino dos dejetos? mosquitos?

(1) Rede de esgoto (2) Fossa séptica (3) (1) Sim (2) N&o (9) NSI

Fossa negra (4) Vala (5) Outros (9) NSI 35 — Existem criadouros de mosquito na residénci

18 —Onde se joga o lixo? proximo a ela?

(1) Carro de lixo da prefeitura (2) Terreno balc (1) Sim (2) Nao (9) NSl

(3) Queimado (4) Outros (9) NSI 36 —A residéncia fica localizada préximo:

19 —Ha energia elétrica na Residéncia? (1) Terrenos alagados (2) Esgotos a@erto (3) Ric
(1) Sim (2) Nao (9) NSl ou lago (4) Criagdo de porcos (5) Mata (6) Criagde

Reservatérios/moradia galinhas (9) NSI

20 —Vocé reside em casa: 37 — H& pessoas com LT ou que tiveram LT
(1) Propria (2) Alugada (3) Cedida (4) Outros residéncia?

21 -Tipo de Moradia: (1) Sim (2) N&o (9) NSI

(1) Alvenaria (2) Palha (3) Taip
(4) Adobe (5) Nao rebocada (9) NSI




38 — Nome da pessoa que teve ou esta com a do&Aca L

Nome

Nome

Nome

Nome

Nome

Nome

39 —Foi
(1) Sim

tratado?
(2) N&o (9) NSI

40 -Com que?
(1) Antimonial pentavalente (2) Medicagéo caseBpRegresséo espontanea (4) Outros (9) NSI

41 —Existéncia de pessoas com LT na vizinhanga namdléno?

(1) Sim

12 Fase
23 Fase
12 Fase
22 Fase

(2) N&o (9) NSI

Idade ___ Ano
Idade ____ Ano
Idade ___ Ano
Idade ___ Ano
Idade ___ Ano
Idade ____ Ano

Exames Laboratoriais realizados:
IDRM (__ /| ) Leitura (48/72h) mm (+) ou (-)

IDRM (__ /| ) Leitura (48/72h)
CELISA(_ /1)

mm (+) ou ()

"ELISA(__ /1)

Classes Econdmicas:
Posse de itens: circular o quadrado correspondente

Total de pontos para posse de itens

N&o tem Tem

1 2 3| 4ou+t
Televisdo em cores 0 2 3 i 5
Réadio 0 1 2 3 4
Banheiro 0 2 3 4 4
Automovel 0 2 4 5 5
Empregada mensalista 0 R 4 4 4
Aspirador de p6 0 1 1 1 1
Magquina de lavar 0 1 1 1 1
Videocassete ou DVD 0 Y. 2 p 2
Geladeira 0 2 2 2 2
Freezer (aparelho independente ou parte| da O 1 1 1 1
geladeira duplex)

42. Classificagdo Econémica Brasil POSSE

43. Grau de instrucdo do chefe de familia
(0) Analfabeto/primario incompleto
(1) Primario completo/ginasial incompleto
(2) Ginasial completo/colegial incompleto
(3) Colegial completo/superior incompleto
(5) Superior completo

OBS: primario corresponde hoje da 12 & 42 Série dmnerfundamental (antigp
primeiro grau), o ginasial da 52 A 82 Série deirem fundamental e o colegial

correspondente ao antigo segundo grau.

Total de pontos para grau de instrugdo do chefe de familia

INSTRUCAO




13.2 Anexo Il - QUESTIONARIO INDIVIDUAL

INQUERITO EPIDEMIOLOGICO E IMUNOALERGICO

QUESTIONARIO INDIVIDUAL

Centro de Pesquisas Gongalo Muniz — Fundagéo OsvzaldnBA
(Laboratorio de Imunoparasitologia — LIP)
Centro de Referéncia em Doengas Endémicas Pirajivda-SCEDERPES/PIEJ]

CASA N*: DATA DO PREENMIENTO: / /

Dados de Identificacdo

1- Nome: Apelido
2 - Data de Nascimento: / / I[dade

3 - Sexo: (1) Masculino  (2) Feminino  (9) NSI

4 - Cor: (1) Branca (2) Negra (3) Parda (4) Amau@l) NSI

5 - Ultima procedéncia

6 - Residéncia atual

7 - H4 quanto tempo?

8 - Endereco para contato

Ponto de &efiar:

10 - Situacdo conjugal do entrevistado:

(1) casado (2) solteiro (3) morando junto §&parado (5) divorciado (6) vidvo (9) NSI
11 - Atividade principal do entrevistado:
12 - Teve LT ou apresenta alguma sintomatologia sivgés

(1) Sim (2) Nao (9) NSI
13- Foi tratado?

(1) Sim (2) Nao (9) NSI
14- Com que?

(1) Antimonial pentavalente (Glucantime) (2) Medicacdo caseira

(3) Regresséao espontanea (4) Outros (9) NSI

Exames Laboratoriais realizados:

12 Fase: IDRM (__/ /| ) Leitura (48/72h) mm (+) ou (-)

22 Fase: IDRM (___ /| ) Leitura (48/72h) mm (+) ou ()

12Fase:ELISA(__ [/ | )

22Fase:ELISA (/| )




13.3 Anexo Il - TERMO DE CONSENTIMENTO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O objetivo desta pesquisa € determinar 0 que lignaras pessoas a desenvolverem ancideishmanios
tegumentar (ferida brava). Nés estamos convidami@ ¥ a sua familia para participarem deste es
porque vocés residem em uma regiao onde a LT éroomids acompanharemos sua familia com vi:
domiciliares, com objetivo de identific se alguém da familia foi infectada pelo paragiie causa
leishmaniose tegumentar. Para isto, nds consultaem pessoas que moram em casa. Solicitaremc
vocés doem um pouco de sangue (aproximadamentecolimer de sopa = 15cc). Este sangué seadc
para avaliar a resposta imune ao parasita que é@igshananiose, realizacdo de hemograma e extrag
DNA que serdo utilizados em estudos para deternféares genéticos envolvidos com o desenvolvim
de doencas infecciosas, como leishmaniose e tubse;ie doencas aubmunes. Nés também realizaren
os testes intradérmicos para determinar exposicBislamaniose. Se alguém apresentar algum sin
doenca sera encaminhado a um centro de salude pitahgmra realizacdo de exames labaiate e
tratamento, caso seja necessario.

PROCEDIMENTOS
Abaixo esta descrito o procedimento a ser seguagi@ aqueles que concordarem em participar

1. Responder um questionario referente a sua saude;

2. Realizagéo de exame fisico;

3. Doagdo de sangue, vocé padigerir sua dieta normalmente no dia da doagée.faremos a assep:
do seu braco com alcool e em seguida usaremoshigdete. N6s coletaremos sangue do seu b
utilizando técnica estéril.

4. O teste intradérmico sera realizado através dacagém dos antigenos deeishmania(teste de
Montenegro) na face anterior do antebraco, utitivaseringas de 1cc. Retornaremos apds 48
para avaliar a resposta e entregar o resultadedoses realizados.

RISCOS

Os riscos possiveis associados a parti@paneste estudo séo os seguintes: Os riscosoredaais a colel
de sangue sdo sangramentos ou equimoses, infea@gmaio. Os riscos do teste cutdneo sdo infec
uma area grande de enduracao cujo tratamentoeserartilizando esterdide topico.

BENEFICIOS

Os beneficios em participar deste estudo sdo & ws membros de sua familia serdo monitorizada
avaliar se apresentam algum sinal de infeccdo amieeémunes a desenvolver a LT. Para os doador
sangue, nao ha beneficio aparente. No entantaeespeue os resultados desde estudo sejam medids
efetivas para o controle da LT.

Além de nossa pesquisa, nds realizaremos testgainans e de pele que podem indicar se vocé teumi
problema médico. Nos trataremos os problemas me&di@s simples. Ndo havera énus para vocé
decorréncia dos testes ou tratamento que realipstePara problemas médicos mais complexos, voéé
encaminhado a um posto de saude ou hospital. Estgoendo reembolsara por tratamento realizado.




CONFIDENCIALIDADE DO ESTUDO

Registro da participagdo neste estudo sera maobidiiddencial, até o limite permitido pela lei. Notanto,

agéncias Federais regulamentadoras no Brasil, oit&ode ética da Fundagdo Oswaldo Cruz

(FIOCRUZ/Ba), pode inspecionar e copiar registradipentes a pesquisa e estes podem conter inféasac

identificadoras.

Nés guardaremos os registros de cada individuosaentrancada, e somente os médicos trabalhando na

equipe terdo acesso a estas informacdes. Cadaidimdivecebera um nimero para ser utilizado
laboratério. Se qualquer relatério ou publicac&ulitar deste trabalho, a identificacdo do pacieétesera
revelada. Resultados serdo relatados de forma madare o individuo ndo sera identificado.

DANO ADVINDO DA PESQUISA
Se houver algum dano ou se algum problema ocoseortente deste estudo, o tratamento médico

fornecido sem énus para o paciente e sera provatimpelo Dr. Jackson Mauricio Lopes Costa ou ntédic

gue esteja trabalhando com ele. Se houver despeaadas de outras clinicas ou hospitais, cadaiitdd
serd responsavel pelas despesas.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA

Toda participacdo € voluntaria. Ndo ha penalidagi® mlguém que decida ndo participar neste est
Ninguém também serad penalizado se decidir dedigtiparticipar do estudo, em qualquer época
tratamento para a LT ndo sera diferente caso veciéal participar ou ndo desta pesquisa.

PERGUNTAS

Estimulamos que vocés fagam perguntas a respeifpesiguisa. Se houver alguma pergunta, por fa

no

sera

udo.

Vor,

contate o Dr. Jackson M.L.Costa (71) — 3356-878t&a261 no Centro de Pesquisas Gong¢alo Mgniz

(FIOCRUZ/Ba).

Nome da pessodefra de forma):

Responsavel Testemunha

Familia

COMPROMISSO DO INVESTIGADOR
Eu discuti as questdes acima apresentadas comdoddims participantes no estudo ou com o §

representante legalmente autorizado. E minha apigide o individuo entende os riscos, beneficio
obrigacdes relacionadas a este projeto.

, de de 2006.

Assinatura do Pesquisador

seu
5 e




