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Leishmaniose tegumentar americana causada por
Leishmania (Viannia) braziliensis, em area de treinamento
militar na Zona da Mata de Pernambuco

American tegumentary leishmaniasis caused by Leishmania (Viannia) braziliensis
in military training area of Zona da Mata in Pernambuco

Maria S. Andrade'?, Maria E. F. Brito!, Salomédo Thomaz da Silva?, Bruna S. Lima?,
Ericka L. Almeidal, Elisangela L. Albuquerque’, José F. Marinho Junior?,
Edna I shikawa?, Elisa Cupolillo* e Sinval P. Brand&o-Filho!

RESUMO

Este estudo tem como objetivo geral caracterizar a epidemiologia da leishmaniose tegumentar americana em unidade
de treinamento militar, localizada no Estado de Pernambuco. Entre 2002 e 2003, vinte e trés casos foram diagnosticados
através de exame clinico, deteccdo do parasita e teste de intradermoarreacao de Montenegro. Sete amostras de Leishmania
(Viannia) braziliensis foram isoladas destes pacientes, identificadas através de rea¢fes com anticorpos monoclonais
especificos e perfil eletroforético com isoenzimas. Um inquérito epidemioldgico de prevaléncia da infeccdo por IDRM
foi realizado na populagdo que realizou treinamento neste periodo, no qual foi identificada uma prevaléncia de 25,3%
de infeccdo. Os dados obtidos, associados com achados prévios nesta area, apresentam evidéncias da manutencéo de
um ciclo enzo6tico, com a ocorréncia de surtos periddicos de leishmaniose tegumentar americana posteriormente a
realizacdo de treinamentos nas areas de floresta Atlantica remanescente.

Palavras-chaves: Leishmaniose tegumentar americana. Leishmania (Viannia) braziliensis. Epidemiologia. Teste de
intradermorreacdo de Montenegro. Mata Atlantica.

ABSTRACT

The aim of work was to study the epidemiology of American tegumentary leishmaniasis in a military training unit
situated in Zona da Mata region of Pernambuco State. Between 2002 and 2003 twenty-three cases were notified by
clinical exam, detection and/or isolation of parasite and Montenegro skin test. Seven stocks of Leishmania (Viannia)
braziliensis were obtained from patients, identified by a panel of specific monoclonal antibodies and isoenzymatic
electrophoresis profiles. An epidemiologic survey on prevalence of infection was carried out by Montenegro skin test in
the population that underwent training activities during the same period, out of which 25.3% were identified as positive.
These results in association with previous data from this area, shows the maintenance of a primary transmission cycle
and the occurrence of periodical outbreaks after training activities in local areas of remnant Atlantic rain forest.

Key-words: American tegumentary leishmaniasis. Leishmania (Viannia) braziliensis. Epidemiology. Montenegro skin test.

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) incide em todas de pacientes procedentes desta regido, caracterizadas e
as regides do Estado de Pernambuco, com predominancia (mais identificadas através de anticorpos monoclonais e eletroforese com
de 60% dos casos) na regido correspondente a Zona da Mata isoenzimas?”. Um estudo sobre a infeccdo natural em animais
Atlantica, sendo a quase totalidade na forma cutanea localizada®. silvestres e domésticos nesta regido apresentou alguns roedores
Amostras de Leishmania (Viannia) braziliensis foram isoladas sinantropicos e silvestres infectados por L. (V.) braziliensis,
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dos quais amostras foram isoladas em Bolomys lasiurus e Rattus
rattus, caracterizadas através dos mesmos métodos®. Lutzomyia
whitmani é a espécie principal envolvida na transmisséo, com
mais de 98% de predominéncia na fauna de flebotomineos
identificada®. A distribuicdo da infeccdo e doenga na populagéo
foi caracterizada em estudo prospectivo e retrospectivo,
demonstrando o aumento da forca da infeccdo nesta regido®.

Na regido Nordeste, a LTA apresenta caracteristicas
ecoepidemioldgicas diversas, embora com alguma similaridade
intra-regional®®. Em 1996, um surto de LTA foi verificado no
Centro de Instrucdo Militar Marechal Newton Cavalcanti
(CIMNC), localizado no municipio de Paudalho, Zona da Mata
norte do Estado de Pernambuco, com o registro de 26 casos
autdctones em militares que realizaram treinamentos. Um inquérito
epidemioldgico, através da aplicagdo do teste de intradermorreagéo
de Montenegro (IDRM), e levantamento entomolégico foram
realizados na localidade e no efetivo militar em seguida ao
periodo em que ocorreram o0s casos, no qual foi identificada
uma prevaléncia de 24,1% de infec¢do na populacéo de militares
que realizou treinamento. Lutzomyia choti apresentou
predominancia de 89,9% dos flebotomineos identificados*.

Entre agosto de 1996 e outubro de 2003, um total de 132
casos humanos autéctones confirmados de LTA foi registrado
no CIMNC. No presente estudo, apresentamos novos achados
obtidos da extenséo do inquérito epidemioldgico preliminar
realizado em 1997, visando caracterizar aspectos da
epidemiologia da LTA nesta &rea da Zona da Mata, norte de
Pernambuco.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo. O estudo foi realizado no CIMNC, localizado
no municipio Paudalho, a cerca de 40km do Recife (Figura 1).
Fundado pelo Exército em 1944, com a finalidade de servir como
centro de instrucdo militar, ocupa area com 6.280 hectares. A
vegetagdo predominante é constituida de matas secundarias e
dispersos resquicios de Mata Atlantica primitiva.

Diagnostico parasitol6gico. Pesquisa direta de formas
amastigotas de material obtido através de escarificacdo e
hidpsia da borda da lesdo, em esfregagos e imprints fixados
com metanol, corados com Giemsa, e visualizados através de
microscopia Optica com aumento de 100x. Material aspirado da
borda da lesdo, utilizando seringa de 5ml com 0,3ml de solugéo
salina estéril e agulha de 25x7mm, foi inoculado em meio de
cultivo Agar Sangue Base (Difco)? e em hamster (Mesocricetus
auratus). Bidpsias de lesdes foram realizadas na borda da leséo
ulcerada, utilizando punch de 4mm, ap6s assepsia com polivinil
pirrolidona iodo a 1% e anestesia local com cloridrato de
lidocaina a 2%. Fragmento da hidpsia foi macerado em solugéo
salina com antibidtico e inoculado em meio Agar sangue base e
hamster. As culturas foram examinadas a cada cinco dias, visando
confirmar o isolamento do parasita®2.

Identificagdo do parasita. A tipagem de Leishmania foi
realizada através de imunofluorescéncia indireta?, utilizando
painel de vinte e trés anticorpos monoclonais especificos (B2,
B5, B11, B12, B13, B18, B19, CO1, CO2, CO3, D13, L1, LA2,
M2, N2, N3, V1, WA2, W1, W2, WH1, WIC, T3). As séries B e N
reagem com espécies do subgénero Viannia; M2, T3, D13,
M11, M12, WIC, WA2 e V1 reagem com espécies do subgénero
Leishmania; CO1, CO2, CO3 e L1 sdo grupo especificos e reagem
com espécies de ambos subgéneros, Endotrypanum e algumas
espécies de Trypanosoma. Anélise do perfil de mobilidade
eletroforética com isoenzimas, utilizando dez sistemas
enzimaticos: acid phosphotase (ACP, E.C.3.1.3.2.), glucose-
phosphate isomerase (GPI, E.C.5.3.1.9), glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G6PD, E.C.1.1.1.49), isocitrate dehydrogenase
com NADP (IDHNADP E.C.1.1.1.40), malate dehydrogenase
(MDH, E.C.1.1.1.37), malic enzyme (ME, E.C.3.4.11.1),
nucleoside hydrolase (NH, 3.2.2.1), peptidase (PEPD, 3.4.13.9),
phosphoglucomutase (PGM, E.C.1.4.1.9) e 6-phospho-gluconate
dehydrogenase (6PGDH, E.C.1.1.1.43). Cada amostra foi
comparada com cepas de referéncia da Organizacdo Mundial
de Salde. A preparagdo das amostras para a caracterizacdo
isoenzimatica e as condi¢Oes de eletroforese e revelagdo foram
processadas de acordo com metodologia descrita por
Cupolillo et al*,
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Figura 1- Localizagdo geogréafica da area de estudo. Municipio de Paudalho, Pernambuco, Brasil.
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Intradermorreacdo de Montenegro. A IDRM foi
realizada através da inoculacdo intradérmica de 0,1ml do
antigeno (leishmanina) produzido e padronizado por
Biomanguinhos/FIOCRUZ, na face anterior do antebraco. A
leitura foi realizada entre 48 e 72 horas ap0s a inoculacéo
através do método da caneta esferografica. A reacdo foi
considerada positiva, quando o didmetro da enduragdo
resultante foi igual ou superior a 5mm.

Inquérito epidemioldgico. O inquérito epidemioldgico
de prevaléncia foi realizado em 370 dos 1.467 militares efetivos
que participaram do treinamento militar no periodo de julho de
2002 a junho de 2003. A amostra foi selecionada por sorteio. A
pesquisa foi autorizada pelo Comité de Etica em pesquisa
envolvendo seres humanos do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife. Apés a assinatura
do termo de consentimento, 0s individuos foram submetidos a
aplicacdo de um questionario e a IDRM. Na defini¢éo do tamanho
da amostra, foram empregadas margem de erro de 5%,
confiabilidade de 99% e prevaléncia esperada de 24%, tendo
por base achados prévios. O critério de exclusdo considerado
foi procedéncia de individuos de area endémica de LTA.

Analise dos dados. A analise e processamento estatistico
dos dados obtidos foi realizada através do programa EPI-
INFO, verséo 6.0.

RESULTADOS

Pacientes. Vinte e dois pacientes com clinica de LTA foram
atendidos no ambulatdrio do Hospital Geral do Recife/7¢, Regido
do Exército, durante este periodo do estudo. Todos foram IDRM
positiva e apenas um foi negativo para a pesquisa direta de
amastigotas. Amostras de Leishmania foram isoladas em meio de
cultura em sete dos pacientes (Tabela 1). Quase todos 0s casos
diagnosticados foram da forma cutdnea com les&o Unica, apenas
um apresentou lesdes multiplas em numero de quatro. A
localizagdo das lesdes ocorreu em méos, pernas e face. O periodo
medio entre a realizagdo do treinamento e inicio da lesdo foi de
20,5 dias. Os pacientes foram tratados com antimoniato de N-
metil glucamina (Glucantime®), seguindo esquema de baixa
dose? (uma ampola ao dia), via intramuscular profunda, durante
20 dias seguidos. Todos pacientes apresentaram completa
cicatrizagdo apos a conclusdo da primeira série de tratamento.

Isolamento e identificacdo de Leishmania spp. Sete
amostras foram isoladas a partir de pungdes por aspiragao e
bidpsias em lesdes. As amostras foram identificadas
como Leishmania (V) braziliensis através de perfil de
reconhecimento antigénico similar em relagéo aos anticorpos
monoclonais utilizados e foram agrupadas no sorodemo 01.
Na tipagem com isoenzimas, a amostra MHOM/BR/2003/
JHC.CIMNC apresentou perfil eletroforético de variante em
relacdo a cepa de referéncia de L. (V.) braziliensis (MHOM/
BR/1975/M2903) e foi agrupada no zimodemo 10C-105.

Inquérito epidemioldgico. Dos 370 militares avaliados,
18 foram excluidos (17 por faltarem na leitura da IDRM e 1 por
ter antecedente de LTA). A idade média foi de 21 anos. Quanto

Tabela 1- Comparagdo de resultados dos métodos utilizados para o
diagndstico de leishmaniose tegumentar americana.

Pesquisa de Isolamento
Pacientes amastigotas IDRM em cultura
AJO + + +
ASAS
EFS
GCL
HLCS
JCS
RCM
WD
BRSP
FASS
JPSJ
MNO
oCL
SAS
JFS
FMA
EMP
CAS
AFCM
IGS
PCS
FAMCL +

+
+
+

o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+
o+ o+ o+ o+ o+ F o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+

as suas funcdes, 44% eram soldados, 42,3% alunos do Centro
Preparatdrio de Oficias da Reserva (CPOR) que tinham participado
de treinamento na prestacéo inicial do servico militar, e 13,7%
eram militares que prestaram apoio ou ministraram instrucéo
durante os perfodos de treinamento. A IDRM foi positiva em 89
militares, com prevaléncia de infeccdo de 25,3%. O resultado
conforme o tamanho da reagdo € apresentado na Tabela 2. Os
individuos com antecedente clinico de LTA tiveram resposta mais
intensa a IDRM, com média de enduragéo de 15,6mm. Em relagdo
aadocdo de medidas de protecdo individual, 97,4% responderam
que utilizaram algum método, sendo predominante o0 uso de
mangas compridas e/ou a utilizacdo de repelentes.

Tabela 2- Distribuicdo de frequéncias do teste de intradermoreacéo de
Montenegro, de acordo com o tamanho de endurag&o.

IDRM (em mm) Numero  Percentagem (%)
O0a4 263 74,7

5a9 71 20,2
10a14 10 2,9
15a19 4 11

>20 4 11

Total 335 100,0
DISCUSSAO

A leishmaniose tegumentar americana é considerada uma
doencga em expanséo no Brasil e representa importante causa
de morbidade para a populacdo residente em areas endémicas.
L. (V.) braziliensis é o agente etiolégico de maior prevaléncia,
com distribuicdo geografica em todas as regides do pais, cujas
caracteristicas ecoepidemioldgicas e 0 modo de transmissao se
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expressam de acordo com as particularidades de cada regido®.
Apesar da importancia daL. (V.) braziliensis, aspectos envolvidos
em seu ciclo de transmissdo ainda ndo estdo totalmente
caracterizados. A ecoepidemiologia da LTA associada a esta espécie
apresenta caracteristicas bastante diversas conforme a area
geografica, tornando-se um grande desafio para 0s programas de
controle da doenca® 8, Os resultados deste trabalho permitem,
em linhas gerais, contribuir para a identificagdo do padrdo de
transmissao envolvido na manutencdo da LTA no CIMNC, &rea de
colonizacéo antiga localizada na regido correspondente a cobertura
da Mata Atlantica no Nordeste do Brasil. No Estado de Pernambuco,
verifica-se um crescimento no nimero de casos humanos
notificados de LTA? 3 © 3, com predominancia na regido da Zona
da Mata, com mais de 60% do total notificado anualmente.

O diagndstico do surto de LTA nos pacientes dessa localidade
em 1996 foi baseado apenas em critérios clinicos e
epidemioldgicos, entretanto, 0s presentes resultados confirmam
as observagOes anteriormente verificadas®. O diagndstico dos
casos oriundos do CIMNC no periodo de 2001 a 2003 foi
confirmado pela realizacdo da pesquisa direta e isolamento do
parasito na maioria dos casos, em associacdo com a IDRM
positiva. O periodo médio de 20,5 dias transcorrido entre o
treinamento e o inicio dos sintomas foi semelhante ao observado
por Guerra et al*, em estudo realizado com militares que
participaram de treinamento em Manaus, Amazonas. O
acompanhamento médico continuo dos militares, apds as
atividades de treinamento, contribuiu para o diagndstico precoce
da doenca, seguido do inicio do tratamento. Assim, o inicio
imediato do tratamento certamente contribuiu para uma resposta
satisfatoria, com a aplicacdo de apenas uma série de N-metil
glucamina (Glucantime®).

Quanto as formas clinicas da LTA associada a L. (V.)
braziliensis, os resultados encontrados estdo de acordo com
0s obtidos por outros autores em Estados como Bahia® 1
S&o Paulo® e na Zona da Mata, sul de Pernambuco®, nos quais
observa-se a maior ocorréncia da forma cutanea da doenca.
Entretanto, ndo foi verificada ocorréncia de casos da forma
mucosa da doenca, observados em Amaraji, Zona da Mata em
Pernambuco® e em Trés Bragos, Bahia® Y.

Apesar do ciclo zoondtico ser predominante na
ecoepidemiologia da LTA, ocorrendo em éreas desmatadas ou
de colonizacdo antiga e envolvendo vetores de habitos
peridomiciliares, a transmissdo no CIMNC apresenta evidéncias
do envolvimento exclusivo de um ciclo silvestre. Isso se confirma
pela presenca de surtos periddicos de LTA posteriores a
realizacdo de treinamentos nas &reas de Mata Atlantica
remanescente e vegetagdo secundaria, considerando que a
doenca ocorre apenas nos individuos participantes desses
treinamentos. Além disso, o surgimento dos casos de LTA coincide
com o periodo de maior densidade na fauna de flebotomineos
(dados ndo publicados). Com efeito, nossos resultados
corroboram a tese de que esta espécie é autdctone da regido da
Mata Atlantica, ao contrario da hipdtese levantada por Marzochi
& Marzochi®, na qual esta espécie seria autdctone apenas da
Amazonia, tendo sido posteriormente introduzida na regido da
Mata Atléntica através de processos migratorios.
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O indice de 25,3% obtido no inquérito epidemioldgico de
prevaléncia da infeccdo foi semelhante ao obtido previamente
na mesma regido*, quando foi verificada prevaléncia de 24,2%.
No inquérito anterior, a aplicacdo da IDRM foi realizada em dois
contingentes militares que participaram de treinamento em
agosto de 1996, quando foram registrados vinte e seis casos da
doenca. A prevaléncia encontrada neste estudo, associada a
achados prévios encontrados nesta localidade, confirma a
importante forca de infeccdo e transmissao da LTA nesta area.
Nos individuos com histdria pregressa de LTA foram verificadas
respostas ao IDRM mais intensas. Estes achados assemelham-se
aos resultados obtidos por Barreto et al* e Silveira et al?, nos
quais foram verificados respectivamente 90,8% e 82,4%.

Amostras identificadas como L. (V.) braziliensis obtidas de
7 pacientes, representam um indice bastante significativo, dado
que sdo conhecidos a dificuldade de cultivo, isolamento e
manutencéo desta espécie do parasita'®. Os achados desta area
reforcam as observacgdes verificadas na Zona da Mata de
Pernambuco, na qual foi verificada a incidéncia exclusiva de
L. (V.) braziliensis, apresentando perfil de variante, com a
identificacdo de cinco diferentes zimodemos?®. Estudos
adicionais serdo necessarios para identificar os reservatorios
primarios envolvidos na manutencdo do ciclo silvestre e
incriminar o (s) vetor (es) envolvido (s).
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