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. RESUMO

A leishmaniose tegumentar Americana (LTA) pode resultar de infecgbes humanas com
Leishmania (Viannia) braziliensis, o qual é responsavel por trés formas de doenca:
leishmaniose cutanea (LC), mucosa (LM) e disseminada (LD). As LC, LM e LD podem
ser encontradas em Corte de Pedra (CP), Bahia / Brasil. O objetivo deste estudo foi
investigar os mecanismos de manutencdo da endemicidade da LTA em CP. Foi
verificado se os casos humanos de LTA nesta regido ocorrem por meio de surtos ou
de casos esporadicos. No periodo de 2008 a 2011, 47 casos de LC, 35 de LM e 47 de
LD (129 LTA) foram incluidos no estudo. As coordenadas geograficas dos locais de
moradia desses pacientes foram coletadas por GPS e plotadas numa foto de satélite
de alta definicAo da regido e geo-referenciada, usando o sistema de informacao
geografica (SIG). Cada forma de LTA foi analisada separadamente. Para cada caso
novo de uma forma de LTA diagnosticado (ex. LC, LM e LD), a distancia dos casos
anteriores e que ocorreram nos 3, 6 e 12 meses anteriores, foram calculados usando a
ferramenta SIG. Em seguida, foi avaliada a correlacdo entre a frequéncia de casos
recentes préximos aos casos novos diagnosticados e as distancias destes novos
casos diagnosticados. De forma geral e na maioria dos estratos considerados, 0s
casos de LC e LD mostraram uma correlacdo inversa significante entre as frequéncias
de casos recentes e a distancias dos casos novos diagnosticados, sugerindo que, para
estas formas de doenca e em CP, os surtos sdo mais frequentes do que 0s casos
esporadicos. Os casos de LM ndo apresentaram correlacdes sugestivas de
agrupamento da doenca. Isto sugere que a LM possivelmente ocorre como forma de
doenca esporadica, embora uma amostragem maior seria necessaria para reforcar
esta conclusdo. Procurou-se também trazer a luz do conhecimento a clonalidade
destas infec¢gbes de dentro do hospedeiro. Na avaliagcéo preliminar, foram cultivados e
genotipados 94 parasitos obtidos de pacientes com LTA incluidos no estudo. Na
caracterizacdo genotipica, foi realizado o sequenciamento de um locus polimorfico,
localizado a partir da posicdo 3074 do cromossomo 24. Em 87% dos isolados
testados, apenas 1 ou 2 haplétipos de SNP e indels foram detectados no locus
CHR24/3074, sugerindo que estas infec¢cbes apresentaram um ou dois clones
predominantes de L. (V.) braziliensis. Entretanto, estas analises precisam ser
expandidas para os materiais biopsiados, os quais refletem melhor o que ocorre no
tecido do hospedeiro, particularmente devido a tendéncia de alguns clones parasitarios
se adaptarem melhor ao cultivo in vitro do que outros. Finalmente, avaliou-se a
distribuicdo dos 4 haplotipos mais frequentes na populagdo de L. (V.) braziliensis
previamente genotipada. A andlise visual dos mapas plotados com os hapétipos
indicou uma ampla disperséo dos 4 haplétipos na area endémica. A falta de agregacao
dos haplétipos na area de estudo sugere que esses hapl6tipos iniciaram a sua
dispersdo alguns anos atras e isso permitiu a eles ocuparem toda a regido de CP. A
outra possibilidade é que talvez o locus CHR24/3074 seja conservado demais para
distinguir a populagdo L. (V.) braziliensis estudada. De forma geral, o cenario que foi
descrito aqui € de infecgbes humanas oligoclonais, 0os quais ocorreram a partir de
surtos de LC e LD, e de casos esporadicos de LM.

Palavras-chave: Leishmania (Viannia) braziliensis, Distribuicdo Geografica, Endemia.
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ABSTRACT

American tegumentary Leishmaniasis (ATL) may result from human infection with
Leishmania (Viannia) braziliensis, which causes three forms of disease: cutaneous
(CL), mucosal (ML) and disseminated Leishmaniasis (DL). CL, ML and DL can be
found in Corte de Pedra (CP), Bahia / Brazil. In the present study we aim to
progressively clarify the mechanism of maintenance of the ATL endemics in CP. We
assessed whether the human cases of ATL in that region occur in clusters indicative of
outbreaks or isolated like sporadic cases. Forty-seven CL, 35 ML and 47 DL cases
(129 ATL) were enrolled in CP between 2008 and 2011. Geographic coordinates of
their living sites were collected by GPS and plotted onto a high definition, geo-
referenced, satellite photograph of the region, using a geographic information system
(GIS). Each form of ATL was analyzed separately. For each new diagnosed case of
that particular form of ATL (i.e. CL, DL or ML), the distances for the preceding cases
that occurred in the 3, 6 and 12 preceding months were calculated using the GIS tool.
Then the correlation between the frequencies of recent cases closest to newly
diagnosed cases and incremental distances to these newly diagnosed cases were
evaluated. Overall, CL and DL showed significant inverse correlations between
frequencies of recent cases and distances to newly diagnosed cases in most time
strata taken into account, suggesting that outbreaks are more frequent than sporadic
cases of these diseases in CP. ML did not display correlations suggestive of clusters of
disease. This suggests that ML may occur as sporadic cases, although a larger sample
is necessary for reinforcing this conclusion. We also sought to shed some light on the
clonality of these infections within the host. In a preliminary evaluation, parasites of 94
of the ATL patients enrolled in this study were cultured and genotyped by sequencing
of a polymorphic locus starting at position 3074 in chromosome 24 of the parasites of
CP. Eighty seven percent of these isolates showed only 1 or 2 haplotypes of SNPs and
indels detectable for the CHR24/3074 locus, suggesting that these infections presented
one or two predominant clones of L. (V.) braziliensis. However this analysis needs to
be expanded to biopsy specimens, which better reflect what occurs in the host tissues,
particularly given the tendency of some clones of the parasite to adapt better to in vitro
culturing than others. Finally, we evaluated the distribution of the four most frequent
haplotypes found among the previously genotyped isolates. Visual analysis of the
haplotypes plotted maps indicates a broad dispersion of 4 haplotypes on endemic area.
The lack of aggregation of the haplotypes on the study area suggests that these
haplotypes begun their dispersion on CP many years ago, and this abled to them to
currently occupy all region of the study area or the CHR24/3074 locus is too conserved
and unable to distinguish the studied L. (V.) brasiliensis sample. All in all, the picture
that is emerging is of oligoclonal human infections, which occur in clusters for CL and
DL, and as sporadic cases of ML.

Keywords: Leishmania (Viannia) braziliensis, geographic distribution, endemic.
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II. OBJETIVOS

II.L1GERAL

Avaliar a estrutura da endemia (se mantida por casos esporadicos ou

por surtos) e a clonalidade das infeccbes humanas pela L. (V)

braziliensis.

1.2 ESPECIFICOS

Genotipar os parasitas isolados de casos de LTA ocorridos em Corte
de Pedra-Ba entre 1992 e 2001, e entre 2008 e 2011, atraves do
sequenciamento de seis loci polimérficos (CHR 24/3074, CHR
26/765, CHR 28/ 195696, CHR 28/425451, CHR 32/1356278, CHR
35/335652) identificados na L. (V) braziliensis da regido (Queiroz et

al., 2012);

Identificar a frequéncia alélica para esses loci em cada isolado

parasitario avaliado;

Avaliar a distribuicio dos casos de LTA recrutados e
georeferenciados através do mapeamento em foto de satélite da

regido entre 2008-2011;

Avaliar se a endemia € mantida por casos esporadicos dos clones de
L. (V) braziliensis ou surtos, empregando-se os dados das
genotipagens dos isolados da L. (V) braziliensis e do mapeamento

dos casos acima;
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e Avaliar a clonalidade das infeccbes humanas com base nas
frequéncias de alelos encontradas nas genotipagens dos isolados

parasitarios.
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ll. INTRODUCAO

As leishmanioses constituem um espectro de doencas que acometem,
sobretudo, as regides tropicais e subtropicais da Terra. Elas sdo causadas por
diversas espécies de protozoarios do género Leishmania e transmitidas de
animais para o homem por fémeas de flebotomineos infectadas (Gontijo et al.,
2003; Queiroz et al., 2012; Schriefer et al., 2004-2009). Constituem um
problema de salde publica global sendo considerado, pela OMS, e estédo entre
as seis infec¢Bes parasitarias mais frequentes no mundo. Estima-se que a
incidéncia anual da doenca estd em 2.000.000 individuos e a prevaléncia em

12 milhdes de casos (WHO, 2009).

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) €& causada pelos
parasitas dos complexos Leishmania mexicana e Leishmania braziliensis no
Novo Mundo (Marsden et al., 1985). A LTA ocorre nas Américas desde o sul
dos Estados Unidos até o norte da Argentina. O foco mais importante é o sul-
americano, que compreende todos os paises do continente, com excecao do

Uruguai e do Chile (Montenegro, 1926; Desjeux, 1999).

A incidéncia de LTA no Brasil tem aumentado nos ultimos 20 anos, em
praticamente todos os estados (Gontijo et al., 2003; Jirmanus et al, 2012).
Eventualmente, em regifes ja colonizadas, permaneceram areas de matas
nativas, onde animais silvestres sédo reservatorios de Leishmanias (Dourado et

al., 1989; Gontijo et al., 2003; Negréo et al., 2009).

Duas formas classicas de LTA podem resultar da infeccdo humana por
Leishmania (Viannia) braziliensis: leishmaniose cutanea localizada (LC) e

mucosa (LM) (Murray et al., 2005). A leishmaniose disseminada (LD) € uma
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terceira forma, emergente, de LTA causada pela L. (V.) brazilienses, a qual
ocorre, sobretudo, no nordeste do Brasil (Costa et al.,, 1986; Turetz et al.,
2002). Essa variedade de desfechos de leishmaniose pode ser
simultaneamente encontrada em Corte de Pedra, uma area endémica para LTA

situada no sudeste do estado da Bahia (Schriefer et al., 2004).

LC, LM e LD sao entidades distintas, apresentando diferentes
caracteristicas clinicas. LC € comumente limitada a uma ou poucas Ulceras de
pele frequentemente encontradas em membros (Murray et al., 2005). Na LD,
multiplas lesdes de pele (i. e. dez ou mais), ulceradas ou ndo, sao
simultaneamente encontradas em mais de uma area do corpo do paciente, as
quais podem ser precedidas por periodo febril transitorio (Carvalho et al., 1994;
Costa et al.,, 1986; Turetz et al.,, 2002). LM afeta, sobretudo, boca, nariz e
mucosa faringea. LM pode levar a lesbes desfigurantes da face, além de
destruicdo grave em boca, laringe e faringe (Marsden et al., 1986; Murray et

al., 2005).

Os estudos que abordam a epidemiologia da LTA tém enfocado,
sobretudo, distribuicdes de formas clinicas, bem como de espécies e cepas
parasitarias em diferentes regides do globo (Costa et al., 2005; Schriefer et al.,
2004-2009). A despeito do conhecimento gerado por esses trabalhos, a
literatura ndo aborda como € mantida a endemia em areas afetadas, se por
casos esporadicos ou por surtos, tdo pouco se a infeccdo humana é
monoclonal (uma cepa) ou policlonal (mais de uma cepa). Esses sao
conhecimentos muito importantes, para o controle das endemias para o melhor
planejamento e logistica de insumos e profissionais da saude nas areas

afetadas, e para o manejo clinico dos casos de LTA.
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IV. FUNDAMENTACAO TEORICA

V.1 Historico e sumario do Género Leishmania e seus vetores

O primeiro parasita do género Leishmania foi identificado em 1885, na
india, por Cunningham em casos de leishmaniose visceral (Cunningham, 1885
apud: Medeiros et al., 1999). Em 1903, Leishman e Donovan descreveram o
parasita como pertencente a familia Trypanosomatidae, responsavel por uma
manifestacdo clinica do tipo visceral, ainda na india (Oumeish, 1999) e Ross
criou o género nomeado de Leishmania donovani (Oumeish, 1999; Awasthi et
al., 2004). O primeiro cultivo do parasito foi realizado em 1908 por Nicolle que o
cultivou num meio de cultura chamado NNN (Nicolle, Novy e McNeal) (Nicolle,
1908, apud: Oumeish, 1999). Em 1855, na América do Sul, Cerqueira
denominou clinicamente como “Botdo de Biskra” a enfermidade observada na
pele (Basano et al., 2004; Medeiroes et al., 1999). Entretanto, a doenca foi
confirmada pela primeira vez em 1909 apds Lindenberg encontrar formas
de Leishmania, idénticas a Leishmania tropica (Wright, 1903) da leishmaniose
do Velho Mundo, observar e comparar as lesbes cutadneas e nasofaringeas de
individuos que trabalhavam em matas do interior de Sdo Paulo, ap0s ser
observado a presenca da doenca na Italia em individuos provenientes de Sao
Paulo (Medeiros et al., 1999; Oumeish, 1999; Basano et al., 2004). Em 1911,
Gaspar Vianna denominou o parasito que causava a doenca no Brasil de
Leishmania braziliensis, diferenciando-o da Leishmania tropica ao atribuir a
doenca a uma nova espécie (Vianna, 1911 apud: Oumeish, 1999).

A Leishmania € um protozoario parasito intracelular obrigatorio das
células do sistema fagocitico mononuclear, que pertence a

familia Trypanosomatidae e apresenta duas formas evolutivas principais:
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promastigota (flagelada), encontrada no tubo digestivo do inseto vetor; e
amastigota (aflagelada), presente nos tecidos dos hospedeiros vertebrados
(Gontijo et al., 2003; Basano et al., 2004). Na familia Trypanosomatidae
existem outros géneros importantes relacionados a ocorréncia de doencas,
como o Trypanosoma. A Leishmania possui o0 ciclo de vida heteroxénico,
sobrevivendo em hospedeiros vertebrados e insetos vetores, responsaveis pela
transmissao dos parasitas entre os vertebrados (Gontijo et al., 2003; Basano et
al., 2004).

A variedade de espécies é uma caracteristica do género Leishmania.
Cerca de 14 espécies distintas sdo responsaveis por leishmanioses no Novo
Mundo, entre elas a Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.) peruniana, L. (V.)
guyanensis, L. (V.) panamensis, L.(V.) lainsoni, L.(V.) shawi, L.(V.) naiffi,
Leishmania (Leishmania) mexicana, L.(L.) amazonensis, L. (L.) pifanoi, L.(L.)

venezuelensis causadoras de lesdes cutaneas e mucosas, e L. (L.) infantum /

L. (L.) chagasi causadora de infecgdes viscerais (Thomaz Soccol et al., 1993).

As fémeas dos insetos pertencentes aos géneros Phlebotomus e
Lutzomyia, coletivamente chamados de flebotomineos, sdo os vetores
responsaveis pela transmissdo das leishmanioses. Nas Ameéricas, a
transmissao é realizada pelo género Lutzomyia, tendo sido descritas cerca de
350 espécies distribuidas desde o sul do Estados Unidos até o norte da
Argentina (Basano et al., 2004; Negréo et al., 2009).

Esses insetos pertencem a Classe Insecta, Ordem Diptera,
Familia Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae, Género Lutzomyia — no Novo

Mundo, e Phlebotomus - no Velho Mundo (Ross 1903), recebendo

denominacdes populares diferentes de acordo com a regido geografica, como
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mosquito palha, tatuquira, birigui, entre outros. As principais espécies
transmissoras da LTA no Brasil sdo: Lu. flaviscutellata, Lu. whitmani, Lu.
umbratilis, Lu. intermedia, Lu. wellcome e, Lu. migonei (Medeiros et al., 1999;

Gontijo et al., 2003).

IV.2 Leishmaniose Tegumentar Americana

As leishmanioses compreendem um grupo de doengas que acometem o
homem, causadas por diversas espécies de protozoarios do género
Leishmania e transmitidas entre animais e seres humanos por fémeas de
flebotomineos infectadas, estabelecendo um espectro de doencas que ocorrem
na Africa, Europa, Asia e América (Desjeux, 1992).

As leishmanioses constituem um problema de sadde publica global e, de
acordo Organizacdo Mundial da saude (OMS), sdo consideradas como uma
das seis doencas infecciosas parasitarias mais frequentes e importantes no
mundo.

A doenca pode ser classificada de acordo com os seus aspectos clinicos
em Leishmaniose Tegumentar e Leishmaniose Visceral (Gontijo et al., 2003;
Medeiros et al, 1999). No Brasil, ocorrem a Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA) e a Leishmaniose Visceral Neotropical ou Americana. A LTA
€ um importante problema de saude publica e sua incidéncia no Brasil é de
aproximadamente 35.000 casos por ano (Secretaria de Vigilancia de Saude,
Brasil, 2007).

A LTA é uma doenca causada por varias espécies de protozoarios do

género Leishmania, ndo contagiosa, de evolucdo cronica e provoca lesdo
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localizada ou difusa, na pele e/ou na regido nasofaringea dos individuos
infectados (Basano et al., 2004).

No Brasil, a LTA pode ser causada por diversas espécies do género
Leishmania. A L. (V.) braziliensis € a espécie mais importante envolvida na
LTA e esta distribuida amplamente pelo Brasil, abrangendo outros paises da
América Latina. H& indicios de que um complexo de subespécies esti
envolvido nessas infec¢cdes (Medeiros et al., 1999; Basano et al., 2004). Foram
encontrados parasitas semelhantes em roedores, como Akodon sp.,
Proechimys sp., Rattus sp., Oryzomys sp. e Rhipidomys sp. e no marsupial
Didelphis sp (Medeiros et al., 1999; Basano et al., 2004; Brasil, 2007).

Apresenta vetores antropofilicos, com picadas diurnas e de maior
atividade nas estacdes de chuva, além de outras espécies adaptadas em areas
peridomésticas, e ainda as de florestas primarias, como a Lu. whitmani, Lu.
migonei, Lu. pessoai, Lu. intermedia, Lu. carrerai. Cavalos, cdes, jumentos e
até gatos apresentam-se também como hospedeiros na transmissao
peridoméstica. No homem L. (V.) braziliensis causa a leishmaniose cutanea e a
leishmaniose cutaneo-mucosa (Medeiros et al., 1999; Basano et al., 2004), que
€ caracterizada por Ulcera cutédnea, Unica ou mdltipla, cuja principal
complicagdo é a metastase por via hematogénica, para as mucosas da
nasofaringe, podendo causar destruicdo desses tecidos (Silveira et al, 2004).
Além disso, a L. (V.) braziliensis € responsavel pela forma disseminada da
doenca, forma cutanea disseminada caracterizada por lesdes multiplas,
geralmente ulceradas, distribuidas por diversas areas do corpo, distantes do
sitio de inoculacao priméaria. A leishmaniose disseminada é uma terceira forma,

emergente, de LTA causada por L. (V.) braziliensis, com ocorréncia,
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principalmente, no Nordeste do Brasil (Carvalho et al., 1994; Azulay e Azulay
Jr., 1995; Turetz et al., 2002; Basano et al., 2004).

A L. (L.) amazonensis também responsavel pela leishmaniose cutanea,
leishmaniose cutaneo-mucosa, e pela leishmaniose cutanea difusa. E
distribuida, principalmente, em é&reas de florestas primarias e secundérias do
tipo varzea e igapd, na Amazbnia Legal (Amazonas, Par4, Rondbnia e
sudoeste do Maranhé&o). Além disso, € também encontrada na Bahia, Minas
Gerais, Sao Paulo e Goias, tendo como principal vetor o Lu. flaviscutellata, um
flebotomineo de habito noturno e pouco antropofilico, e Lu. olmeca nociva, que
apresenta-se como vetor secundario no Amazonas e em Rondoénia (Basano et
al.,, 2004; Secretaria de Vigilancia de Saude, Brasil, 2007). O principal
hospedeiro silvestre € o roedor Proechimys sp., mas ainda ndo existem
evidéncias bem definidas que indiquem que esses roedores sao realmente os
reservatorios dessa espécie de Leishmania (Secretaria de Vigilancia de Saude,
Brasil, 2007).

A L. (V.) guyanensis encontra-se, no Brasil, distribuida no Amazonas,
Par4, Amapa e Roraima, ao norte do rio Amazonas, tendo como hospedeiros a
preguica (Choloepus didactylus), o tamandua (Tamandua tetradactyla), o
marsupial Didelphis sp. e o roedor Proechimys sp. E transmitida pelos vetores
Lu. Umbratilis, Lu. anduzei e Lu. Whitmani (Follador et al., 1999; Secretaria de
Vigilancia de Saude, Brasil, 2007). No homem, a L. (V.) guyanensis causa a
leishmaniose cutédnea, com multiplas lesbes, sendo muito rara a presenca de
lesbes mucosas provocadas por esta espécie. As lesbes sédo
predominantemente ulceradas, cutaneas, unicas ou multiplas, sendo que as

lesGes multiplas sdo consequéncias de diversas picadas simultaneas de varios
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flebotomos infectados e/ou pela disseminacéo linfatica (Follador et al., 1999;
Basano et al., 2004; Secretaria de Vigilancia de Saude, Brasil, 2007).

A L. (V.) lainsoni foi identificada nos ciclos de transmissdo da LTA nos
estados do Para, Rondonia e Acre. Tem como hospedeiro a paca (Agouti
paca), e seu unico vetor conhecido e de baixa antropofilia, fator que pode
explicar o numero reduzido de individuos infectados, que € o Lu. ubiquitalis,
gue causa com baixa frequéncia a leishmaniose cutanea (Basano et al, 2004;
Secretaria de Vigilancia de Saude, Brasil, 2007).

A L. (V.) naiffi est4 distribuida nos estados do Amazonas e Para e tem
como hospedeiro o tatu (Dasypus novemcinctus). A transmissao é causada por
flebotomineo que apresenta alta antropofilia, mas com habitos zoofilicos pouco
conhecidos. Causa, principalmente, a leishmaniose cutanea no homem
(Follador et al., 1999; Basano et al, 2004; Secretaria de Vigilancia de Saude,
Brasil, 2007). A L. (V.) shawi pode ser encontrada no estado do Parda e no
oeste do Maranhdo. O parasito foi isolado de amostras de visceras e pele de
alguns mamiferos silvestres como: macacos (Chiropotes satanas e Cebus
apella), quati (Nasua nasua) e preguica (Choloepus didactylus). Lu. whitmani é
a Unica espécie de vetor transmissor dessa Leishmania, que habita troncos em
florestas primarias, estando associado aos hébitos dos animais silvestres
usados como reservatérios (Basano et al, 2004; Secretaria de Vigilancia de
Saude, Brasil, 2007).

O género Leishmania apresenta também uma diversidade de espécies
consideravel distribuida distintamente no Velho Mundo, sendo reconhecida
como parasita de relevancia médica (Silveira et al.,, 2004). O numero de

7

espécies descritas atualmente € muito amplo e novas propostas de
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classificacdo taxondmica para o género sao importantes (Cupolillo et al., 1998),
principalmente, que levam em consideracdo possiveis associacdes com 0s
desfechos clinicos da leishmaniose.

IV.3 Ciclo Biol6gico e Epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar

Americana

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) apresenta um ciclo de
transmissdo complexo, heteroxénico, alternado entre hospedeiros vertebrados
e os insetos vetores (Dourado et al., 1989; Gontijo et al., 2003). As fémeas dos
insetos vetores sdo as responsaveis pela transmissdo dos parasitas de um
vertebrado para outro, através da picada (Gontijo et al., 2003).

O ciclo biolégico de Leishmania sp. tem inicio quando fémeas dos
flebotomineos inoculam no hospedeiro vertebrado os parasitas sob a forma
promastigota. Esta forma passa por um processo denominado metaciclogénese
no intestino do vetor (Awasthi et al.,, 2004). Durante esse periodo, as
promastigotas sofrem modificacbes bioquimicas em sua superficie, que
permitem sua protecdo diante da ativacdo da via classica do complemento
(Bogdan et al., 1998). Essa ativacdo do complemento recobre o parasita por
fatores da cascata que sao reconhecidas pelas células hospedeiras, facilitando
a entrada nos macrofagos do hospedeiro vertebrado (Bogdan et al., 1998; DE
Almeida et al., 2003). O parasita inicialmente presente no intestino do inseto,
migra para a faringe e cavidade bucal, de onde ele é transmitido ao hospedeiro
vertebrado, durante o repasto sanguineo (Awasthi et al., 2004).

Nos vertebrados, os parasitas assumem a forma amastigota, que se
reproduz por fissdo binaria, obrigatoriamente dentro de células do sistema

monocitico fagocitario (Awasthi et al., 2004). Os macréfagos se rompem a
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medida que as amastigotas vao se multiplicando, ocasionando a liberagdo dos
parasitas. Os parasitas sao entdo fagocitados por outros macrofagos,
permitindo a persisténcia da infec¢cdo no organismo do hospedeiro (Awasthi et
al., 2004).

Finalmente, as formas amastigotas sédo ingeridas pelo flebotomineo
durante o repasto sanguineo, e diferenciam-se em promastigotas prociclicas no
aparelho digestivo do inseto, e em metaciclicas, forma infectante, na faringe.
Ao serem posteriormente inoculadas na pele dos mamiferos durante a picada
reiniciam este ciclo biologico (Awasthi et al., 2004).

A LTA é causada pelos parasitos dos complexos Leishmania mexicana e
Leishmania braziliensis no Novo Mundo (Marsden et al., 1985). A doenca tem
ocorréncia nas Américas desde o sul dos Estados Unidos até o norte da
Argentina. O foco mais importante é o sul-americano, que compreende todos
0s paises, com excec¢do do Uruguai e do Chile (Montenegro, 1926; Desjeux,
1999). Nos ultimos 20 anos, a incidéncia de LTA no Brasil tem aumentado em
praticamente todos os estados (Jirmanus et al.,, 2012). Eventualmente, em
regides ja colonizadas, permaneceram areas de matas nativas, onde animais
silvestres sao reservatérios de leishmanias. Além disso, a leishmaniose
também é observada em torno de habitacbes e, neste caso, animais
domésticos e roedores podem ser reservatorios dos parasitos (Dourado et al.,

1989).

A L. (V) braziliensis é a espécie causadora de LTA de maior importancia
no Brasil (Oliveira et al., 2004). Essa espécie é frequentemente encontrada em
areas do pais onde ocorrem intensas modificagcbes ambientais e que

apresentem resquicios de Mata Atlantica. A L. (V.) braziliensis possui uma
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distribuicdo geografica ampla, abrangendo desde o sul do Pard, a regido
Nordeste e o centro-sul do pais, além de acometer algumas areas da

Amazonia Oriental (Oliveira et al., 2004).

Outras espécies de Leishmania também sdo encontradas no pais
acometendo quase todas as regides. A L. (L) amazonensis é encontrada em
estados da regido Norte, restrita a regides de mata fechada. Além disso, essa
espécie é também encontrada em estados da regido Nordeste, Sudeste e
Centro-Oeste (Basano et al., 2004, Secretaria de Vigilancia de Saude, Brasil,
2007). Na regido Norte pode ser observado a presenca da L. (V) guyanensis,
distribuida no Norte da Bacia Amazbnica, estendendo para outros paises,
como Guianas, Equador, Peru e Venezuela (Basano et al., 2004; Secretaria de
Vigilancia de Saude, Brasil, 2007). Outras espécies foram descritas,
recentemente, que sao causadoras da LTA no Brasil, sendo elas a L. (V)
lainsoni, L. (V) naiffi e a L. (V) shawi, encontradas em casos humanos no Para
e maranhdo (Basano et al., 2004; Secretaria de Vigilancia de Saude, Brasil,

2007).

Estima-se que a incidéncia mundial anual da doenca esteja em
2.000.000 individuos e a prevaléncia em 12 milhdes de casos (Desjeux et al.,
2004). A incidéncia da LTA vem aumentando na América Latina, principalmente
no Brasil (Murray et al., 2005). Entre 1980 e 2003 ocorreram 523.975 casos
autdctones no pais, em sua maior parte nas regides Nordeste e Norte (Basano
et al., 2004). Esse aumento pode esta associado ao processo de colonizacao,
ou seja, mudancas de habitos do homem, ja que doengas que eram tipicas da

zona rural vém aumentando as ocorréncias na zona urbana e periurbanas,
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podendo estar atribuida a uma possivel adaptacdo do vetor em outros
ambientes (Oliveira et al., 2004).

No Brasil, os casos de LTA vém aumentando progressivamente,
distribuidos em quase todos os estados do pais nos ultimos 20 anos. A
incidéncia anual da doenca no Brasil aumentou de 10,45 casos por 100.000
individuos em 1985 para 18,63 casos por 100.000 individuos em 2000 (Oliveira
et al., 2004), com média anual de 35 mil novos casos, segundo a Organizacao
mundial da Saude. A regido Nordeste apresenta 39% dos casos de LTA no
pais, acometendo principalmente os estados do Maranhdo, Ceara e Bahia
(Oliveira et al., 2004).

Nas ultimas décadas a LTA vem apresentando modificacbes em sua
distribuicdo geografica, deixando de ser uma doenca circunscrita a zona rural.
O numero de casos nas areas urbanas e periurbanas tém aumentado, estando
associado a uma possivel adaptacdo do inseto vetor a novos ambientes
(Cupolillo et al., 1998; Basano et al., 2004). A capacidade de adaptacdao dos
parasitos e vetores a mudancas ambientais, como desmatamento e
urbanizacdo, podem estar contribuindo para o aumento da incidéncia da LTA

no Brasil (Cupolillo et al., 1998; Oliveira et al, 2004).

IV.4 Aspectos Clinicos e Imunolégicos da Leishmaniose

Tegumentar Americana causados pela Leishmania (Viannia) braziliensis

A patogénese da LTA depende de diversos fatores, como parasito,
estado imunolégico genético do hospedeiro, co-morbidades que este passa

apresentar, e também de substancias inoculadas pelos vetores durante a
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transmissdo dos parasitas (Carvalho et al.,, 1994; Schriefer et al., 2004,
Castellucci et al., 2005; Queiroz et al., 2012). Na maioria das formas clinicas, a
patologia da LTA estd associada a resposta Thl exagerada nem sempre
modulada. Células como macrofagos, neutréfilos e dendriticas, além de
moléculas produzidas por essas células tem mostrado ter participacdo no

controle e patogénese da LTA (Carvalho et al., 1994; Bacellar et al., 2002).

As les@es tipicas da LC sdo caracterizadas por Ulceras com bordas
elevadas, infiltradas, de cor eritematoviolacea, recoberta por secrecao serosa
ou sero-purulenta; a Ulcera tipica recebe a denominacdo de “Ulcera em
moldura” (Silveira et al., 2004). A LC é comumente limitada, apresentando uma
ou poucas Ulceras de pele, frequentemente, encontradas em membros e outras
areas expostas, como a face (Barretto et al., 1981; Silveira et al., 2004). Os
pacientes com LC apresentam a resposta imune do tipo Thl moderada e bem
regulada contra os antigenos de Leishmania, caracterizada por um elevado
nivel de Interferon-gama (IFN-y), que é uma citocina de ativacdo dos

macrofagos (Carvalho et al., 1994; Bacellar et al., 2002).

Na LM, o acometimento mucoso tem inicio com eritema e uma discreta
infiltracdo do septo nasal seguida de ulceracdo e perfuracdo do septo
cartilaginoso. As asas nasais e o labio superior podem também ser acometidos.
Essas les6es podem levar a desfiguracédo da face, além de destruir gravemente
a boca, laringe e faringe (Marsden et al., 1986; Bacellar et al., 2002). A LM é
acompanhada de uma exagerada imunidade celular, com producéo
exacerbada de citocinas pro-inflamatérias, como IFN-y e TNF contra antigenos

de Leishmania (Costa et al., 1986; Bacellar et al., 2002).
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Na LD, multiplas lesbes de pele, ulceradas ou ndo, sdo simultaneamente
encontradas em mais de uma area do corpo do individuo, as quais podem ser
precedidas por periodo febril transitério (Costa et al., 1986; Carvalho et al.,
1994; Turetz et al., 2002). A resposta imunolégica dessa forma da doenca esta
caracterizada pela producdo de niveis elevados de IFN-y e TNF contra
antigenos parasitarios, porém mais baixos que os observados na LC e LM

(Turetz et al., 2002).

IV.5 Epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar Americana em

Corte de Pedra-BA

Na Bahia, a LTA é endemica em praticamente toda sua extensédo (Brito
et al., 2009) . As espécies de Leishmania causadoras de LTA na Bahia sdo a L.
(L.) amazonensis e a L. (V.) braziliensis, sendo esta Ultima a espécie mais
prevalente, podendo causar lesdes cutaneas e mucosas (Gontijo et al., 2003).

Uma variedade de formas clinicas de LTA (LC, LM e LD) pode ser
simultaneamente encontrada em Corte de pedra, area endémica que fica
situada em uma regido rural no sudeste da Bahia a 280 km do municipio de
salvador-BA (Schriefer et al., 2004). Corte de Pedra possui cerca de 20
municipios, uma extensao de aproximadamente 10.000 km? e apresenta
resquicios de Mata atlantica. Lu. (N.) whitmany e Lu. (N.) intermedia séo
fleb6tomos transmissores de L. (V.) braziliensis nessa area endémica
(Shcreiefer et al., 2009). Os residentes dessa area sobrevivem, principalmente,
da agricultura que muitas vezes foram florestas primarias e secundarias
(Schriefer et al., 2004). O posto de saude de Corte de Pedra, situado no

municipio de Tancredo Neves, € um centro de referéncia para o atendimento
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de pessoas com LTA e recebe cerca de 500 a 1.300 pacientes com essa
doenca anualmente (Jirmanus et al., 2012).

A LTA em Corte de Pedra é causada pela L. (V.) braziliensis (Costa et al.,
1986). Cerca de 5% ou menos de LTA em Corte de Pedra apresenta LM
(Marsden, 1986). Esse numero vem diminuindo progressivamente (Jirmanus et
al., 2012). A LD é a forma emergente da doenca na regido, sendo que no inicio
da década de 70, apenas 0,2% do total dos pacientes com leishmaniose tinham
essa forma da doenca, mas esse numero sofreu um aumento para 1,9% na
década de 90 (Turetz et al., 2002) e, atualmente, 2,3% dos pacientes com LTA,
em Corte de Pedra, desenvolvem a forma disseminada da doenca (Jirmanus et

al., 2012).

Schriefer et al (2009) demonstrou que os casos de LD sofreram um
aumento significativo em Corte de Pedra e que ocorreram por surtos, entre 0os
anos de 1993 e 2003. Eles realizaram uma inspecéo visual (mapeamento) por
geoprocessamento que mostrou a dispersdo e consequentemente 0 aumento
dos casos de LD na area endémica, e realizaram uma analise de correlacéo
entre as distancias dos casos recentes e 0s casos novos diagnosticados, e
constataram que a maioria dos casos ocorreu em até 7.500 metros, sugerindo
gue ocorriam por surtos da doenca. Esse estudo mostrou que existe um forte
indicativo que a doenca na regido ocorra por surtos, induzindo a um
aprofundamento nas analises, expandindo o nimero de casos, tempo e para as

demais formas clinicas de LTA.
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IV.6 Endemicidade da Leishmaniose Tequmentar Americana

Segundo a Organizacdo Mundial da saude, a leishmaniose esta
presente em 88 paises e é uma importante causa de endemias no continente
americano e no Brasil. No Brasil, assim como em outros paises da América do
Sul, a doenca pode se manifestar por meio de surtos epidémicos, em regides
que sofreram desmatamentos e onde pessoas acometidas pela doenca,
normalmente vivem de atividades do campo e moram proximas a regides de
mata nativa (Medeiros et al.,1999; Negréo et al., 2009).

A distribuicdo da LTA Brasil tem sofrido mudancas nos ultimos anos, e
com isso, 0 numero de casos observados em areas urbanas e periurbanas tém
aumentado, possivelmente devido a uma adaptacdo do inseto vetor a esses
novos ambientes (Oliveira et al., 2004). Ha indicios que, nesses locais, animais
domésticos como caes e equinos servem de reservatorios, como observado em

areas da cidade do Rio de Janeiro (Medeiros et al., 1999; Basano et al.,2007).

A LTA, assim como as leishmanioses em geral, é dependente do fator
de viruléncia da espécie de Leishmania infectante e da resposta imune
estabelecida pelo hospedeiro humano (Medeiros et al., 1999). Além disso, a
variedade de parasitas que acometem diferentes populacdes e a relacdo dos
mesmos com 0s vetores e reservatorios pode ser um fator relevante para a
ocorréncia de endemias em areas afetadas (Medeiros et al., 1999). Espécies
de Leishmania de importancia médica apresentam caracteristicas relevantes
para a manutencdo da doenca em areas afetadas: sdo restritas a regides
tropicais e subtropicais do planeta, seus ciclos zoondticos envolvem animais

selvagens e domeésticos e a maioria das vezes infectam individuos que residem
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em areas rurais ou que mantém contato em areas silvestres (Cupolillo et al.,

1998; Oliveira et al., 2004).

Modificagdo nos padrdes ambientais devido a mudancas de habitos
humanos associados a alteracbes no meio ambiente tem contribuido para as
mudancas na forma de transmissdo e prevaléncia dos casos de LTA, ja que
dados sugerem a possibilidade de adaptacdo dos parasitos e vetores em

ambientes modificados ecologicamente (Cupolillo et al., 1998).

IV.7 Clonalidade das infeccdes na Leishmaniose Tegumentar

Americana

A diversidade genética das espécies de Leishmania esta relacionada
com a interacdo dos parasitas com seus vetores e reservatorios, além de ter
um papel determinante na manifestacao clinica da doenca (Queiroz et al.,
2012). Esse fato pode ser reforcado pela observacdo de que as cepas da
regido amazoénica tem uma maior heterogeneidade genética se comparado
com os isolados de outras regifes. A presenca de uma populacdo de parasitos
mais homogénea indica uma introducdo mais recente de uma nova cepa na

regido, seguida de sua expanséo clonal (Negréo et al., 2009).

Cepas epidemiologicamente relacionadas podem  compartilhar
caracteristicas, ja que séo derivadas da expansao clonal de uma Unica cepa. A
estabilidade molecular das cepas e a sua diversidade dentro da espécie podem
estar relacionadas a divergéncias genéticas evolutivas provenientes de
mutacOes aleatdrias que se acumularam ao longo do tempo (Maslow et al.,

1993).



40

A avaliacdo da variabilidade genética intra-especifica de L. infatum,
provenientes de diferentes hospedeiros, e regides geogréficas e formas clinicas
distintas, demonstrou a existéncia de heterogeneidade entre as cepas (Toledo
et al, 2002). A comparacao entre cepas de L. (V.) braziliensis provenientes das
regides Sudeste e Norte do Brasil demonstrou que o0s parasitos eram
geneticamente diferentes (Gomes et al., 1995). Esses estudos mostram a
importancia de compreender a estrutura clonal das espécies de Leishmania, ja
que este é um fator determinante para manutencdo a endemia em regides

afetadas.

Na regido endémica de Corte de Pedra, a L. (V.) braziliensis € a espécie
dominante e é responséavel por causar de trés formas distintas da LTA. Um
estudo recente demonstrou que a populacdo da L.(V.) braziliensis de Corte de
Pedra € multiclonal e que é formada por distintas subpopulacdes ou clados
parasitarios, que estdo associados a fendtipos complexos como forma de
doenca e distribuicdo geografica das formas de LTA (Schriefer t al., 2004;

Murray et al, 2005).

No mais recente estudo realizado por Queiroz e colaboradores (2012),
as sequéncias de seis loci polimoérficos dos genomas dos parasitos de Corte de
Pedra mostraram que certos gendétipos de L. (V.) braziliensis causam elevado
risco de desenvolvimento de LD nos individuos portadores de infeccbes com

aguelas cepas.

A identificacdo do comportamento clonal das cepas € de grande
relevancia, pois permite a deteccdo de polimorfismos genéticos especificos

para a espécie de Leishmania estudada e o seu uso como marcadores
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genéticos, possibilitando, um melhor controle da doenca em areas endémicas.
Além disso, a investigacdo da genética desse parasito, associados a outros
dados, como ambientais e aprofundamento no conhecimento comportamental
dos vetores e reservatorios, sdo informac¢des muito relevantes para uma melhor

compreensao da dindmica da doenca em areas afetadas.
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V. HIPOTESE

A hipétese deste estudo é que a LTA é mantida por surtos de infeccdes
humanas nos focos de endemicidade e que a maioria das infec¢cbes seja
causada por uma Unica ou poucas cepas parasitarias. Esta hipbtese é
parcialmente fundamentada por um trabalho recente do nosso grupo, o qual
evidenciou que a emergéncia da LD em Corte de Pedra - BA se deu por meio

de surtos (Schriefer et al., 2009).
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VI. JUSTIFICATIVA

Estudos epidemiolégicos sobre a LTA tém enfocado, sobretudo,
distribuic6es de formas clinicas ou espécies parasitérias e fatores de risco para
a infeccdo humana e animal (Schriefer et al., 2009). Esses estudos esclarecem
pontos importantes, mas ndo explicam como a endemia é mantida nos focos de
transmissdo ativa da LTA. A compreensdo acerca de como é mantida a
endemia em areas afetadas pela doenca, se por surtos ou casos esporadicos,
bem como se a infeccdo humana é causada mais frequentemente por uma
cepa (monoclonal) ou por mais de uma cepa (oligoclonal ou policlonal) é muito
importante, tanto para o controle das endemias quanto para o melhor
planejamento da logistica de insumos e profissionais da salude nesses locais, e
para 0 manejo clinico dos casos. Sobre este Ultimo aspecto, a demonstracédo
de monoclonalidade das infec¢cOes reforgaria a factibilidade de se identificar
biomarcadores parasitarios com valores progndésticos sobre os desfechos
clinicos e terapéuticos das infeccdes humanas pela L. (V.) braziliensis. No
presente estudo, empregamos a area endémica de Corte de Pedra-BA para

responder em parte essas questdes.
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VIl. DESENHO DO ESTUDO E METODOS

VII.1 Area de Estudo

O estudo foi realizado empregando amostras provenientes de uma area
endémica para Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), situada no
sudeste do estado da Bahia, denominada Corte de Pedra. Corte de Pedra é
uma regido composta por 20 municipios, em uma area rural anteriormente
dominada pela Mata Atlantica. Lu. (N.) whitmany e Lu. (N.) intermédia sao
flebotomineos que transmitem L.(V.) braziliensis em Corte de Pedra.
Residentes nesta area trabalham principalmente na agricultura, muitas vezes,
na proximidade de florestas primarias ou secundarias. Entre a populacdo, ha
pouca migracdo dentro ou para fora da regido. A média de tempo de
permanéncia dos participantes do estudo em seus endere¢cos no momento do
diagnéstico e amostragem do parasita foi de 17 anos, mais de 90% dos

participantes do estudo viviam em fazendas.

VII.2 Desenho do Estudo

Este € um estudo de corte transversal, onde avaliamos a agregacao
temporal de casos de LTA e gendtipos de L. (V) braziliensis em pontos da area
endémica de Corte de Pedra — Ba, no periodo de 2008-2011, bem como a
clonalidade de isolados parasitarios obtidos de pacientes da area em dois

periodos distintos: (1) 1992 — 2001; e (2) 2008 — 2011.

VII.3 Populacdo de Estudo

Os participantes do estudo consistiram em pacientes com LTA

recrutados no posto de saude de Corte de Pedra. Esses pacientes foram
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classificados de acordo com as definicdes da doenca em trés grupos: pacientes
com LM, com LD e com LC, no qual para cada caso novo de LM e/ou LD dois
casos de LC foram incluidos no estudo devido o nimero de casos de LC ser
maior do que as demais formas de LTA. Os diagnosticos foram realizados e 0s
sujeitos do estudo foram recrutados entre 1992 e 2001, e entre 2008 e 2011.
Todos os casos de LTA no presente estudo foram auto-referidos e
diagnosticados no posto de saude que trata aproximadamente 70% dos

pacientes com leishmaniose na regiao.

VII1.3.1 Definicdo de Casos

Leishmaniose cutanea (LC) foi definida pela presenca de uma ou poucas
lesbes cuténeas ulcerativas sem evidéncia de envolvimento da mucosa.
Leishmaniose mucosa (LM) foi definida como uma doenca metastatica com
lesbes da mucosa que afetam o nariz, boca, faringe, laringe e ou ndo contigua
com lesdes cutaneas primarias. Leishmaniose disseminada (LD) foi definida
como uma doenca com mais de 10 lesdes ulcerativas nodulares, acneiformes
ou espalhados sobre a pele em mais de duas areas do corpo. Pacientes que
apresentaram simultaneamente as definicdes para LM e LD foram classificados
como pacientes com LD. Todos os pacientes tiveram o diagndéstico confirmado
por: (1) isolamento de parasitas a partir da secrecdo da lesédo cultivados em
meio, (2) a deteccdo de DNA do parasita por PCR em amostras de bidpsia da

leséo, (3) teste de hipersensibilidade tipo tardia (Montenegro teste).
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VII.3.2 Critérios de Inclusdo e Exclusao

Foram incluidos no estudo pacientes com definicdo de caso para LC, LM
ou LD, confirmacéo laboratorial de LTA e que preencheram e assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), e excluidos aqueles
pacientes que apresentaram lesdes atipicas, gestantes ou menor de 18 anos
de idade e aqueles que nao quiseram participar do estudo ou completar o

TCLE.

Os procedimentos adotados nesse estudo foram aprovados pelos Comités
de Etica em Pesquisa (CEP) da Maternidade Climério de Oliveira, Universidade
Federal da Bahia, e da Universidade de lowa. O projeto e seus protocolos
clinicos foram também aprovados pelo NIH, nos EUA, e pela Comissdo
Nacional de Etica e Pesquisa (CONEP- 128/2008, 17.03.2008) no Brasil. O
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi obtido de todos os

individuos que participaram do estudo.
VII.3.3 Amostra

Os isolados de L. (V.) braziliensis foram obtidos através do aspirado da
lesdo dos pacientes diagnosticados com LTA no posto de salude em Corte de
Pedra, Bahia, Brasil. Trinta e cinco isolados de L. (V.) braziliensis da amostra
retrospectiva (1992 e 2001) utilizados para amplificacdo de seis loci
polimorficos e usados na andlise da clonalidade foram provenientes de 17
individuos com LC, 9 com LM e 9 com LD, e 129 isolados da amostra
prospectiva foram utilizados para analise de agregacao temporal e amplificacdo
de um locus polimorfico usado na avaliacdo da clonalidade obtidos de 35

pacientes com LM, 47 com LD e 47 com LC entre 2008 e 2011.
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VIl.3.4 Obtencao dos isolados parasitarios e estogue de DNA

gendmico de L. (V) braziliensis

Os isolados de L. (V.) braziliensis utilizados no presente estudo foram
cultivados a partir de material aspirado das bordas das lesbes de pele ou
mucosas. O material aspirado foi imediatamente suspenso em meio bifasico
LIT / NNN e incubado a 26 ° C durante uma a duas semanas. Em seguida, a
suspensao foi transferida para meio de Schneider (SCHNEIDER INSECT
EXTRACT MEDIUM< SIGMA), complementado com 10% de soro fetal bovino
inativado pelo calor e 2 mM de L-glutamina e incubado a 26 ° C durante um
periodo maximo de duas semanas. A determinacdo das espécies de
Leishmania isoladas foi baseada no PCR-RFLP do locus HSP70 e, mais tarde
confirmada por qPCR em tempo real. Os parasitas foram congelados em
DMSO a 10%, meio de crescimento a 90%, em nitrogénio liquido e

descongelados antes dos ensaios de genotipagem.

VII.3.5 Clonagem de fragmentos de DNA Gendmico de L. (V)

braziliensis amplificados por PCR

A selecéo dos alvos gendmicos de L. (V.) braziliensis a serem usados nas
genotipagens foi baseada em varias bandas geradas por RAPD, que tinham
sido Uteis para subtipagem isolados de L. (V.) braziliensis de Corte de Pedra
em estudo anterior (figural) (Schriefer et al.,, 2004). Esses loci foram
novamente amplificados por RAPD de cada um de nove isolados de L. (V.)
braziliensis, utilizando os iniciadores e protocolos anteriormente descritos. As

bandas de DNA resultantes foram clonadas no vetor pCR 2.1-TOPO
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(Invitrogen, Inc.) de acordo com as instru¢des do fabricante. Plasmideos foram
preparados a partir de seis clones de bactérias representativos de cada reacao
de transformacdo. Em seguida, os insertos desses plasmideos foram
sequenciados. Apdés o alinhamento das sequéncias homdlogas, seis loci
polimérficos (CHR 24/3074, CHR 26/765, CHR 28/ 195696, CHR 28/425451,
CHR 32/1356278, CHR 35/335652) foram identificados, os quais foram

utilizados durante todo estudo.

A B Cc

L1 L2 L3 L1 L2 L3 L1 L2 L3

<B2

Schriefer et al, 2004

Figura 1. Padroes eletroforéticos de amplicons gerados a partir do DNA gendémico de
Leishmania (Viannia) braziliensis, gerados por protocolos de RAPD previamente publicados
(separadamente representados nos painéis A, B e C) (30). As bandas marcadas foram excisadas,
clonadas e sequenciadas, e depois alinhadas, entre nove isolados de L. (V.) braziliensis de Corte de
Pedra, para a deteccdo de polimorfismos. Os loci polimérficos seguintes foram detectados entre os
parasitas de Corte de Pedra: (B1) CHR 24/3074 (cromossoma 24, com inicio na posi¢do 3074), (B2) CHR
26/765, (B3) CHR 28/195696, (B4) CHR 28/425451, (B5) CHR 32/1356278 e (B6) CHR 35/335652. O
locus CHR 26/765 foi também encontrado no cromossomo 33, a partir de posi¢do 1476284. (L1) marcador
de peso molecular. (L2, L3) Exemplos de isolados de L. (V.) braziliensis. (pb) de comprimento dos acidos

nucleicos estimados em pares de bases.
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Com base nas sequéncias geradas com 0s ensaios preliminares acima,
seis pares de iniciadores foram concebidos recentemente (tabela 1), e foram
utilizados para amplificar os loci selecionados de 35 isolados L. (V.) braziliensis
(Queiroz et al., 2012). Nessas reacfes, 3 ng de DNA genbmico foram
incubadas com 1 pmol de cada primer direto e reverso. As concentracdes de
MgCI2 e temperaturas de anelamento empregadas nas reacdes de PCR estao
listadas na tabela 1. As seguintes condicbes de amplificagdo foram
empregadas: 5 min a 95°C, seguido de 35 ciclos de 30 seg a 95°C, 1 min a
uma temperatura de anelamento indicados na tabela 1 (55° - 58°C), e 2 min a

72°C, seguido por uma extensdo final a 72°C durante 10 min.

Os amplicons foram submetidos a eletroforese e as bandas
correspondentes foram extraidas a partir de géis de agarose e clonadas em
vetor pCR 2.1-TOPO (Invitrogen, Inc.). Os plasmideos contendo cada um dos
seis fragmentos amplificados, a partir de cada um dos 35 isolados de L. (V.)
braziliensis, foram transformados em Escherichia coli DH5a competente. Mini-
preparacdes de plasmideo foram obtidos a partir de seis clones bacterianos por

locus representativos avaliado.

Para a analise das sequéncias de &acidos nucleicos dos loci polimorficos,
os insertos nos plasmideos foram sequenciados, empregando-se um iniciador
complementar para a sequéncia do bacteri6fago M13 presente no vetor. Os
sequenciamentos foram realizados na Macrogen Inc. (Seul, Coréia do Sul). As
sequéncias foram comparadas empregando-se o pacote de software mega 4,0.
Primeiro determinou-se a sequéncia consenso em todos os loci, comparando-
se os loci homadlogos nos diferentes isolados de L. (V.) braziliensis. Entdo, as

sequéncias de cada um dos seis loci foram analisadas para a identificacdo da
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ocorréncia de SNPs e / ou indels entre os varios segmentos homologos de

DNA gendmico parasitario comparados.

A fim de localizar fisicamente nos cromossomos homélogos da L. (V.)
braziliensis os loci polimorficos detectados no genoma do parasita, a sequéncia
de consenso de cada locus, obtido como descrito acima, foi baseada em cada
um dos cromossomas do genoma completo da L. (V. braziliensis
MHOM/BR/75 / M2904, acessado no site http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi.
Isto permitiu, por um lado, a identificacdo dos cromossomas contendo os loci e,
entdo a determinacdo do ponto de partida para cada locus dentro destes

cromossomas.

VII.3.6 ldentificacdo e caracterizacdo de loci polimérficos na L.

(Viannia) braziliensis causadora de Leishmaniose Tegumentar Americana

em Corte de Pedra

A estrutura populacional da L. (V.) braziliensis obtida de pacientes com
LTA que vivem em Corte de Pedra - BA foi descrita por Schriefer et al, 2004.
Subpopulagbes ou clados de parasitas foram identificados com base em
genatipos definidos por perfis eletroforéticos de alvos gendmicos amplificados
por RAPD. No presente estudo, foram utilizadas bandas dos perfis
eletroforéticos, gerados por RAPD de nove isolados foram clonadas e
sequenciadas para se definir sequéncias moleculares polimorficas nos
genomas desses parasitos, capazes de melhor discriminar cepas de L. (V.)
braziliensis de Corte de Pedra — BA (Schriefer et al., 2004). Foram encontrados
e caracterizados polimorfismos em seis sequéncias gendmicas amplificadas

por trés protocolos de RAPD nessas L. (V.) braziliensis. As bandas em que
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esses seis loci polimorficos foram identificados sdo mostradas na figura 1
(Schriefer et al., 2004). A tabela 1 lista as distribuicbes desses seis loci
polimérficos nos cromossomos do parasita, bem como alguns amplicons

(Queiroz et al., 2012).

A analise de 35 isolados de L. (V.) braziliensis obtidos de pacientes com
LTA de Corte de pedra, com diferentes formas da doenca, revelou um total de
27 SNPs e indels nos seis loci polimérficos. Com base no numero de isolados
em que os alelos de cada polimorfismo (SNP ou Indel) p6dem ser encontrados,
foi possivel se determinar alelos mais ou menos frequentes para cada posi¢ao
polimérfica nos cromossomos (tabela 2). Geralmente, um nucleotido
predominante pbdde ser encontrado na amostra, com substituicbes ou
insergbes-delegdes sendo observadas em um subconjunto menor dos isolados.
O sequenciamento de amplicons clonados nos permitiu a identificacdo de
haplétipos contendo diversos SNPs e indels em cada locus. A tabela 3 mostra
as frequéncias dos haplétipos encontrados. Dezessete hapl6tipos diferentes,
distribuidos nos seis loci, puderam ser identificados em pelo menos 10% dos

isolados de L. (V.) braziliensis avaliados (Queiroz et al., 2012).

VI1.3.7 Distribuicdo Geografica dos Casos de LTA em Corte de

Pedra— BA

A distribuicdo de casos de LTA em Corte de Pedra foi determinada pela
aguisicao das coordenadas geograficas por GPS das residéncias dos pacientes
diagnosticados com LTA, provaveis locais de transmissdo da doenca. As
coordenadas geograficas foram obtidas utilizando um aparelho Brunton Multi-

Navigator (Brunton Company, Riverton, WY, EUA), que tem uma precisao de
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15 m. As residéncias dos pacientes foram utilizadas como pontos de referéncia
para fins de padronizacdo. Acredita-se que a leishmaniose para ser transmitida,
principalmente, dentro de plantagbes, onde os moradores da regido vivem e
trabalham. Os dados coletados foram comparados estatisticamente, conforme
descrito abaixo, e plotados, para a inspec¢éo visual em medi¢cdes das distancias
entre casos de LTA e gendtipos de L. (V.) braziliensis, uma fotografia de
satélite de alta definicdo da regido de Corte de Pedra (ENGESAT, Curitiba,
Brasil), utilizando-se o sistema de informacao geogréfica (SIG) ArcGis versao 9

(Environmental Systems Research Institute Inc., Redlands, CA, EUA).

VI1.3.8 Anélise Estatistica

O mapeamento dos casos LTA em Corte de Pedra foi realizado com a
utilizacdo do sistema de informacdo geografica (SIG) ArcGis versao 9
(Environmental Systems Research Institute Inc., Redlands, CA, EUA) para
obtencdo das medidas das distancias entre 0s casos recentes e 0S casos
novos. Cada caso recente foi medido a cada caso novo surgido em estratos
temporais de 3, 6 e 12 meses precedidos e estratificados por forma de doenca:
LC, LD e LM. Essas distancias foram estratificadas pelos intervalos de
distancia de 0 — 2.500; 2.501 — 5.000; 5.001 — 7.500; 7.501 — 10.000; 10.001 —
12.500 e 12.501 - 15.000 metros. Entdo foi realizado o teste de regressao
linear (Correlacdo de Spearman) para comparar a distancia dos casos recentes
em relacdo aos casos novos. Um valor p < 0,05 foi considerado

estatisticamente significante.
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Tabela 2. Lista de SNPs / Indels encontrados por locus estudado da Leishmania

(Viannia) braziliensis de Corte de Pedra e frequéncias de seus alelos na amostra.

Alelos (proporgéo de isolados

Locus (banda) * Polimorfismo Posicao de L. (V.) braziliensis com cada
Cromossomal
alelo) **

SNP24/3099ag 3099 A/G (0.23/1)

SNP24/3120ga 3120 G/A (0.23/1)

SNP24/3136ta 3136 T/A (0.23/1)
CHR 24/3074

SNP24/3197ag 3197 A/G (0.23/1)
(B1)

Indel24/3207a- 3207 Alindel (0.23/1)

SNP24/3537ct 3537 CI/T (0.23/1)

SNP24/3672tc 3672 T/C (0.23/1)

SNP26/808ca 808 C/A (0.90/0.42)

Indel26/815-c 815 indel/C (1/0.17)
CHR 26/765*** SNP26/909ga 909 G/A (0.77/0.77)
(B2) SNP26/953tg 953 T/G (0.77/0.81)

SNP26/1007ga 1007 G/A (0.77/0.81)

SNP26/1050ac 1050 A/C (0.77/0.81)

SNP28/195926gc 195926 G/C (0.77/0.83)
CHR 28/195696

SNP28/196016cg 196016 C/G (0.77/0.83)
(B3)

SNP28/196100ga 196100 G/A (0.77/0.86)

SNP28/425481tc 425481 T/C (0.8/0.74)
CHR 28/425451

SNP28/425737ct 425737 C/T (0.83/0.71)
(B4)

Indel28/425996t- 425996 T/indel (0.69/0.83)

SNP32/1356321gt 1356321 G/T (0.97/0.31)
CHR 32/1356278

SNP32/1356500ca 1356500 C/A (0.94/0.61)

(BS)
Indel32/1356597¢c- 1356597 Clindel (1/0.12)



CHR 35/335652
(B6)
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SNP32/1356598ca 1356598 C/A (0.94/0.53)
SNP32/1356599ca 1356599 C/A (1/0.12)
SNP35/335735ca 335735 C/A (1/0.23)
SNP35/336018tc 336018 T/C (1/0.08)
SNP35/336094ca 336094 C/A (1/0.06)

Queiroz et al, 2012.

* Banda correspondente na Figura 1.

** Porcentagem de isolados que apresentaram o alelo particular no locus especificado.

*** Este locus € duplicado no cromossomo 33, na posigédo 1476284.

Tabela 3. Lista dos haplétipos encontrados em pelo menos 10% dos isolados de

Leishmania (Viannia) braziliensis de Corte de Pedra para cada locus estudado.

Locus

Haplétipos

(Proporcdao de isolados de L. (V.) braziliensis com os haplétipos)

CHR 24/3074

CHR 26/765*

CHR 28/195696

CHR 28/425451

CHR 32/1356278

CHR 35/335652

gaag-tc agtaact

(0.97) (0.23)

c-agac c-gtga a-gtga

(0.75) (0.44) (0.37)

cga gcg

(0.83) (0.66)

cct CC- tt-

(0.71) (0.11) (0.8)

gccce tccee gacac gaccc tacac
(0.82) (0.12) (0.37) (0.21) (0.19)
ctc cta

(1.0) (0.23)

Queiroz et al, 2012.

* Este locus € duplicado no cromossomo 33, na posigao 1476284.
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VIIl. RESULTADOS

VIIl.1 Avaliacdo da clonalidade nos isolados de L. (Viannia)

braziliensis obtidos de pacientes de LTA de Corte de Pedra

Empregando-se o conhecimento acerca dos haplotipos identificados
para a L. (V.) braziliensis, 35 isolados obtidos de casos de LTA diagnosticados
no posto de saude de Corte de pedra entre 1992 e 2001 foram genotipados. A
frequéncia de haploétipos distintos para cada locus parasitario em cada isolado
foi determinado e usado como indicador da clonalidade da amostra e possivel

clonalidade de infec¢cdo humana correspondente.

Praticamente todos os isolados estudados apresentaram um maximo de
dois haplétipos para os loci avaliados, com excecdo do locus CHR 28/425451,
para o final 4 isolados apresentaram mais de dois haplétipos (tabela 4).
Levando-se em consideracdo que em geral os genomas das Leishamnia sp.
sdo diploides, embora aneuploidias venham sendo descritas, os dados
sugerem que as amostras, e possivelmente as infeccbfes das quais se

originaram, sao clonais ou oligoclonais.

Para validar esse achado, uma amostra recente formada por isolados de
L. (V.) braziliensis provenientes de 94 pacientes de LTA, diagnosticadas em
Corte de pedra entre 2008 e 2011, foi genotipada de acordo com as
sequéncias obtidas para o locus CHR 24/3074 (tabela 5). Tal como observado
para 0 mesmo locus na amostra de 35 isolados retrospectivos (1992 — 2001), a
maior parte dos isolados apresentou apenas um haplétipo detectavel ao
sequenciamento de seis clones do locus, seguido de uma frequéncia menor de

isolados apresentando dois haplotipos distintos. Apenas 13% dos isolados de
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L. (V.) braziliensis estudados apresentaram trés ou mais haplétipos para o
locus CHR 24/3074, reforcando a hipdtese de que essas amostras clinicas e

suas infec¢des de origem sejam predominantemente oligoclonais ou clonais.

Tabela 4. Frequéncia de haplétipos em seis loci polimérficos de 35 isolados de L. (V.)

braziliensis obtidos de pacientes de LTA de Corte de Pedra — BA entre 1992 - 2001.

LOCUS NUMERO DE HAPLOTIPOS
1 2 3 4
CHR 24/3074 28 (80%) 7 (20%) 0 0
CHR 26/765 12 (34%) 19 (54%) 1 (2%) 0
CHR 28/195696 14 (40%) 20 (57%) 0 0
CHR 28/425451 17 (48%) 14 (40%) 4 (12%) 0
CHR 32/1356278 16 (45%) 13 (37%) 2 (5%) 1 (2%)

CHR 35/335652 24 (68%) 11 (32%) 0 0
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Tabela 5. Frequéncia de haplotipos no locus CHR 24/3074 de 94 isolados de L. (V.)

braziliensis obtidos de pacientes de LTA de Corte de Pedra — BA entre 2008 e 2011.

NUMERO DE Frequéncia (%)
HAPLOTIPO
1 57 (60%)
2 25 (27%)
3 10 (11%)
4 2 (2%)

VIII.2 Avaliacdo da agregacao témporo-espacial de casos de LC, LM

e LD em Corte de Pedra — BA

Com o intuito de se avaliar se os casos de LTA ocorrem em agregados
sugestivos de surtos na area endémica, 47 pacientes com LC, 47 com LD e 35
com LM tiveram as coordenadas geograficas de seus locais de moradia
mapeados por GPS e dispostos numa foto satélite de Corte de Pedra,
empregando-se um sistema de informacéo geogréfica. Usando-se a ferramenta
do SIG mensuragdes das distancias entre casos novos e recentes, ocorridos a
intervalos de tempos de 3, 6 e 12 meses em relacdo aos casos novos. Essa
avaliacao foi feita para cada forma de LTA separadamente (LC, LM e LD) e
para a LTA total (figuras 2 - 13). Para cada forma de doenca e para a LTA total

foi avaliada a correlacdo entre frequéncia de casos diagnosticados nos ultimos
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3, 6 e 12 meses de uma dada forma da doenca e a distancia para um caso
novo da mesma forma de LTA. Nessas avaliagdes, os casos de LC mostraram
uma significante correlagdo inversa, ou seja, quanto menor a distancia para um
novo caso maior foi o numero de casos recentes diagnosticados. Os
coeficientes de correlacdo (r’) e niveis de significAncia (p) das correlacdes
foram calculados nos trés estratos temporais analisados e estao dispostos nas
figuras 2 a 4. A maioria dos casos recentes de LC (85%) ocorreu a até 7.500 m
de distancia de um caso novo, sugerindo que a LC acontece em agregados
témporo-espacial de pacientes, indicando que surtos da doenca sao mais

frequentes que casos esporadicos em Corte de Pedra - BA.
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Figura 2. Regresséo linear entre o niumero de casos LC ocorridos nos trés meses precedentes a um novo
diagnostico da doenca e a distancia em estratos de 2.500 metros para o caso novo recém-diagnosticado em Corte de

Pedra. p = 0,0167 e r’ = - 0,94.
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Figura 3. Regresséo linear entre o numero de casos LC ocorridos nos seis meses precedentes a um novo
diagnostico da doenca e a distancia em estratos de 2.500 metros para o caso novo recém- diagnosticado em Corte de

Pedra. p = 0,0333 e r* = - 0,84.
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Figura 4. Regressao linear entre o nimero de casos LC ocorridos nos doze meses precedentes a um novo
diagndstico da doenca e a distancia em estratos de 2.500 metros para 0 caso novo recém- diagnosticado em Corte de

Pedra. p = 0,0028 e r’ = - 0,97.
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Como observado para LC, os casos de LD mostraram uma correlacao
inversa significante entre a frequéncia de casos diagnosticados nos ultimos 3, 6
e 12 meses precedentes a um caso novo de LD e a distancia para estes casos
recém-diagnosticados (figuras 5 - 7). A maioria dos casos recentes (97%)
ocorreu a até 7.500 m de distancia do caso novo, sugerindo que a LD ocorre
em agregados témporo-espacial e que surtos da doenca sdo mais frequentes

gue casos esporadicos em Corte de Pedra-BA.
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Figura 5. Regresséo linear entre o numero de casos LD ocorridos nos trés meses precedentes a um novo
diagnostico da doenca e a distancia em estratos de 2.500 metros para o caso novo recém- diagnosticado em Corte de

Pedra. p =0,0.333 e r 2=-0,89.
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Figura 6. Regresséo linear entre o numero de casos LD ocorridos nos seis meses precedentes a um novo
diagnostico da doenga e a disténcia em estratos de 2.500 metros para 0 caso hovo recém- diagnosticado em Corte de

Pedra. p = 0,0028 e r* = - 0,98.
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Figura 7. Regresséo linear entre o nimero de casos LD ocorridos nos doze meses precedentes a um novo
diagnoéstico da doenca e a disténcia em estratos de 2.500 metros para 0 caso novo recém- diagnosticado em Corte de

Pedra. p =0,0167 e r*=-0,92.
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Em contraste ao observado para LC e LD, os casos de LM nao
mostraram uma correlacao significante entre a frequéncia de casos recentes e
a distancia para casos novos recém-diagnosticados, em qualquer dos estratos
temporais avaliados (ie. 3, 6 ou 12 meses) (figuras 8 - 10). Esse achado indica
que a LM nédo forma agregados témporo-espaciais, devendo ocorrer,

sobretudo, como casos esporadicos.
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Figura 8. Regresséo linear entre o nimero de casos LM ocorridos nos trés meses precedentes a um novo
diagnostico da doenca e a distancia em estratos de 2.500 metros para o caso novo recém- diagnosticado em Corte de

Pedra. p = 0,8028 e r* = - 0,15.
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Figura 9. Regressdo linear entre o numero de casos LM ocorridos nos seis meses precedentes a um novo
diagndstico da doencga e a distancia em estratos de 2.500 metros para o caso novo recém- diagnosticado em Corte de

Pedra. r*=-0,26 e p = 0,6583.
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Figura 10. Regresséo linear entre o numero de casos LM ocorridos nos doze meses precedentes a um novo
diagnoéstico da doenca e a distancia em estratos de 2.500 metros para o caso novo recém- diagnosticado em Corte de

Pedra.r °=-0,67 e p =0,1361.
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VIII.3 Avaliacdo da agregacdo témporo-espacial da LTA em Corte

de Pedra- BA

A fim de se avaliar como a endemia, considerando-se todas as trés
formas de doenca, se mantém em Corte de Pedra, a mesma amostra acima foi
realizada sem estratificacdo por forma de doenca. Os dados mostram uma
correlacdo inversa significativa, como observado para LC e LD, independente
do estrato temporal avaliado (3, 6 ou 12 meses) (figuras 11 a 13). A maioria
dos casos recentes de LTA (=97%) ocorreu a até 7.500 m de distédncia do caso
novo, sugerindo que a endemia seja mantida por surtos de LTA em Corte de

Pedra - BA, e corroborando com os achados para LC e LD.
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Figura 11. Regressao linear entre o nimero de casos LTA ocorridos nos trés meses precedentes a um novo
diagndstico da doenca e a distancia em estratos de 2.500 metros para o caso novo recém- diagnosticado em Corte de

Pedra. p = 0,0028 e r* = - 0,98.
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Figura 12. Regresséo linear entre o nimero de casos LTA ocorridos nos seis meses precedentes a um novo
diagnostico da doenga e a distancia em estratos de 2.500 metros para 0 caso novo recém- diagnosticado em Corte de

Pedra. p = 0,0028 e r* = - 0,98.
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Figura 13. Regressao linear entre o numero de casos LTA ocorridos nos doze meses precedentes a um novo
diagnostico da doenca e a distancia em estratos de 2.500 metros para 0 caso novo recém- diagnosticado em Corte de

Pedra. p = 0,0167 e r’=- 0,92.
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VIIl.4 Distribuicdo témporo-espacial dos haplétipos mais comuns

do locus CHR 24/3074 em Corte de Pedra, entre 2008 e 2011

Com a finalidade de compreender melhor o comportamento da
populacdo da L. (V.) braziliensis na endemia de LTA em Corte de Pedra, os
quatro haplétipos mais frequentes no locus CHR 24/3074 desses parasitos no
periodo do estudo foram mapeados em foto satélite da area usando-se o SIG.
As coordenadas geograficas dos locais de moradia dos pacientes fontes dos
isolados parasitarios foram usadas como aproximacgfes das distribuicées das
diferentes cepas em Corte de Pedra. Embora os haplétipos avaliados tenham
apresentado frequéncias bem distintas na amostra parasitaria. Todos se
mostraram amplamente distribuidos em Corte de Pedra, sem uma distingéo
aparente em suas segregacdes na regido (figura 14). Uma analise
pormenorizada da distribuicdo do haplotipo ACAT, mais comum no periodo,
evidencia uma ampla distribuicdo das cepas parasitarias mais prevalentes no
periodo de estudo, envolvendo os quatro quadrantes de Corte de pedra,
embora a metade interior, isto €, oeste, tenha sido a mais acometida,

concentrando uma propor¢do um pouco maior dos isolados de L. (V.

braziliensis possiveis para o haplotipo ACAT (57%) (tabela 6 e figura 14).

A avaliacdo das frequéncias relativas anuais de cada um dos quatro
haplétipos em Corte de Pedra revelou comportamentos distintos entre eles
(tabela 7). Entretanto, o haplétipo CCCT apresentou um padrdo estavel ao
longo do tempo e os haplétipos ACAT, ATAC, e CCAT apresentaram
diferencas em suas frequéncias relativas entre os trés anos de estudo. Nesse
particular, o haplétipo ACAT apresentou um aumento marcante em sua

incidéncia no ano, ao passo gque os haplétipos ATAC e CCAT experimentaram
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um marcado aumento em suas incidéncias no ano 2, em relacdo ao resto do
periodo do estudo. Essas observacdes sugerem que apesar dos diferentes
genotipos parasitarios apresentarem uma ampla distribuicdo na area, variacdes
nas condicbes ambientais, populacbes de vetores ou reservatérios, ou
flutuagbes da imunidade de rebanho da populacdo humana de Corte de Pedra
as diversas cepas de L. (V.) braziliensis circulantes na regido, possam ser
acompanhadas de surtos por cepas especificas desses parasitas, que trariam o
quadro anteriormente delineado de uma endemia mantida por surtos de doenca

humana ainda mais complexa.

Figura 14. Distribuicdo espacial dos 4 haplétipos mais comuns no locus CHR 24/3074 entre 2008 e 2011
na area endémica para LTA de Corte de Pedra — BA. (A) haplétipo ACAT; (B) haplétipo ATAC; (C) hapldtipo CCAT
e (D) haplétipo CCCT. Pontos vermelhos correspondem aos casos de LTA ocorridos no ano 1 do estudo, amarelos
no ano 2 e pretos no ano 3. Os haplotipos foram mapeados de acordo com as coordenadas geograficas das

moradias dos casos de LTA dos quais foram isolados as L. (V.) braziliensis com os genétipos em questéo.
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Tabela 6. Distribuicdo setorial das frequéncias do haplétipo ACAT do locus CHR

24/3074 nos quadrantes de Corte de Pedra — BA entre 2008 e 2011.

QUADRANTE
ANO NE SE SO NO TOTAL
1 2 2 4 o] 8
2 8 3 2 4 17
3 4 2 6 12 24
TOTAL 14 7 12 16 49
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Tabela 7. Frequéncia anual dos quatro haplétipos mais comuns do locus CHR 24/3074

na area endémica para LTA de Corte de Pedra — BA, entre 2008 e 2011.

HAPLOTIPOS
ANO ACAT ATAC CCAT CCCT
1 8 (16%) 3 (15%) 7 (26%) 7 (39%)
2 17 (35%) 10 (53%) 16 (59%) 6 (33%)
3 24 (49%) 6 (32%) 4 (15%) 5 (28%)

TOTAL 49 (100%) 19 (100%) 27 (100%)

18 (100%)
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IX. DISCUSSAO

A variabilidade genética entre as diferentes espécies de Leishmania é
amplamente reconhecida e as diferentes formas clinicas atribuidas a essas
espécies, sugerem uma influéncia da genética do parasita no desfecho da
doenca (Thomaz et al.,, 1993). A L. (V.) braziliensis € uma das principais
espécies responsaveis pela LTA na América do Sul estando envolvida em
formas distintas de desfecho da doenca, sugerindo a interferéncia nessas
diferentes manifestacdes pela contribuicdo de sua variabilidade genética

intraespecifica (Schriefer et al., 2004).

Em um estudo desenvolvido por Schriefer et al.(2004) demonstrou-se
que a populacéo de L. (V.) braziliensis na area de Corte de Pedra é composta
por cepas multiclonais, formadas por distintas subpopulacées ou clados
parasitarios e que as mesmas estariam associadas a diferentes formas de LTA
na regido. Corte de Pedra € uma &rea endémica de LTA, situada no sudeste da
Bahia, a 280 km de Salvador, onde desde a década de 1980 estudos
epidemiologicos e clinicos tém sido realizados nessa regido. A avaliagdo da
endemicidade nessa é&rea surgiu, portanto, como consequéncia das
observacdes prévias de que: (1) a populacéo de L. (V.) braziliensis de Corte de
Pedra é multiclonal; (2) a forma disseminada (LD) era localizada na parte mais
continental de Corte de Pedra, e posteriormente, se dispersou, ocupando toda
area endémica; (3) a doenca ocorre através de surtos na area endémica
(Schriefer et al., 2004 - 2009). A populacdo de L. (V.) braziliensis em Corte de
Pedra tem um papel importante nos desfechos da LTA na regidao e é,

provavelmente, um fator determinante da distribuicdo das formas de doenca
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(Schriefer et al., 2004; Queiroz et al., 2012). Dessa forma, acredita-se que a
LTA em Corte de Pedra é mantida por surtos clonais de infeccdes humanas

nos focos.

Inicialmente, foi verificado se a leishmaniose em Corte de Pedra é
devida a infec¢des monoclonais ou policlonais. Em teoria, um uUnico alelo seria
um indicativo de infecgdo monoclonal, por cepas homozigotas para o locus em
questao, a presenca de dois alelos representaria uma infeccdo monoclonal por
uma cepa heterozigota ou policlonal e, por fim, a presenca de mais de dois
alelos para um unico locus seria um indicio de infeccdo policlonal ou de
aneuploidia. Um total de 17 haplétipos diferentes foi identificado no estudo de
Queiroz et al. (2012), possibilitando o reconhecimento de pelo menos 10% dos
isolados de L. (V.) braziliensis. A partir desses dados, o presente estudo
avaliou a frequéncia de alelos presentes nesses haplétipos numa populagédo de
35 isolados de L. (V.) braziliensis de uma amostragem retrospectiva (obtidos de
pacientes diagnosticados entre 1992 e 2001), encontrando em 96% dos
isolados a presenca de até dois haplotipos. Esses achados sugerem que a
infeccdo por esses parasitas é oligoclonal, e que as infec¢cdes ocorridas nessa
regido estudada podem se dar por meio de agregados, reforcando que cepas
antigas podem ser responsaveis pela manutencdo da doenca na area. Uma
mesma avaliacao foi realizada com o intuito de validar os resultados ja obtidos,
utiizando um numero maior de isolados de L. (V.) braziliensis em uma
amostragem prospectiva (94 isolados obtidos de pacientes diagnosticados
entre 2008 e 2011) na qual observamos que a maioria dos isolados (87%)
apresentou até dois haplétipos apenas, concordando com os achados obtidos

com a amostra retrospectiva, ou seja, que as infeccbes em Corte de Pedra sao
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oligoclonais. Sabe-se que a estrutura genética da L. (V.) braziliensis é bastante
polimorfica e deve ser estudada com minunciosidade, mas esses achados
associados a uma abordagem futura mais complexa podem dar suporte ao
entendimento de como ocorre a manutencdo da doencga na regido e com esses

dados ter subsidio para o manejo da LTA em Corte de Pedra - BA.

Normalmente, os pacientes com LC desenvolvem uma Unica leséo
ulcerada no local da picada do flebotomineo. Nesse caso, imagina-se que a
oportunidade de inoculacdo do parasita € feita uma Unica vez ou por um Unico
vetor, sugerindo que alguns deles poderiam ter transmitido mais de uma cepa
de L. (V.) braziliensis em pacientes com LC que apresentaram infeccdo
aparentemente policlonal. Possivelmente, o vetor deve ter adquirido essas
duas ou mais cepas ao picar diferentes reservatorios e/ou hospedeiros
humanos. O flebotomineo pode sobreviver por varias semanas, e durante esse
periodo, ele pode acumular cepas diferentes em seu tubo digestivo (Cupolillo et
al.,, 2003). Talvez isso expligue a inoculacdo de mais de uma cepa no

hospedeiro humano e a presenca das mesmas em um unico hospedeiro.

Boité et al. (2012), mostraram que haplotipos podem ser compartilhados
entre diferentes espécies de Leishmania. Todavia, um grande numero de
haplétipos especificos para L. (V.) braziliensis foi encontrado no seu estudo,
podendo ser raros ou recentes nesta populacdo. A analise dos haplotipos é
relevante, pois gera resultados mais robustos, ja que esses se referem a todos
0os SNPs que foram observados em conjunto em cada um dos alelos dos

isolados, e possibilita a visualizacdo da quantidade de alelos presente em cada
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isolado, permitindo a avaliacdo do niamero de cepas envolvidas na infeccéo e

utilizando-os como possiveis biomarcadores.

Os SNPs espécie-especificos ndo foram detectados em L. (V.) braziliensis
no estudo Boité et al. (2012), porém SNPs espécie—especificos para as
espécies estudadas foram demonstrados posteriormente, inclusive para L. (V.)
braziliensis. Esta inconsisténcia entre o0s dois estudos pode ser uma
consequéncia de diferentes genes analisados, bem como nas estirpes
estudadas, ou mesmo mudancas na estrutura genética das espécies (Boité et
al., 2012). Por conseguinte, os SNPs devem ser utilizados com cautela para a
identificacdo de espécies, mesmo quando as estirpes serdo mais detalhadas
em estudos posteriores. As sequéncias devem ser obtidas integralmente para
gue os SNPs utilizados como marcadores sejam usados para uma identificacao

e caracterizacao precisa (Boité et al.,2012).

Para a compreensdo da dinadmica das infec¢cdes ocorridas em Corte de
Pedra e o comportamento dessas cepas, Schriefer et al. (2009), avaliaram a
distribuicdo dos casos de LD e LM na regido e demonstraram gue a maioria
dos pacientes com LM residiam numa regido especifica da area e que os
pacientes com LD estavam distribuidos por toda a area endémica. Além disso,
mostraram que ha uma sobreposicao entre a distribuicdo e o agrupamento dos
casos, onde as cepas agrupadas no clado A foram associadas a LD e no clado

C foram associadas a LM (Schriefer et al., 2004).

Diante desses achados e do surgimento de novos casos da doenca
proximos as regides onde ja havia sido observada a ocorréncia de outros casos

de LTA, o presente estudo analisou a disténcia e a frequéncia entre 0s casos
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recentes e 0s casos novos ocorridos em Corte de Pedra-BA. A avaliacdo da
regressao linear, usada no célculo da distancia e da frequéncia entre os casos
recentes e os casos recem-diagnosticados ocorridos, mostrou que a maioria
(91%) dos casos recentes ocorre a uma distancia de 0 a 7.500 metros dos
casos novos. A estratificacdo desses casos por forma clinica mostrou que, das
trés formas de doenca encontradas em Corte de Pedra (LC, LD e LM), apenas
a LM n&o mostrou indicios de que a transmissdo ocorra através de surtos. E
provavel que o numero reduzido de casos com LM incluidos no estudo tenha
influenciado a avaliagdo para essa forma de doenca, ou a avaliacdo foi
comprometida pelo retardo em que a LM se manifesta no paciente, apds a
inoculacdo do parasito. Em LC, houve uma significancia relevante, no qual os
trés estratos temporais demonstram essa proximidade dos casos. Esse fato
pode estar relacionado a frequéncia e a densidade de flebotomineos proximos
a domicilios e peridomicilios, j& que a presenca de resquicios da mata original
e a distancia desta em relacdo as residéncias sao fatores que parecem ser
relevantes a base da persisténcia da LTA na sua forma zoonética em regides
afetadas pela doenca (Monteiro et al., 2008). Além disso, a modificacdo da
vegetacao nativa circundados pelo ambiente degradado por causa do processo
agricola, possivelmente, podem funcionar como reflgios ecoldgicos para

vetores e reservatoérios de L. (V.) braziliensis.

Em LD ocorreu o mesmo que em LC, ou seja, uma significancia entre as
correlagbes mostrando que a maioria dos casos recentes de LD (97%) ocorreu
a até 7.500 m de distancia dos casos novos. Esses dados sugerem que as
infeccbes humanas pela L. (V.) braziliensis acontecem em agregados,

corroborando com os achados de LC de que surtos da doenca sao mais
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frequentes que casos esporadicos em Corte de Pedra-BA. A LD ao longo dos
anos vem sofrendo uma expanséao na regiao de Corte de Pedra. Schriefer et al.
(2009) mostraram claramente a disseminacdo dessa forma de LTA em Corte
de Pedra, onde até 1996, os casos de LD se restringiam a regido central area e
Nos anos seguintes, se expandiam por toda a regido. Nesse mesmo estudo, foi
demonstrado que em 2003 os casos de LM ficavam mais concentrados na
regido central de Corte de Pedra, enquanto que os casos de LD eram bem
distribuidos por toda a 4rea endémica, mostrando que a distribuicdo dos casos

de LTA em Corte de Pedra vem sofrendo mudancas ao longo do tempo.

As mudancas ambientais que se seguem, o homem vivendo em regides
préximas a mata nativa e a presenca de cées, equinos e outros reservatorios
peridomésticos, provavelmente, criaram um ambiente propicio para que as
cepas de L. (V.) braziliensis se propagassem na regido. Provavelmente, os
surtos de leishmaniose em Corte de Pedra sdo mantidos pelos vetores Lu.
Whitmani e Lu. Intermedia, que sdo endémicos em Corte de pedra (Schriefer et
al, 2009) e tem habitos peridomiciliares (Lainson et al, 1988). Lutzomyia ssp
séo os vetores, fatores importantes na transmisséo de L. (V.) braziliensis no
Novo Mundo e, portanto, sdo susceptiveis a participagdo no ciclo de
transmissao (Brito et al., 2009). Esta espécie é mais abundante em
peridomicilios (em galpdes onde ha presenca de animais proximos as casas),
mas houve achados da espécie no principal remanescente de Mata Atlantica
(Brito et al., 2009). Esses fatores podem estar exercendo uma grande
influéncia na regido de Corte de Pedra, ja que foi mostrado que a populacédo de
L. (V.) braziliensis desta area endémica é formada por subpopulacdes ou

clados parasitarios e que estdo associados a fendtipos da forma de LTA
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(Schriefer et al., 2004). Sabe-se que a maioria da populacéo de Corte de Pedra
sobrevive da agricultura em areas desmatadas que no passado foi Mata
Atlantica ou que ainda ha resquicios de mata, podendo esses fatores ser
agravantes para a ocorréncia de surtos da doenca na regido. Castellucci et al.
(2005), mostraram que nessa regido, predominantemente rural, os individuos
da mesma familia podem compartilhar além de fatores genéticos, fatores
ambientais, podendo ambos interferir no desfecho da doenca. Além disso,
demonstrou-se que individuos que apresentam o risco aumentado de
desenvolver LM ou LC ja tiveram casos de membros da familia que tém
histérico de LM, quando comparados as pessoas que nao tiveram familiares

afetados pela doenca (Castellucci et al., 2005).

O risco de adquirir a infeccdo é determinado pelo comportamento do vetor
e pela presenca de um animal reservatério ou pelo hospedeiro humano
infectado, ou seja, ambiente propicio para a infeccdo (Murray et al., 2005). O
habito de vida da populacdo também exerce um grande papel na transmissao
da doenca. A exposicdo do individuo a fatores de risco que estdo associados
ao aumento da LTA podem ser relevantes para a aquisicdo da doenca. Yadon
et al (2003), realizaram um estudo na Argentina e evidenciaram que a
transmissao interna pode vir do aumento do risco para as pessoas que habitam
casas gue tem uma menor quantidade de dormitorios, possuem pisos de terra,
ou aberturas permanentes para janelas, ou seja, um ambiente aberto propicio a
entrada de flebotomineos. Além disso, mostraram que a evidéncia mais direta
para transmissdo peridomiciliar vem da constatagcéo de que o risco de LTA foi
maior para aqueles que mais frequentemente dormiam ao ar livre (Yadon et al.,

2003) e possivelmente mais expostos aos vetores. Estas caracteristicas foram
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também encontradas para aumentar o risco de LTA em outras areas
endémicas, onde a transmissdo doméstica era suspeita (Yadon et al., 2003). A
ocorréncia de surtos em areas afetadas pode estd4 associada a todos esses
fatores. A identificacdo de pontos na &rea onde essas infecgBes estdo
ocorrendo e como se da essa transmissdo podem auxiliar no controle e
manutencdo da doenca na regido. A existéncia de transmissdo continua em
areas urbanizadas ja foi vista em outras regides e formas da doenca, assim
como em outras espécies, como na leishmaniose visceral ocasionada pela L.
(L.) chagasi e pela L. (L.) infantum e transmissdo interna de leishmaniose
cutanea pela L. (Vianna) braziliensis, L. (L.) mexicana na América Latina

(Murray et al., 2005).

A identificacdo de focos de doencas em areas afetadas € de grande
relevancia, pois medidas prognosticas podem ser estabelecidas nessas
regides. Além disso, a associagcdo com agrupamentos de genétipos em relacao
ao tempo / espaco e a forma clinica da doenca podem mostrar com maior

clareza a ocorréncia de surtos em areas endémicas.

Todos os casos de LTA diagnosticados entre 2008 e 2011 foram
genotipados e mapeados. O objetivo dessa avaliacdo foi verificar se os
diferentes gendtipos formavam agregados em Corte de Pedra. Os resultados
mostraram que 0S genoétipos analisados tinham ampla distribuicdo e nao
formaram aglomerados de casos em pontos especificos da regido, como era
esperado. E possivel que cada uma das cepas ocupasse a regido a tempo

suficiente para que tenha ocorrido uma ampla dispersdo das mesmas, ou a
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ferramenta utilizada ndo teve o poder discriminatério suficiente para distinguir

os isolados que de fato sdo genotipicamente diferentes.

A abordagem empregada nesse estudo foi a mesma que Queiroz et al.,
2012 utilizou em suas analises, nos quais foram utilizados seis loci para
distinguir os isolados de L. (V.) braziliensis. No atual estudo, a genotipagem foi
realizada com apenas um locus, o que talvez justifique a baixa capacidade de
discriminar os isolados. A genotipagem desses mesmos isolados utilizando os
outros cinco loci podera aumentar o poder discriminatério da analise e,
consequentemente, ser capaz de revelar os agrupamentos ocasionados pelos

surtos.

Interessantemente, quando a distribuicdo dos gendtipos foi estratificada
por ano, observou-se que houve um aumento na incidéncia dos casos apos o
primeiro ano do estudo, notando-se uma dispersdo dos casos por toda
extensdo da area endémica de Corte de Pedra. Esse fenbmeno podde ser
observado para os quatro haplétipos avaliados. E possivel que os isolados
tenham surgido na parte sul da area endémica, onde foram observados os

casos do primeiro ano do estudo e se expandiu em direcao a regido norte.

A manutencdo da vigilancia na area endémica pode nos dar a chance de
encontrar um gendtipo que ainda ndo se expandiu. Isso permitiria, se for o caso
a observacdo de como o surto ocorre na area endémica e como este se
dissemina na regido. A abordagem sobre a relacdo entre endemia e
clonalidade das infeccbes humanas por L. (V.) braziliensis ressalta a
importancia da observacdo de como € mantida a endemia na regido afetada e

COMO as cepas se comportam para manter os casos da doenca.
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X. CONCLUSOES

1- As formas LC e LD provavelmente ocorrem em surtos de casos em

Corte de Pedra-BA.

2- A LM ocorre como casos esporadicos em Corte de Pedra na amostra

avaliada.

3- As infecgdes humanas pela L. (V.) braziliensis sao oligiclonais, contudo

as avaliagdes precisam ser estendidas para as amostras de DNA provenientes

de bidpsias, para que os achados baseados nas genotipagens de parasitas

cultivados possam ser confirmados.

4- A ampla distribuicdo dos quatro haplétipos do locus CHR24/3074

observada na area endémica de Corte de Pedra sugere que as cepas que 0S

apresentam nao sao recentes, o que resultou na dispersao desses genotipos

na area endémica.

5- Os comportamentos das frequéncias dos haplotipos do locus

CHR24/3074 ao longo dos trés anos de estudo em Corte de Pedra sugerem

que surtos de cepas de L. (V.) braziliensis mantém a endemia de LTA na

regido. Contudo as avaliagdes precisam ser estendidas para haplétipos menos

frequentes desse locus e para os demais loci polimorficos identificados nos
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parasitas dessa area, a fim de se realizar uma avaliagdo mais detalhada dos

comportamentos das cepas do parasita na regido e se confirmar essa

Impressao.
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XIl. ANEXO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome do Projeto: O PAPEL DO POLIMORFISMO DA Leishmania (Viannia)
braziliensis NO DESFECHO CLINICO E DISTRIBUCAO GEOGRAFICA DAS

LEISHMANIOSES TEGUMENTARES POR ESTES PARASITOS.

Objetivo do Projeto: Uso de marcadores polimérficos de DNA
randomicamente amplificados (“Randomly amplified polymorphic DNA”, RAPD)
e tipagem de loci baseada em sequenciamento (“Multilocus sequence typing”,
MLST) para distinguir cepas de Leishmania (Viannia) braziliensis envolvidas

com doenca humana em Corte de Pedra.

Nome do paciente:

Investigador Principal: Albert Schriefer, médico, Hospital Universitario Prof.
Edgard Santos, Rua Jodo das Botas s/n, Canela, 40110-160, Salvador-Bahia-

Brazil.
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Comité de Etica: Maternidade Climério de Oliveira/UFBA-Rua Padre Feij6 240,

Ambulatério Magalhdes Neto, 3° andar, Canela-Salvador-Bahia.

N° do Projeto:

Convite e Objetivo:

Vocé é convidado(a) a participar de um estudo que tem como objetivo entender
porque as pessoas tém diferentes formas de leishmaniose. Além das
informacdes aqui presentes vocé pode perguntar tudo sobre o estudo ao seu
meédico. Caso decida participar do estudo vocé sera solicitado (a) assinar este

formuléario de consentimento.

Participacdo voluntaria: A sua participacdo € voluntaria. Vocé pode decidir
nao participar do estudo em qualquer momento, sem perder os beneficios dos
cuidados médicos prestados e de seu tratamento. Caso, apds aceite participar,
resolva descontinuar sua participacao, isto sera feito sem qualquer prejuizo
para vocé. Participando ou ndo do estudo vocé receberda o medicamento

utilizado para o tratamento da leishmaniose (Glucantime®).

Finalidade do estudo: Este estudo vai estudar se as leishmanias causadoras
das diferentes formas de leishmaniose s&o iguais ou diferentes. Para isto

obteremos as leishmanias responsaveis por sua doen¢ca em material da ferida,
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pela retirada de um pequeno pedaco da sua pele e por aspiragéo da borda da

ferida.

Procedimentos: Caso vocé concorde em participar do estudo, o0s
procedimentos para obtencdo das leishmanias serdo os mesmos realizados
para o diagnéstico normal em doentes ndo participantes do estudo. Ou seja,
além de ser examinado por um médico clinico, sera realizada bidpsia e
aspirado da lesédo, bem como teste intradérmico, e tirados 5 ml de sangue para
sorologia, métodos que sao necessarios para o diagnoéstico da doenca. A
retirada do pedaco da pele ou da ferida do nariz para diagndstico da sua
doenca sera feita com anestesia para vocé nao sentir dor. Uma parte deste
material de bidpsia e do material de aspirado sera usada para o diagnostico e a
outra para os estudos sobre a leishmania. Caso o diagndstico de leishmaniose

nao seja confirmado, todo o material obtido para a pesquisa sera destruido.

Andlise do material biolégico. Uma parte do material coletado durante a
bidpsia e a aspiracao feitas em sua ferida servird para o estudo da leishmania.
Serdo empregados dois testes com 0 objetivo de caracterizar geneticamente a
leishmania que esta causando a sua doenca e depois compara-la com as
leishmanias que estdo causando doenca nas outras pessoas desta regido.
Para um dos testes, o RAPD (DNA polimérfico randomicamente amplificado) o
aspirado e a biépsia triturada serdo colocados num liquido especial que permite
o crescimento da leishmania. Depois da leishmania crescida, ou seja,

multiplicada, sera extraido o DNA dela. E este DNA que sera caracterizado
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pelo RAPD. O resultado desta caracterizacdo se chama gendtipo. Finalmente,
0s genotipos das leishmanias de outros pacientes desta regido serdo
comparados com o genotipo da que esta causando a sua doenca. O outro teste
se chama MLST (Tipagem de loci baseada em sequenciamento). Ele também
tem como objetivo identificar os genoétipos das leishmanias. No MLST néo é
necesséario crescer a leishmania antes de se fazer o teste, ele pode ser
realizado diretamente na bidpsia e no aspirado. O RAPD e o MLST seréo
realizados em conjunto com o objetivo de confirmar os resultados e também de

torna-los mais precisos.

Duracdo do estudo: ApOs a assinatura do termo de consentimento e
confirmacédo do diagnéstico sua participacdo no estudo acabard em 2 ou 3 dias.
Todo més vocé sera examinado para determinar a cura da doenca ou
necessidade de utilizagdo de nova série de Glucantime® ou de outra
medicacao, que também lhe sera fornecida gratuitamente. Isto ndo faz parte do

estudo.

Confidencialidade: Qualquer informacado obtida durante este estudo s6 sera
do conhecimento da equipe médica. Vocé ou qualquer participante desse
estudo ndo sera identificado por nome nas publicacbes dos resultados do

estudo.
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Andlises de riscos e beneficios: O tratamento que vocé recebera
(Glucantime®) € semelhante ao que todos o0s pacientes receberéo,
participando ou ndo do estudo. Nao existe nenhum procedimento adicional
para os participantes do estudo, assim ndo existe também nenhum risco
adicional para vocé. De qualquer forma o risco de hemorragia ou infeccéo
durante as biopsias e aspirados de lesdo serdo minimizados pela limpeza
extensa da superficie mucosa ou cutanea das lesbes com anti-sépticos antes
dos procedimentos, pelo uso de instrumentos e materiais estéreis, e aplicando-
se pressao com gaze nos locais onde foram realizados os procedimentos para
estancar o sangramento. Materiais descartaveis serdo usados em todos 0s
procedimentos. O risco de reflexo vago-vagal serd minimizado realizando-se os
procedimentos com vocé deitado. Vocé também devera se alimentar antes do
procedimento para evitar tonturas ou perda transitoria da consciéncia por causa
do reflexo vago-vagal. Também sera reservado um leito que vocé podera usar
para repousar e se recuperar caso sinta tonturas durante os procedimentos.
Quaisquer reacoes adversas que vocé apresente devido ao teste cutaneo de
Montenegro seréo tratadas com pomadas anti-inflamatorias de corticosterdides
(hidrocortisona 1%) no momento da leitura do exame (48 a 72 horas apds a
aplicacao). Em caso de reacédo adversa ao teste de Montenegro vocé também
recebera pomada adicional para que em casa vocé possa passa-la na pele, no

local do teste trés vezes ao dia por 3 a 5 dias, conforme necessario.

Retorno de beneficios para o sujeito e para a sociedade: Pode ndo haver
qualguer beneficio pessoal para vocé, como consequéncia de sua participagédo

neste estudo. Contudo, nés esperamos que, no futuro, a sociedade possa se
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beneficiar deste estudo por ele resultar numa melhor compreensao desta
doenca parasitaria freqiiente, que podera, inclusive, ajudar no desenvolvimento

de novas modalidades de tratamento.

Custos: Vocé ndo tera custos com o tratamento com antiménio ou com outra
droga para tratamento da leishmaniose caso haja necessidade de uso. Vocé

nao recebera pagamento por sua participacdo neste estudo.

Esclarecimentos: Caso vocé precise de atendimento médico durante o
estudo, vocé pode contatar um dos seguintes investigadores pelo telefone (71)
3237-7353: Dr. Albert Schriefer, Dr. Edgar M. Carvalho, Dr. Paulo Machado e
Dr. Luiz Henrique Guimarées. Caso vocé queira saber alguma coisa sobre 0s
seus direitos ou de seu filho como paciente, vocé pode procurar o Comité de
Etica do Hospital Universitario Professor Edgar Santos, através do endereco
que encontra-se no inicio deste consentimento ou pelo telefone (71) 3247-

4634.

Consentimento: Eu li ou leram para mim as informacdes deste termo de
consentimento livre e esclarecido acima. O Dr. Schriefer ou um representante
dele explicou o estudo para mim e respondeu a todas as minhas duvidas.
Foram-me listados também os riscos e incObmodos a que serei submetido, bem

como os possiveis beneficios gerados por este estudo.
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Também me foi dito que eu ndo tenho que tomar parte deste estudo e que eu

POSSO me recusar a participar a qualquer momento.

A equipe médica do Servigo de Imunologia do Hospital Universitario Professor
Edgard Santos estara disponivel para quaisquer cuidados médicos que se
mostrem necessarios devido a injarias resultantes da minha participacédo neste
estudo. Além do mais, o Servico de Imunologia do Hospital Universitario
Professor Edgard Santos, ou o patrocinador do estudo, cobrird quaisquer
despesas resultantes de cuidados médicos relativos a minha participacao neste

estudo.

Os meus direitos como participante da pesquisa me foram esclarecidos e
eu, voluntariamente, consinto na minha participacdo no estudo. Foram-me
esclarecidos o estudo e as raz0es de sua realizacdo. Eu receberei uma
coOpia assinada deste termo de consentimento livre e esclarecido para
arquivar, como documentacédo da minha participacdo como voluntario neste

estudo.

Assinatura ou impressao do participante Data
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Assinatura ou impressao do responsavel* / Data Nome do responsavel*

Assinatura ou impresséao da testemunha / Data Nome da testemunha

*Requerido apenas se o participante ndao for competente para tomar

decisoes.

DECLARACAO DO INVESTIGADOR
Eu discuti os pontos acima com o participante do estudo ou seu representante
legal. E da minha opini&o que o participante entende os riscos, beneficios e

obrigacBes envolvidos em sua participacdo neste projeto de pesquisa.

Assinatura do investigador



	CAPA.doc_JULIANA
	FUNDAMENTAÇÃO TEORICA_NUMERADA (1)_corrigid o
	FUNDAMENTAÇÃO TEORICA_NUMERADA (2)
	FUNDAMENTAÇÃO TEORICA_NUMERADA (3.)_corrigido

