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RESUMO

Estudamos 39 soros comprovados,
de pacientes com Leishmaniose tegu-
mentar, pela reagdo de imunofluores-
céncia indireta contra antigenos de
“Leptomonas” pessoai, L. brasiliensis,
L. donovani e T. cruzi, apds testar-
mos os trés primeiros antigenos con-
tra 100 soros — 20 de doenca de
Chagas, 20 de Pénfigo, 20 de Esquis-
tossomose, 20 de Tuberculose e 20 de
Blastomicose sul americana. Dentre
os soros do grupo testemunha as fal-
sas reagOes positivas, (titulo superior
a 20), alcangaram no maximo 9%
com um dos antigenos, incluindo a
doengca de Chagas. Dentre os grupos
de pacientes de Leishmaniose tegu-
mentar obtivemos — 32 casos positi-
vos com titulos iguais ou superiores a
20 (82,05%) com todos os antigenos.
A L. brasiliensis revelou 18 casos
(46,13%); a L. donovani revelou 15
casos (38,46%); o T. cruzi revelou 12
casos 30,76%) e o novo antigeno tes-
tado a L. pessoai revelou 30 casos
(76,87%) sendo ainda que o maior

niimero de casos com maiores titulos
foi também revelado por este an-
tigeno.

INTRODUCAO

Os trabalhos de investigacdo
sobre a pesquisa de anticorpos
fluorescentes na Leishmaniose te-
gumentar sdo controvertidos e
ndo existe opinido undnime sobre
o seu valor, quer como auxiliar
ao diagnéstico, quer como ajuda
no progndstico ou como critério
de cura (5,7,10,11,20). Tabela I

Seja porque o agente etiolégico
provoque diminuta anticorpogé-
nese ou que as técnicas normal-
mente usadas sejam pouco sensi-
veis, é indubitavel a dificul-
dade na demonstragdo de anticor-
pos especificos circulantes nesta
doenga. (20,21). Acrescenta-se
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TABELA 1

TABELA SINOPTICA SOBRE IMUNOFLUORESCENCIA NA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

do que com forma
amastigoto.

AUTOR ANO ANTIGENOS RESULTADOS OBSERVACOES
ODDO L.D. (L. infantum) Positivos Nio encontraram resultados falsos negativos em Leishma-
& 1963 (Promastigoto) . niose cutinea e no Calazar infantil.
CASCIO
SADUM Trypanosomas Sp. Positivos Apenas 2 soros de Leishmaniose (sp) testados.
& 1963
COLS.
DUXBURY L.d. Positivos Estudaram soros de Calazar. Observaram reagdes cruzadas
& 1964 com Trypanosomose ¢ Leishmaniose exceto a L. trépica).
SADUM
SHAW L. infantum Negativo para Demonstraram reagdes cruzadas de grupo em 1 soro de
& 1964 L. brasiliensis e Leishmaniose Calazar. Reagles negativas em soros de outras doengas e
VOLLER L. shaudinni (promasti- tegumentar 1 de Leishmaniose tegumentar, variedade Panami.
goto) L. donovani
(amastigoto)
T. cruzi (epimastigoto e
tripomastigoto)
KAGAN 1964 Considerou a reagdo IF. como em fase experimental.
SHUIKINA 1965 L.e Titulos baixos, em Pacientes vacinados. Soros de cobdios infectados com L.e.,
cobaios e¢ humanos. e coelhos com L.e. e L. trépica.
Titulos elevados em
coelhos.
BRAY Formas promastigoto e Reagdes mais fortes com Soros humanos e imunosoros de coelhos (Calazar L. tegu-
& 1965 amastigoto de L.sp soros especificos e forma mentar americana) deram reagdes mais intensas com pro-
LAISON (L.d; L.b) L.i; L.t. promastigoto (Leptomnas) mastigotos (Leptomonas), L.b. variedade mexicana, os an-

ticorpos circulantes sio de doenga ou infecgdo. A absor¢do
por qualquer espécie € total.




TABELA 1

diagnéstico.

AUTOR ANO ANTIGENOS RESULTADOS OBSERV ACOES
MAYRINK L.d. Titulos mais elevados Trabalharam com pacientes de Leishmaniose visceral.
& 1967 promastigoto do que na RFC
COLS
QUILICE 1968 L.d. Titulos de L.F. iguais Nos soros de Calazar a reagio pode ser aplicada ao diag-
aos de RFC. néstico. A 1/100 ndo di reagdo cruzada com L. tegumen-
tar.
AZULAY L.b. Positivos Estudaram apenas 3 casos
& 1968 Promastigoto
COLS
BITTENCOURT L.b.p. Positivos Usaram soros ndo diluidos de pacientes com L. tegumen-
& 1968 Promastigoto tar e L. difusa. Afirmaram que os anticorpos diminuem
COLS ou desaparecem com a cura da doenga.
CAMARGO L.b. Positivos A absorgio dos soros com os antigenos pode remover a
& 1969 Promastigoto reagoes sua reatividade homéloga, heteréloga ou ambas. Desenvol-
REBONATO T. cruzi epimastigoto cruzadas. veram uma técnica de inibigio de fluorescéncia para diferen-
ciar Trypanosomiase de Leishmaniose.
CONVIT L.b.p. Positivos sempre em Resultados varidveis em lesdes estritamente cutineas ou de
& 1969 amastigoto casos de evolugdo evolugio recente. A reagdo ndo é indicada para diagnésti-
PINARDI cronica e nas formas co mas como um método de estudo imunolégico da doenga.
mucocutineas.
GUIMARAES T. cruzi Positivos mais fortes com Soro de Calazar, Leishmaniose e doenga de Chagas ddo
& 1969 (culturas) o antigeno homélogo. reagio de grupo. As reagbes sio mais intensas na L. tegu-
COLS L.b.; L.d. e L.e. Nio serve para mentar quando existem lesdes de mucosa. Ndo hi correla-

¢io entre a reagdo de Montenegro ou I.R.M. e o titulo
1.F.
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AUTOR ANO ANTIGENOS RESULTADOS OBSERV ACOES
MAYRINK L.d. formas promastigoto Positivas com L.d., no Os autores afirmaram que o L. donovani e a L. brasilien-
& 1969 Calazar. Negativa com sis podem ser diferenciadas antigenicamente.
COLS T.c. (epimastigoto) T.c. em soro diluido
L. tegumentar ou
visceral.
TRUONG L.d. Positiva especificamente Diminuigdo do Titulo da reagdo ap6s o tratamento. Nio
& 1969 amastigoto para soro de Calazar em afirmaram ser fendmeno constante e mem o tempo necessi-
COLS (corte de tecido de dilui¢Ges superiores a rio para a negativagdo total da sorologia.
hamster) 1/20. Negativa na L.t.
exceto Os €asos com
reagOes ganglionares.
WALTON 1970 L.d., Resultados varidveis Embora os soros de alguns poucos casos dessem elevados
promastigoto positivos. titulos de anticorpos, A reagdo falta especificidade e sen-
sibilidade.
CHIARI 1971 L.d.,, L.b., Positivos, com sensibili- Soros de pacientes com L. tegumentar (evolutivamente).
T.c. dade igual a 77,5%. Soro de Calazar e soro de doengas de Chagas. Nio pode
Usando apenas o antigeno separar antigenicamente a L. donovani da L. brasiliensis
homoélogo a positividade pela diferenga de titulos. Os titulos de anticorpos decres-
w2 foi de 16,1%. ceram ou desapareceram com o tratamento da L. tegumen-
b y tar.
WALTON 1972 L.b. (Panami) amasti- Positivos com 89% dos Reagdes negativas em 93% dos grupos testemunha. Titulos

goto, formas intracelula-
res em culturas de tecido
roto por osmone

casos (75 pacientes)

mais altos falsos positivos 1/8 (175 casos testados).




oo

W. Barbosa & cols. — Imunologia da Leishmaniose Tegumentar.. .

a estas dificuldades o fato conhe-
cido dos antigenos dos tripanoso-
matideos serem de grupo, haven-
do em consequéncia reacdes cru-
zadas entre eles (4,5,6.8,12,13,
14, 16) e ainda mais a variacdao
da sensibilidade e especificidade
antigénica demonstrada pelas for-
mas empregadas como antigeno
numa mesma espécie (amastigoto,
promastigoto (3,19,21) e ou epi-
mastigoto).

Ndo bastassem os fatos apon-
tados, sdo muito escassos os tra-
balhos em que a par da mera
preocupagdo em detectar os anti-
corpos imunofluorescentes, hou-
vesse também a intencdo de cor-
relacioné-los com evolugao clini-
ca ou com a terapéutica (5, 7,
18, 19, 20). Motivos estes que, a
nosso ver, tornam o assunto ex-
citante para os investigadores da
nosologia tropical e, em nosso
caso, particularmente, mais ainda,
porquanto além de nos encon-
trarmos em regidao onde, recente-
mente, as grandes expansdes pio-
neiras como abertura de estradas
e desmatamentos, fizeram recru-
descer surtos epidémicos sobre
surtos epidémicos de Leishamnio-
se tegumentar, nos enseja tam-
bém experimentar um novo anti-
geno, a Leptomona pessoai como
elemento figurado de reac@o.

No presente trabalho, dando
continuidade 2 investigagdao da
comunidade antigénica da L. pes-
soai com a L. brasiliensis, no es-
tudo da imunologia da Leishma-
niose tegumentar, apresentamos
os resultados comparativos obti-
dos pelo teste de imunofluores-

céncia indireta, usando como an-
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tigenos além da L. pessoai, a L.
brasiliensis, a L. donovani, ¢ o
T. cruzi. A finalidade precipua
deste trabalho preliminar foi ve-
rificar a potencialidade do novo
antigeno — “Leptomonas” pes-
soai no teste de imunofluorescén-
cia na Leishmaniose tegumentar
americana.

MATERIAL E METODOS

Antigenos — Laminas para
imunofluorescéncia  preparadas
com: a) “Leptomonas” pessoai —
Cultura de 3 dias de L. pessoai
em meio de Ducrey, foram remo-
vidas e lavadas em salina tampo-
nada 3 vezes, depois re-suspensas
em tampdo fosfato pH 7,2 e dis-
tribuidas em laminas finas mar-
cadas industrialmente com doze
espagos, de forma a obter-se cam-
pos com cerca de 15 elementos.

b) Leishmania brasiliensis e
Leishmania donovani — Formas
promastigoto de ambas, cultiva-
das por 4 dias em meio de Du-
crey foram preparadas da manei- .
ra anterior.
¢) T. cruzi — Foram usadas nas
preparacdes de ldminas formas
epimastigotas obtidas em meio de
Ducrey que, apés lavadas e liofi-
lizadas, foram re-suspensas em
salina e distribuidas em ldminas
como da maneira anterior.

Todas as laminas foram guar-
dadas a — 20°.C em garrafas de
boca larga, contendo silica gel,
envolvidas em papel fino, indivi-
dualmente, e em papel de alumi-
nio em lotes de 10, até o seu uso.

Conjugados: — Foi usado, ini-

cialmente, um conjugado prepa-
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rado no Instituto Adolf Lutz,
gentilmente cedido pelo Dr. Hya-
kutake Saburd e posteriormente
conjugado adquirido comercial-
mente, seja da Hyland ou do Ins-
tituto Pasteur (BBL). A titulagao
do conjugado foi feita para cada
um, trabalhando-se com diluigdes
varidveis de 1/50 a 1/100, em
média, com diluicdo de 1/80.
Técnica da Reacdo: —
Foi a técnica standard de imuno-
fluorescéncia indireta, habitual-
mente empregada nas reagdes pa-
ra toxoplasmose e doenca de
Chagas em nosso servico. Para
leitura usamos foto-microscépio
Zeiss-Jena de pesquisa.

Soros Empregados: a)
Testemunhas — usamos no teste
dos antigenos 20 soros de blasto-
micose sul americana, 20 de tu-
berculose, 20 de doengas de Cha-
gas, 20 de esquistossomose © 20
de pénfigo folidceo.

Todos estes soros foram testa-
dos inteiros contra os antigenos
de: L. pessoai, L. brasiliensis ¢
L. donovani. Os soros com re-
sultados positivos foram diluidos
de 1/10, até 1/80 e re-examina-
dos contra todos os antigenos.

b) Imune-soros — foram usa-
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dos 39 soros de pacientes com
leishamaniose tegumentar, na sua
grande maioria, confirmados pa-
rasitologicamente € que estiveram
sob controles clinico e labora-
torial evolutivo em nossas enfer-
marias ou em ambulatérios.

Dentre eles encontravam-se 28
com doenga em fase aguda, de
variada gravidade e 11 doentes
cronicos, isto é, de mais de 1 ano
e 6 meses até mais de 20 anos
de doenca, cuja sintomatologia
era silente ou com surtos de me-
tastases mucosas recentes.

Seus soros foram testados con-
tra todos os antigenos anteriores
e mais o T. cruzi, previamente di-
luidos de 1/20, a 1/160.

Aqueles positivos nestas dltima

dilui¢do foram re-estudados até
a diluigdo de 1/1280.
" De todos os pacientes, além da
reacio de Machado Guerreiro,
previamente efetuadas dispunha-
mos ainda da intradermo reagao
de Montenegro.

RESULTADOS

A reagdo de imunofluorescén-
cia indireta realizada em 39 so-
ros de pacientes com Leishma-

TABELA 1II

Titulos de anticorpos fluorescentes para Leishmaniose Tegumentar com anti-
genos homélogo e heterdlogos.

I;.o/Soros ‘ Aniigvare RESULTADOS *;en;m;i;;"
estados 1:20 1:40 1:80 1,160 Negt. ¢
| L. brasiliensis 9 4 4 1 21 46%
55 L donovani | 11 1 1 2 24 38%
L. pgss_ogi_ B 7 7 5 11 9 77%
T. cruzi 1 o0 021 5%




TABELA III

Frequéncia dos titulos de anticorpos fluorescentes em soros de pacientes com D. Chagas, Tuberculose, Pénfigo, Esquistossomo-
se e Blastomicose Sul Americana com antigenos de L. pessoai, L. brasiliensis ¢ L. donovani (formas promastigotos).

—_ =

A NTfIGENOS
0 de :

Patologias | ¢ € —— —
L. p. L.b. L.d.

N.° 3
Doengas Sor({s 1/1 1/10 1/20 1/40 1/80 1/1 1/10 1/20 1/40 1/80} 1/1 1/10 1/20 1/40 1/80 | TITULOS

‘Chagas 20 9 4 2 0 0 13 2 0 0 0 5 1 1 1 0

‘Tuberculose 20 4 2 1 0 0 4 1 0 0 0 1 1 0 0 é
Pénfigo 20 7 4 0 0 0 4 2 0 0 O 4 2 2 1 1 &
"Esquistosso- 8

mose 20 o o o o0 0 o 0 o0 0 O o 0 0 0 0 2
BSA. 20 301 0o 0 2 2 0 0 0 2 2 1 1 1 [
TOTAL 100 23 11 3 o o0 |23 7 o0 o0 0 2.6 5 3 2

L. p. Leptomonas pessoai — L. b. Leishmania brasiliensis ¢ L. d. Leishmaria donovani.
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niose tcgumentar, bem documen-
tada — 28 da fase aguda e 11 de

' fase cronica — escolhidos ao
azar, em vdrios periodos de evo-
lug@o, comparativamente realiza-
da com antigeno homdlogo, e
com os seguintes antigenos hete-
rélogos — Leptomonas pessoai,
L. donovani ¢ T. cruzi, revela-
ram respectivamente — 18 posi-
tivos (46,1%), 30 positivos
(76,8%), 15 positivos (38,4%) e
12 positivos (30,7%) com titu-
los iguais ou superiores a 20.
(tabela II).

A especificidade da reac@o ve-
rificada em relagdo a 20 soros de
pacientes de Tuberculose, 20 de
Pénfigo, 20 de Esquistossomose
¢ 20 de Blastomicose sul ameri-
cana utilizando como antigenos a
L. pessoai, L. brasiliensis ¢ L. do-
novani, revelaram que os soros
destas doengas, a partir da dilui-
¢do de 1/20, praticamente ndo
ddo resultados falsos positivos.
Tabela III.

A especificidade da reagdo em
relagdo a pacientes com Leishma-

niose tegumentar e doenga dc
Chagas, foi verificada pelo estu-
do de 20 soros de pacientes com
doenca de Chagas, 6 com reagdes
de Machado Guerreiro positivas
e 14 soros de fase aguda. Os re-
sultados para os antigenos de L.
pessoai, L. brasiliensis ¢ donova-
ni foram respectivamente 2 posi-
tivos (10%) — nenhum positivo
e 2 positivos (10%). Os resulta-
dos encontram-se anexados a ta-
bela anterior.

A frequéncia dos titulos das
reacoes em 39 soros de pacien-
tes comprovados de Leishmanio-
se tegumentar, utilizando antige-
nos homélogos e heterdlogos,
acham-se resumidos na tabela II.

Quanto a distribuigcdo destes ti-
tulos em relagdo aos pacientes
em fase crOnica, encontram-se re-
sumidos na tabela IV.

A frequéncia e os titulos com
que estes soros reagiram isolada-
mente, com um dos antigenos ou
concomitantemente com antigeno
homélogo e heterélogo, acham-se
resumidos na Tabela V.

TABELA 1V

Titulos das reagcoes de LF. indireta com antigenos de L. pessoai, L. brasilien-
sis, L. donovani e T. cruzi em 2 grupos de pacientes cronicos e recentes de
L. tegumentar

Forma Clinica I‘_ér(‘micos (11 casos)

(28 ‘casos) Recentes

Antigenos Total
Titulos Lp Lb L.d T.c Lp Lb L.d T.c
1/20 1 1 3 3 6 8 8 8 38
1/40 1 2 0 1 6 2 1 0 13
1/80 1 2 0 0 4 2 1 0 10
1/160 5 0 1 0 6 1 1 0 14
TOTAL 8 5 4 4 22 13 11 8 75
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TABELA V

Re_sultado. das reagdes de imunofluorescéncia indireta em 32 pacientes de
Leishmaniose tegumentar, com antigenos de L. pessoai, L. brasiliensis, L. dono-

vani e T. cruzi.
Titulos observados com os antigenos
Pacientes Total de
l Pacientes
L.p. L.b. | L.d. T.c.
1 40 |
2 40
3 20 ‘ .
4 40 | o
5 20
6 40
7 160 ‘ 20 _
8 160 ‘ 80
9 40 | 40
10 160 80 6
11 160 20
12 80 20
13 20 40
14 160 160 3
15 20 20
16 20 | 0 | 20 _
17 160 40 20
18 80 80 2 5
19 160 80 80
20 40 20 20
21 20 20 20 20
22 80 20 20 20
23 160 40 20 40
24 160 20 20 20 6
25 160 160 160 20
26 L 20 20 20 20
27 ‘ 80 20 20 1
28 80 40 20 1
29 1 160 1 20 )
. 2
30 40 20
31 B 20 T
‘ |2
32 | 20 |

Leishmaniose tegumentar, com antigenos de L. pessoai, L. brasiliensis, L. dono-
vani e T. cruzi.
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Dos 39 soros examinados con-
tra os antigenos estudados, verifi-
camos que 32 soros deram resul-
tados positivos com titulos iguais
ou superiores a 1/20. Apenas 8
soros reagiram isoladamente con-
tra o antigeno de L. pessoai ¢ 2
contra o antigeno T. cruzi.

Observamos que 11 soros rea-
giram simultaneamente com os
antigenos de L. pessoai, L. brasi-
liensis ¢ L. donovani ¢ destes, 6
também o fizeram contra o anti-
geno de T. cruzi. (tabela V).

Os dez soros com resultados
positivos até o titulo 1/160 fo-
ram re-estudados até a diluicio
de 1/1280, 3 destes soros foram
positivos até esta diluicdo.

COMENTARIOS

O teste preliminar dos antige-
nos empregados nesta investiga-
¢ao contra 100 soros de pacien-
tes com outras doengas, contro-
lados por nos, inclusive 20 casos
de doenga de Chagas, nos permi-
tiu verificar que reacdes falsas
positivas pela imunofluorescéncia
indireta s apareciam em soros
com diluigbes inferiores a 1/20.
Apenas o antigeno de L. dono-
vani, a este respeito se mostrou
ligeiramente menos especifico
com 9% de falsos positivos.

Estabelecido o parimetro de
1/20 como diluigdo capaz de de-
tectar anticorpos especificos, ve-
rificamos que antigenos emprega-
dos foram capazes de diagnosti-
car 32 casos dentre os 39 estu-
dados, dando a alta percentagem
de 82,05% de sensibilidade:-

Todavia, o antigeno homdlogo
se comportou muito modestamen-
te, apenas 18 casos seriam diag-
nosticados dentre os 39 estuda-
dos com o percentual de 46,13%.

O antigeno L. donovani reve-
lou 15 casos dentre os 39 estuda-
dos, dos quais 11, com o menor
titulo admitido como especifico.
Seu percentual de sensibilidade
foi de 38,46% .

O antigeno de T. cruzi dectec-
tou apenas 12 casos, sendo 11
com titulos de 1/20 e 1 com ti-
tulo de 1/40 — dentre aqueles,
2 casos ndo tinham sido revelados
por outro antigeno, contribuindo
assim para ampliar a faixa de
sensibilidade da reagdo quando
analisada globalmente. Cabe, to-
davia, revelar que dentre estes ca-
sos 5 soros eram reagentes na
reagdo de Machado Guerreiro.

O antigeno heterélogo novo,
pela primeira vez empregado na
investigagdo da L. tegumentar,
surpreendentemente, a par de
mostrar especificidade adequada,
demonstrou sensibilidade supe-
rior ao préprio antigeno homélo-
go, revelando 30 casos positivos,
num total de 32, e dentre 39 so-
ros estudados, com o alto percen-
tual de 76,87%, sugerindo que a
“Leptomonas” pessoai ¢ um anti-
geno de grande valor no estudo
da Leishmaniose tegumentar.

Se se levar em consideracdo
que os maiores titulos e em maior
nimero — 5 soros com titulo 80
e 11 soros com titulo de 160 fo-
ram detectados por este antigeno
nesta investigagdo, é de se admi-

- tir o grande interesse que ele de-
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verd despertar em experimenta-
¢oes futuras.

Julgamos de importincia que
trabalhos usando este antigeno
deverdo ser ensaiados por outros
investigadores contra cepas de
leishmania de outras regides do
Brasil, bem como contra cepas
de L. brasiliensis de outras va-
riedades, em outras regides do
mundo. Caso venham a se con-
firmar as observagdes aqui verifi-
cadas, acreditamos ter se dado um
passo importante no estudo de
imunologia da Leishmaniose te-
gumentar.

SUMMARY

IMMUNOLOGY OF AMERI-
CAN CUTANEOUS LEISHMA-
NIASIS. INDIRECT IMMUNO-
FLUORESCENCE TEST WITH
ANTIGENS OF “LEPTOMO-
NAS” PESSOAI, LEISHMANIA
BRASILIENSIS, LEISHMANIA
DONOVANI AND T. CRUZI.

39 sera from patients with confir-
med cutaneous leishmaniasis have
been tested by indirect immunofluo-
rescence against antigens of “Lepto-
monas” pessoai, L. brasiliensis, L. do-
novani and T. Cruzi. The first three
antigens have also been tested against
100 - sera - 20 from patients with
Chagas disease, 20 with pemphigus, 20
with Schistosomiasis, 20 with tuber-
culosis and 20 with South American
blastomycosis. Among the sera of the
control group, false positive reactions,
(titers over 20) were seen in about
9% with one of the antigens, includ-
ing Chagas disease.

32 positive reactions (titers as high
or over 20) corresponding to 82,05%,
were obtained with all antigens in the
patients with cutaneous leishmaniasis.
L. brasiliensis revealed 18 positive
cases (46,13%); L. donovani revea-
led 15 positives cases (38,46); T.

cruzi revealed 12 positive cases
30,76%) and the antigen of L. pes-
soai revealed 30 positive cases
(76,87%). Thus, the largest number
of cases, with the highest titers have
been revealed by the antigen of L.
pessoai.
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