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IMUNIDADE CELULAR EM LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA*

Maria Vitalina do Nascimento Guerra

RESUMO

Foram estudados, sob o ponto de vista da imunidade celular, 30 pacientes de ambos os se-
xos, com idade entre 17 e 72 anos, com diagnéstico clfnico e laboratorial de leishmaniose tegumentar
americana. Esses doentes provenientes do Estado de Goids, Minas Gerais, Bahia, Ceard, Maranhio e
Mato Grosso, ficaram sob controle, durante todo o tempo da pesquisa, internados no Servigo de
Doengas Parasitdrias do Departamento de Medicina Tropical do Instituto de Patologia Tropical da
Universidade Federal de Goids.

Para avaliagdo da imunidade celular, foram empregadas as seguintes provas: 1) determi-
nagdo qualitativa e quantitativa dos linfécitos T, T-ativos e B do sangue circulante; 2) testes de inibigio
da migragdo dos leucécitos frente a antfgeno de Leishmania; 3) testes intradérmicos com antfgeno de
Montenegro, antfgenos bacterianos (PPD), mic6ticos (oidiomicina, tricofitina) e com fitohemaglutini-
na; 4) Provas de sensibilizagio com DNCB.

Os testes com antfgenos de Montenegro permitiram separar os doentes em dois grupos: 1)
reatores; 2) nio reatores. As provas realizadas revelaram integridade funcional da reatividade dos
linfécitos T e T-ativos em todos os pacientes, apesar da linfopenia absoluta e relativa que apresenta-
ram. Os fndices de migragdo dos leucécitos em presenga de 100 i g do antfgeno de Leishmania, foram
significativamente inferiores nos pacientes reatores ao antfgeno de Montenegro, em comparagio aos
dos ndo reatores e dos individuos normais. Com excegio dos testes com o PPD (2 U), os testes com
antfgenos mic6ticos, inclusive com fitohemaglutinina e DNCB, todos se revelaram semelhantes aos ob-
tidos em individuos normais.

UNITERMOS: Leishmaniose. Imunidade celular. Testes intradérmicos.
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de Mestre, realizado no Departamento de Bioqufmica e Imunologia do ICB-UFMG ¢ no Departa-
mento de Imunologia e Patologia Geral do IPT-UFG.
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ABREVIATURAS

DNCB = 1 cloro, 2-4 dinitrobenzeno
E = hemdcias de carneiro
EAC = hemdcias de carneiro adicionadas de anticorpos de coelho anti-hemé4cias
de carneiro € complemento humano
HBSS = solugdo balanceada de Hanks
LB = linfécitos timo-independentes
LT = linf6citos timo-dependentes
LT-a= linf6citos T-ativos
PHA-P= fitohemaglutinina purificada
PBS = solugdo fisiol6gica balanccada

1. INTRODUGAO

As leishmanias sao flagelados digenéticos, parasitos intracelulares obri-
gatérios das c€lulas do sistema histiocitdrio do hospedeiro vertebrado, sob a
forma amastigota. No hospedeiro intermedidrio, inscto vetor (mosquito dos géne-
ros Phlebotomus, Sergentomyia, Lutzomyia e Psychodopygus), o parasita vive na luz
do intestino, onde se multiplica sob a forma promastigota.

De acordo com a distribuigdo geogriéfica e as caracteristicas epidemiol6-
gicas, as leishmanias foram classificadas por LAINSON & SHAW (1972)
(LUMSDEN, 1977), em quatro complexos diferentes. . .

Complexo Leishmania donovani, incluindo a Leishmania donovani e
Leishmania infantum cncontradas respectivamente, na Asia, Africa, no Mcdi-
terrdneo e L. chagasi nas Américas Central e do Sul. Sdo as leishmanias da leish-
maniose visceral ou calazar. .

Complexo Leishmania tropica, englobando a Leishmania tropica.mu.wr;
Leishmania tropica major € Leishmania aethiopica, encontradas as duas primeiras
na Asia e a tltima na Africa Oricntal. Sio as leishmanias do boto do Oricnte ou
leishmaniose cutdnea humana. ‘

Complexo Leishmania mexicana, constituido pela Leishmania mexicana
mexicana e Leishmania mexicana amazonensis, encontradas nas Américas Central
e do Sul, causando a leishmaniose cutdnea. . .

Complexo Leishmania brasiliensis, compreendendo as espécies: L.ezshma'-
nia brasiliensis brasiliensis, Leishmania brasiliensis guyaniensis, Leishmania brasi-
liensis panamensis € Leishmania brasiliensis peruviana. Encontradas na Amé.rica
do Sul e Central, sdo responsdveis pela forma cutdneo-mucosa ou lelshmar.nose
tegumentar americana que aparcce mais frequentemente no Brasil, Argentina e
Paraguai.
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Nas Américas, a leishmaniose tegumentar foi descrita, j4 no perfodo
pré-hispénico, pelos Incas do Peru, embora a presenga do parasita nas lesdes s6
tenha sido descrita em 1909 (LINDENBERG E CARINI & PARANHOS). Em
1911, GASPAR VIANA deu a estes parasitos 0 nome de Leishmania brasiliensis.

J4 no infcio do século, a presenca de leishmaniose cutdneo-mucosa foi
constatada em todos os estados brasileiros, onde havia penetragido do homem nas
matas, constituindo grave problema de Satde Piblica.

Atualmente, a leishmaniose no Brasil é causada por trés espécies diferen-
tes de Leishmania. A L. mexicana amazonensis est4 amplamente distribufda, prin-
cipalmente na regido norte e sul entre os hospedeiros selvagens. Entretanto, ra-
ramente infecta o0 homem porque seu hospedeiro vetor nio ¢ uma espécie antro-
pofilica. Na regido vizinha das Guianas h4 predomindncia de L. brasiliensis guya-
nensis, que causa infecgio cutdnea sem comprometimento das mucosas naso-fa-
ringeanas, denominada “pian bois”. Casos raros de leishmaniose cutdneo-mucosa
aparecem nesta regido devido 2 presenca concomitante da L. brasiliensis brasilien-
sis. Esta superposi¢io de doengas vai aumentando 2 medida que se dirige para o
sul, em diregdo ao Par4 e a0 Amazonas, até que o “pian bois” seja completamente
substitufdo pela leishmaniose mucocutdnea, doenga infecciosa, caracterizada por
lesGes cutdneas limitadas, com freqiientes ocorréncias de lesdes mucosas na re-
gido naso-faringeana, causada pela Leishmania brasiliensis brasiliensis LAINSON
& SHAW, 1974).

Em Minas Gerais, na Zona da Mata, ao Sul do Rio Doce, regiao endémi-
ca, foram registrados, no perfodo de 1965 a 1975, 1.584 casos de leishmaniose te-
gumentar (PESSOA, 1977).

Em Goids, BARBOSA e col. (1965) apresentaram 107 casos autéctones,
com maior prevaléncia na regido Sudoeste e Norte, com focos as margens do Rio
Araguaia ¢ Tocantins. O Servigo de Doengas Parasitérias do Departamento de
Medicina Tropical do Instituto de Patologia Tropical da UFGo, no perfodo de
1965 a 1967, registrou 215 casos com identificagdo de trés surtos da doenga.

A transmissdo da leishmaniose tegumentar americana, zoonose propria
dos roedores silvestres ou peridomésticos a0 homem, ocorre quando individuos
sensiveis invadem 4reas florestais, introduzindo-se no ciclo zoon6tico entre estes
animais € 0s mosquitos. A persisténcia da infecgdo dos hospedeiros vertebrados
normais, constitui o reservatrio responsével pela ocorréncia de epidemias.

A doenga assume papel importante, considerando que atinge, principal-
mente, trabalhadores rurais, adultos do sexo masculino, prejudicando, assim, a fa-
s¢ mais produtiva do individuo e causando mutilagbes ¢ defeitos graves,
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muitas vezes permanentes. Nao € enfermidade letal mas contribui para o aumento
da mortalidade geral, como causa predisponente a outras doengas.

A leishmaniose pertence a um grupo de doengas crOnicas, nas quais as
reagdes mediadas por células sdo predominantes. Considera-se que as caracterfs-
ticas da leishmaniose cutdnea seguem padrdes semelhantes a outras doengas cré-
nicas granulomatosas, como lepra e micoses profundas.

De acordo com os aspectos clfnicos e imunopatol6gicos, CONVIT & PI-
NARDI (1974), propdem a seguinte classificagio:

a. p6lo maligno;

b. p6lo benigno;

c. forma intermedidria.

P6lo maligno, representado pela leishmaniose cutdnea difusa, na qual hd
invasdo completa da pele, mucosa da naso-faringe e linfonodos. As lesoes apre-
sentam grande nimero de parasitos € nio regridem com o tratamento. O teste de
Montenegro é negativo. Ao estudo histopatol6gico, o granuloma mostra-se for-
mado exclusivamente por macréfagos cheios de parasitos e auséncia total de
linfécitos.

P6lo benigno, correspondente A forma localizada da doenga. As lesGes
apresentam poucos parasitos, melhoram com o tratamento e a reagdo de Monte-
negro é positiva. O granuloma apresenta-se epitel6ide ou tubercul6ide envolvido
por raros linfécitos.

Forma intermedidria: Nesta forma as lesdes cutdneas € muco-cutdneas
sdo localizadas, podendo apresentar metéstases. O teste de Montenegro € geral-
mente positivo € 0 nimero de parasitos na lesao € bastante variado. O granuloma
¢ formado principalmente por macréfagos e alguns linf6citos. Em geral a resposta
ao tratamento € mais lenta.

A resposta imune do hospedciro condiciona a forma da doenga. Assim,
na leishmaniose cuténea difusa, uma falha nos mecanismos de defesa do hospe-
deiro é responsdvel pelo crescimento exagerado dos parasitos. Na forma localiza-
da da doenga, os mecanismos de defesa do hospedeiro sao capazes de destruir
completamente os parasitos €, na forma intermedidria, o parasito consegue sobre-
viver por muitos anos, para ¢ntdo vencer as barreiras de defesa e formar lesoes

metatdsticas cutdneas ou cutdneo-mucosas.

CONVIT & PINARD (1974), estudando os mecanismos da hipersensibi-
lidade retardada, tanto “in vivo” como “in vitro”, mostram uma clara diferenga de
comportamento entre as trés formas da doenga. Nas formas do p6lo maligno, tan-
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to o teste de Montenegro como a transformagio bl4stica sio negativos, enquanto
nas do p6lo benigno e forma intermedidria, os dois testes sio positivos.

. I.istudando a intensidade da resposta da hipersensibilidade tardia nas
lelshmamo§es, PRESTON & DUMONDE (1975) descreveram as formas alérgi-
cas e anérgicas da doenga. A forma alérgica é caracterizada por hipersensibilidade
exagerada e imunidade protetora nula. Na forma anérgica h4 auséncia de hiper-
sensibilidade retardada.

Os diversos aspectos imunol6gicos da leishmaniose tegumentar america-
na, embora objeto de estudo de vérias investigagoes (GARNHAM & HAM-
PHREY, 1969; TURK & BRYCESSON, 1971; SOULSBY, 1972; BRYCESON
1974; COHEN, 1974; MAUEL & BEHIN, 1974; ZUCHERMAN, 1975; PRES-
TON & DUMONDE, 1975), ndo estio ainda bem elucidados. ’

O envolvimento da imunidade humoral na leishmaniose é demonstrado
pela presenca de anticorpos circulantes no soro. Técnicas de imunofluorescéncia
(BRAY & LAISON, 1965; BITTENCOURT, SODRE & ANDRADE, 1968;
PRESTON & DUMONDE, 1972; BRYCESON, BRAY & DUMONDE, 1974;
CHIARI, MAGALHAES & MAYRINK, 1973) e por imunodifusio (BRAY &
LAINSON, 1966; FARAH & MALAK, 1972) e de hemaglutinagdo indireta
(BRAY & LAINSON, 1967; ANTUNES, REIS, TAVARES & PELLEGRINO,
1972), tém revelado tftulos varidveis destes anticorpos, tanto em doentes, como
em animais de experimentagio. ’

Segundo TURK & BRYCESON (1971) ¢ PRESTON E DUMONDE
(1975), o aparecimento de anticorpos na circulagdo coincide com o desenvolvi-
mento da lesdo e € diretamente proporcional 2 dose infectante. As classes de
imunoglobulinas encontradas, sdo, principalmente das classes de IgG, IgM ¢ IgA.

O papel dos anticorpos na defesa do organismo contra infecgdo leishma-
niética estd pouco esclarecido. MAUEL & BEHIN (1974), sugerem a hipétese de
uma possfvel ago cooperativa entre anticorpos e macréfagos ativados, na des-
l‘rulgé(.) dos parasitos intracelulares e ressaltam a importancia do fenOmeno de
“capping”. Os parasitos, sob determinadas condigdes, formariam o “capping”,
com “_seqﬁestro" dos anticorpos ligados 2 sua superficie. Sem os anticorpos na su-
perficie, os parasitos estariam a salvo da agio dos macréfagos ativados.

FARAH, SAMRA & NUWAYRI-SALTI (1975), sugerem que os anti-
corpos especificos para leishmania, citofilicos para macré6fagos, imobilizam os pa-
rasitos na superficie destes, impedindo o parasitismo. As leishmanias ficariam,
deste modo, expostas 2 agdo dos linfécitos sensibilizados e dos anticorpos.

A participagdo dos mecanismos de imunidade celular na leishmaniose foi
primeiro observado por MONTENEGRO (1926), que, usando extrato alcalino de

Leishmania, demonstrou a presenga de hipersensibilidade retardada em reagbes
intradérmicas.
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Aassociagdo da presenga de reagoes de hipersensibilidade tardia e recu-
peragio de hospedeiros infectados com vdrias espécies de Leishmania, sugere o
envolvimento dos mecanismos de imunidade celular na cura e resisténcia do hos-
pedeiro 2 leishmaniose (DUMONDE, 1973).

Usando como modelo cobaias infectadas com L. enriettii ¢/ou camundon-
gos com L. tropica (SHAW & VOLLER, 1968; BRYCESON, BRAY, WOLS-
TENCROFT & DUMONDE, 1970; BIEWETT, KADIVAR & SOULSBY, 1971;
PRESTON, CARTER, LEUCHARS, DAVIES & DUMONDE, 1972; BRYCE-
SON, PRESTON, BRAY & DUMONDE, 1972; BEHIN, MAUEL, BIROUM-
NOERJASIN & ROWE, 1975; MAUEL, BEHIN, 1974; BEHIN, MAUEL &
ROWE, 1977; BRYCESON, BRAY & DUMONDE, 1974; PRESTON & DU-
MONDE, 1975-a; TSEGA, 1973), demonstram a importancia das células deriva-
das do timo no desenvolvimento da resisténcia 2 infecgdo, caracterizada pela di-
minuigio da extensdo ulcerada e da parasitemia celular. Os linfécitos T sensibili-
zados podem agredir ¢ matar macr6fagos parasitados, expondo o parasito a agdo
dos anticorpos ou a agdo dos préprios linfécitos. Com a liberagdo de linfocinas, os
linf6citos contribuem, ainda, para o recrutamento de células inflamatérias e au-
mento da capacidade microbicida dos macr6fagos (GODAL, REES & LAMVIK,
1971).

BLEWETT, KADIVAR & SOULSBY (1971), tendo como modelo co-
baias infectadas por L. enriettii, evidenciaram a participagdo da imunidade celular
por testes positivos de transformagio blastica dos linfécitos do sangue perif€rico,
inibigdo da migragao dos macr6fagos e reagoes cutdneas.

Durante a infecgdo leishmani6tica ativa, hd uma fase de depressao da hi-
persensibilidade retardada, que é recuperada durante o processo de cura. A re-
sisténcia 2 infecgio nem sempre ocorre em paralelo com a extensdo da hipersen-
sibilidade retardada e h4 evidéncias de que a sobrevida de leishmanias, em indivi-
duos parcialmente imunes, pode resultar da dissociagdo das diferentes formas de
expressdo da imunidade mediada por c€lulas, segundo BRYCESON (1972).

Em pacientes com infecgdo cutdnea localizada (TREMONTI & WAL-
TON, 1970) ¢ em leishmaniose cutdnea curada (BRAY, 1973), também encontra-
ram transformagdo bldstica positiva e considerdvel inibicdo da migragdo dos
leucdcitos.

A patologia da doenga € causada pela hipersensibilidade retardada, como
nas formas de leishmaniose cutdnea ou por falha na imunidade celular, que per-
mite o crescimento livre dos parasitos, como na leishmaniose cutdnea difusa.

Visando maiores esclarecimentos nos mecanismos imunolGgicos, que
contribuirdo significativamente para um melhor conhecimento da doenga em ge-

17

GUERRA, M. V. N. Imunidade celular em Leishmaniose te.

St gumentar americana. Rev. Pat. Trop

ral e'lendo em vista a alta prevaléncia da leishmaniose tegumentar americana no
Br'asﬂ, decidimos realizar este trabalho de avaliagdo da resposta imunecelular da
leishmaniose tcgumentar americana em casos humanos, através da:

1. Avaliagio da resposta imunecelular:

a. Pela determinagio qualitativa e quantitativa dos linfécitos T, T-ativos ¢
B do sangue circulante; ,

b. pelos testes de inibigdo da migragio de leucéeitos fr i
) t i
solivel de Leishmania; S i s
c. pelos testes intradérmicos com antigeno de Montenegro, antige
- . - ? nos
bacterianos (PPD), mic6ticos (oidiomicina, tricofitina) e com PHA-gP; .
d. pelas provas de sensibilizagio com DNCB.

2. MATERIAL E METODOS

Pacientes e controles
S_clccnonamos trinta pacientes com diagnéstico de leishmaniose tegnmen-
tar amcricana comprovada clinica e laboratorialmente. Todos os docntes acha-
vam-se mt.ernados no Servigo de Doengas Parasitdrias do Departamento de Medi-
cina Tr9p|ca! do Instituto de Patologia Tropical da UFG. Em todos os pacientes,
0 parasito foi demonstrado no material das lesdes pelo exame dircto ou cultural.
Os pacientes provinham:
. 60% da zona rural de Goids; 20% de Minas Gerais; e 20% dos Estados da
Bahia, Cear4, Maranhio e Mato Grosso.
. Suas idades variavam de 21 a 70 anos, sendo 29 pacientes do sexo mascu-
lino € um do sexo feminino. (Figura 1).
Os docntes foram estudados logo ap6s a internagio, antes de iniciar
qualquer tratamento.
Como controle foram usados trinta individuos normais, estudantes ¢ fun-

ciondrios do Instituto de Patologia Tropical da UFG, na faixa ctédria de 20 a 50
anos.

2.1. - Determinagio qualitativa e quantitativa dos linfécitos do sangue
circulante,

Material
Solugiio de bicarbonato de sédio a 5,6%

Bicarbonato de $6dio pa..........cviiiiiiiiniann... 11,2 g
Aguadeionizada qs.p. ............ ... Z)(')ml
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FIGURA 1 - Distribuigdo dos casos de leishmaniose tegumentar americana segundo
o0 grupo etdrio e objeto de nossas pesquisas

Preparacio

Dissolver completamente o bicarbonato em 4gua por agitagao constante
ou em agitador magnético. Distribuir em tubos com tampa de rosca. Esterilizar a
120°C por 15 minutos e estocar a 4°C.

Solugéio de antibiéticos

Penicilina potdssica,cristalina . . . ................ 2milhoes de U

Sulfato de estreptomicinag . . .......coiviierininnnnnen 2g
Hanks estéril .. ..... ... ... ... .. 200ml
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Solugéio de Hanks

'I"C Hanks solution (Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA) . 99y
Agua deionizada; ; sieveis s s 55 55 s RS S S 8§ s b eEe 1000m1
Preparagio

Hanks 1.X. . ... o conevsvaemn oo o 6 5 66 srosmsmsss o s & 5 5 5 6 wuevesdors 100 ml
S0l de:antibIGtC0S: o s:5:5 o o 5 4 5 & e 5 s ¢ 55 8 SEETE 1ml
Sol. de bicarbonato @ 5,6%. . . . . ..o it e Q6 ml
Ajustaro pHentre 7.2 ¢ 7.4

Solugiio conservadora de Alsever (pH 6.1)

Glicose:anidroPifiis:c-emes o s 5 5 s & wnmsvevamersns 51 55 5 5 5 & ¥ SEleREES A46¢g
Citrato triss6dico p.a.. . ... ... vttt 96 g
Cloreto s6diCO Paa.. c o oo cvvevniennnennenannnenneana, Sd¢g
Agua destilada deionizada. . . ....................... 1200 ml

Autoclavar a 120°C por vinte minutos ou em vapor fluente, por trés vezes
durante trinta minutos.

- Solugao salina a 0,85% de NaCl, na concentragio de 0,15M.

— Solugdo de Azul de Tripan (Matheson, Colman e Bell, Norwood, Ohio,
USA).

— Solugdo estoque do corante (1:100 em 4gua destilada, diluir no momen-
to de usar a 1:400 em HBSS).

— Heparina (Liquemine, Roche Produtos Quimicos e Farmacéuticos S/A,
Rio de Janeiro).

- Filtro Millipore GSWP (0,22 micra e 0,45 u) (Millipore Co., Bedford,
Mass., USA).

- Solugdo de Ficoll/Hypaque (segundo THORBSY & BRATLIE, 1970,
mod.).

Preparacio

a. Preparar solugio de Ficoll (P M 400.000 Pharmacia Fine Chemicals,
Uppsala, Suécia) a 9% em 4gua deionizada. Deixar a solugdo por algumas horas a
4°C para facilitar a dissolugao.

b. Misturar 10 partes de Hypaque a 75% (Wintrob Products Inc.,, N.Y.,

USA), com 12,36 partes de 4gua deionizada, obtendo-se uma solugio final a
33,9%.
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c. Misturar 10 partes da solugdo de Hypaque (33,9%) com 24 partes de
solugdo de Ficoll, a 9%. A densidade da mistura dever4 ficar entre 1.076 € 1.078.
Quando necessdrio, corrigir com 4gua deionizada. Esterilizar por ﬁltraqﬁo ou au-
toclavar a 120°C por vinte minutos. Conservar a 4°C.

- Hemolisina (soro de coelho anti-hem4cias de carneiro). Usar dilufda a
1/1.500 (Instituto Vital Brasil, Rio de Janeiro).

— Complemento humano (soro humano de doador do grupo AB), fator
Rh positivo.

Métodos

Separagao dos linfécitos do sangue (adaptada de THORSBY & BRATLIE,
1970)

a. Colher 10 ml de sangue periférico com heparina (10 U/ml), centrifugar
po: .00g durante 10 minutos.

b. Retirar 2 ml da interface (plasma e sangue) e adicionar igual volume
de suiugdo fisiol6gica a 0,85% homogeneizar bem.

c. Colocar lentamente a mistura sobre 3 ml da solugio de Ficoll-Hypaque
e centrifugar 400g, por 30 a 40 minutos, em temperatura ambiente.

d. Aspirar, com pipeta de Pasteur, o anel formado na interface, que
contém as c€lulas mononucleares.

e. Lavar as células trés vezes com solugdo de Hanks, centrifugando 200 g,
durante 10 minutos.

f. Testar a viabilidade celular com solugdo de Azul de Tripan a 1% e con-
tar no hemocitdmetro.

Determinagdo dos linfécitos T formadores de rosdceas com hemdcias de
carneiro na forma E.
(Adaptada de LAY, MENDES, BIANCO, NUSSENZWEIG, 1971).

Preparacio de hemédcias a 0,5% (E)

Colher as hem4cias de carneiro em solugio de Alsever e guardar a 4°C.
Antes do uso, lavar trés vezes em Hanks e ajustar a uma concentragio de 0,5% em
HANKS, com pH 7.2.

Técnica

a. Ajustar a suspensdo de linfécitos do sangue, separados pela técnica de
Ficoll-Hypaque, para uma concentrago de 2x10° células/ml, em Hanks.
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b. Misturar em tubo de hemoélise, 0,3 ml da suspensdo de linf6citos, com
0,3ml da suspensdo de hemdcias de carneiro, a 0,5% (E).

¢. Centrifugar os tubos a 200 g, 4 temperatura ambiente, durante cinco
minutos.

d. Incubar em banho gelo, a 4°C, por 60 minutos.

e. Ressuspender as células delicadamente e contar no hemocitémetro os
linf6citos formadores de rosiceas (E). Considerar como rosiceas aqueles linfoci-
tos com trés ou mais hemdcias aderidas.

f. Contar, no mfnimo, duzentas células.

Determinagao dos linfécitos T-ativos
(Adaptada de WYBRAN & FUNDENBERG, 1973)

a. Ajustar a suspensao de linf6citos separados pela técnica de Ficoll-Hy-
paque, para uma concentragio de 1x 107 células/ml, em solugio de Hanks.

b. Colocar em tubo de hemdlise siliconizado, 0,3 ml da suspensdo de
linf6citos. Incubar a 37°C em banho-maria, durante 15 minutos.

¢. Adicionar 0,3 ml de eritrécitos de carneiro a 0,5% em solugio de Han-
ks. Centrifugar a 200 g, por cinco minutos.

d. Ressuspender as c€lulas suavemente e determinar a percentagem de
linfécitos formadores de rosiceas no hemocitémetro. Contar, no minimo, duzen-
tas c€lulas. Considerar como roséceas aqueles linf6citos com trés ou mais hemd-
cias aderidas.

Determinagao dos linfécitos B formadores de rosdceas com hemdcias de
camneiro na forma EAC
(Adaptada de LAY & NUSSENZWEIG, 1968).

Preparagiio do EAC

a. Tomar volumes iguais da suspensao de eritréeitos de carneiro, lavados
a 5% e hemolisina dilufda (dose subaglutinante).

b. Incubar a 37°C em banho-maria, durante 30 minutos. Centrifugar, la-
var uma vez e ressuspender em 2ml de solugao de Hanks.

¢. Adicionar 2 ml de complemento humano diluido 1/80 (dose sublitica).
Incubar a 37°C em banho-maria por minutos.

d. Centrifugar e lavar as hem4cias. Diluir a suspensio a 0,5% em solugio
de Hanks (EAC).
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Técnica

a. Ajustar a suspensdo de linf6citos separada pela técnica do Ficoll-Hy-
paque para uma concentragio de 2x106 células/ml, em solugio de Hanks, pH 7.2,

b. Misturar 0,3 ml da suspensao de linf6citos ¢ 0,3 ml da suspensdo de
hemécias de carneiro a 0,5% em tubo de hemdlise e centrifugar a 200g, por cinco
minutos.

¢. Incubar em banho-maria a 37°C, durante 30 minutos.

d. Ressuspender a percentagem de linf6citos formadores de rosdceas
EAC. Considerar como rosdceas aqueles linfécitos com trés ou mais hem4cias
aderidas. Contar, no minimo, 200 células.

Todos os testes acima descritos, foram incubados em duplicata, conside-
rando como resultadlo a média das contagens.

2.2. - Teste de inibigio da migragéo dos leucdcitos
(Adaptado de ROSEMBERG & DAVID, 1970).

Material

* Ultracentrifuga Beckman, Mod. L3 50

* Ultra-som Bronson-Sonifier Cell Disruptor Heat Systems Ultrasonics -
Plainviex, N.Y..

* Centrifuga.

* Negatoscopio estufa, Fanem.

* Microsseringas - Hamilton Co., Whittier, California, USA.

* Silicone - Dow Corning Corporation, High Vaccum, Midland Michi-
gan, USA.

* Tubos de cultura com tampa de baquelite, atarrachdvel, siliconizados.

* Tubos de polietileno - Ardonplast Ind. de Aparelhos Cirtirgicos Ltda.,
SP, PE 100.

* Cimara de acrilico tipo Mackaness.
* Seringas de pléstico descartdvel de 50 ml e de 10 ml.

Solugdes

— Solugao fisioldgica balanceada (PBS)

Fosfato 4cido de s6dio (sol. 6.9 g/) ......... ... ...l 14 ml
Fosfato diss6dico (sol. 17,9g/1) . ..., 36 ml
Solugdo salina (17%). . .« e vt v ve e et iiiie e 3 ml
APUS QBSHIRMA. ..o 5 5 5 ¢ & s ofieod #1554 & » BRmEEHTEE s D0 ml
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—Tampio Tris - NH4Cl

Misturar uma parte de tampao tris pH 7.4, forga i6nica 0,15 M, com nove
partes de NH4Cl a 0,83% em dgua destilada deionizada.

- Meio de cultura

TC Medium 199 (Difco Laboratories Detroit, Michigan, USA). .. 11/g
Agua deionizada .. .........iiiiiiiii i 1000 ml
- Preparaciio do meio

Y G (oI 2 O DOml
Soro de cavalo descomplementado . ..........coiinnnn 10ml

Ajustar o pH em 7.4, com solugdo de bicarbonato de s6dio a 5,6%. Este-
rilizar em filtro Millipore 0,22 .

- Meio de cultura Barrachini modificado

a. Colocar 750 ml de 4gua destilada, 100 ml de codgulo de sangue bovino
e 8 claras de ovos em um liquidificador e bater por 5 minutos.

b. Autoclavar a 120°C por 40 minutos. Ap6s a autoclavagio, filtrar em
papel de filtro comum, refiltrar até se obter um filtrado transparente.

c. Colocar 210g de Brain-Heart Infusion, 28,5g de Yeast Extract para o
total de filtrado de 5700 ml.

d. Ajustar o pH em 7.4 e distribuir em baldes de 50 ml. Autoclavar a
120°C, durante 15 minutos.

- As amostras de Leishmania utilizadas para preparar o antigeno foram:

a. Leishmanias do complexo brasiliensis: Goids, Alceu e Acécia, prove-
nientes do Instituto Adolfo Lutz e mantidas no Instituto de Patologia Tropical da
Universidade Federal de Goids, desde 1966.

6. Leishmania do complexo americano: Mato Grosso, isolada no Instituto
de Patologia Tropical (BARBOSA e cols., 1976).

Estas amostras constam no catdlogo de referéncia Walter Reed Army
Institute of Research Washington D.C. com os seguintes nimeros:

Goids - 280

Ac4cia - 277

Alceu - 278

M. Grosso - 281

Métodos
Obtengdo do antigeno (Técnica de BRYCESON et alii, 1970, adaptada).
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a. A massa celular foi obtida do crescimento das amostras de Leishmania
em meio de Barrachini modificado.

b. Lavar vérias vezes a massa de Leishmania, centrifugar a 2.000 g, por
vinte minutos, em salina tamponada (PBS).

¢ Ressuspender em igual volume de PBS. Levar ao ultrasom em banho de
gelo. Sonicar alterando um minuto de tratamento, com trés minutos de intervalo
e observar a0 microsc6pio, até a completa destruigio das Leishmanias. Evitar a
formagao de bolhas.

d. Centrifugar a suspensio a 100.000 g, durante uma hora a 4°C. Retirar
0 sobrenadante e filtrar em Millipore de 0,45.. Distribuir em pequenas aliquotas,
em vidros tipo penicilina, fechar com rolhas de borracha estéreis e aro de metal.
Conservar a -20°C, até o momento do uso.

e. A prova de esterilidade foi feita usando-se o meio de cultura de tiogli-
colato. O conteddo protéico foi determinado pelo método de LOWRY et alii
(1951). O antigeno foi padronizado fazendo-se os testes de inibi¢ao da migragdo
de leucdcitos, usando-se o antigeno em virias diluigbes: 200 g, 150 g, 100 ge
50p.g, com células de individuos normais e pacientes com leishmaniose.

Prova de inibi¢ao da migragdo de leucdcitos (Técnica de ROSEMBERG &
DAVID, 1970, adaptada)

1. Colher 40 ml de sangue periférico, com 20 unidades de heparina por
ml, com seringa de 50 ml descartével.

2. Scdimentar na prépria seringa, inclinada a 45°C, durante uma a duas
horas, a 37°C.

3. Transferir todo o plasma para um tubo de cultura com tampa, siliconi-
zado e estéril, centrifugar a 250g, durante 20 minutos.

4. Desprezar o sobrenadante, lavar as células por duas vezes com Hanks
gelado e estéril.

S. Fazer o teste de viabilidade com azul de tripan, em solugdo a 1% e
ajustar a concentragio de células para 70x 106 por ml, com meio de cultura TC
199.

6. Encher os tubos capilares (100 mm x 1 mm) de polietileno quase to-
talmente.

7. Fechar a extremidade vazia do tubo em chama, com auxilio de uma
pinga. Colocar os tubos capilares em tubos estéreis e centrifugar a 200g, por 10
minutos.

8. Cortar os capilares 1 mm abaixo da interface meio-células e colocar um
em cada orificio da cdmara, tipo Mackaness e fixd-los com graxa silicone.
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9. Encher as cdmaras com meio de cultura e cobri-las com lamfnulas fixa-
das com graxa silicone. Incubar as cAmaras em placas de Petri, em cAmara imida,
a 37°C, durante 18 a 24 horas.

10. Ler, colocando a cAmara em microsc6pio projetor e desenhar as dreas
de migragdo em papel homogéneo. Recortar os papéis, seguindo o contorno das
dreas internas desenhadas e pesar em balanga de precisao.

11. Calcular o fndice de migragdo pela relagio: peso do papel correspon-
dente 2 4rea de migragao na presenca do antigeno / peso do papel correspondente
4 drea de migragdo, na auséncia do antigeno. O resultado multiplicar por 100 para
transformar o fndice de migragio em percentagem.

12. Para cada amostra, usar:

Trés cimaras com células, meio de cultura e antigeno na concentragdo de
100 . g/ml.

Trés cAmaras com células e meio de cultura.

2.3. - Testes intradérmicos de leitura retardada com diferentes antige-
nos.

Material

— Antigeno de Montenegro, preparado segundo a técnica de PESSOA
(1977), cedido pelo Servigo de Doengas Parasitdrias do Departamento de Medici-
na Tropical do Instituto de Patologia Tropical da UFGo.

= PPD (Derivado protéico purificado RT 23),2 U Iem 0,1 ml.

- Tricofitina (Instituto Pasteur, Paris, Franga), diluida a 1:100.

— Oidiomicina (Instituto Pasteur, Paris, Franca), diluida a 1:30, para uso
intradérmico.

- Fitohemaglutinina purificada (PHA-P) (Welcome Reagents Ltd., En-
gland), diluida a 2 p. g/ml, em solugio de Hanks, pH 7.2.

Preparagao do antigeno de Montenegro (Técnica de PESSOA & MARTINS,
1974)

1. Emulsionar em solugdo de NaCl a 12% culturas com 12 a 15 dias, de
Leishmania, em meio NNN.

2. Centrifugar, ressuspender o sedimento em solugio de NaCl a 12%.
Repetir esta operagio 3 a 4 vezes.

3. Diluir o sedimento com solugio de NaCl a 8,15% e agitar com pérolas
de vidro.

4. Calcular o nimero de leptomas da suspensdo contando em hemocit6-
metro.
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5. Padronizar a suspensdo na concentragio de 5 milhdes de leptomonas
por ml. Conservar na estufa a 56°C, durante 3 a 4 dias. Agitar 3 a 4 dias. Agitar2 a
3 vezes por dia.

6. Juntar a suspensdo 4cido fénico puro, na proporgio de 0,4%, ou mer-
- tiolato na proporgao de 1:10.000. Distribuir o antigeno em vidros tipo penicilina.

7. Testar a viabilidade das leptomonas e a pureza do antigeno, aquecendo
em banho-maria a 60°C, durante 30 minutos, trés vezes consecutivas. Semear em
meio NNN e meios bacteriol6gicos.

Métodos

L. Injetar 0,1 ml de cada antigeno, por via intradérmica, na face anterior
do antebrago, com agulha 10x 5 montada em seringa de 1ml.

2. Proceder a leitura 48 horas ap6s anotar, em milimetros, os didmetros
da drea de induragdo. Considerar positivas as reagoes com didmetro superior a §
mm.

Para o teste da PHA-P, proceder 2 leitura ao fim de 24 horas.

2.4. Teste de sensibilizagio com o DNCB (Adaptado de CATALONA,
TAYLOR, RABSON & CHRETIEN 1972)

Material

- DNCB (1 - chloro 2,4- dinitrobenzeno) (Matheson, Colemand and Bell,
Inc., Ohio, USA), diluido em acetona a 2% e 0,1%.

Método

- Preparar solugdo de DNCB, com 200 g a 100 g em 0,1 ml de aceto-
na. Conservar em frasco 4mbar a -20°C ao abrigo da luz. Aplicar a dose sensibili-
zante (solugdo a 2%) e deixar em contato por 48 horas. Apos 21 dias, aplicar o
teste com solugdo 0,1% nas seguintes concentragdes: 200 L g, 100 g, S0pge
25 i g em drea nao utilizada para sensibilizagio. Deixar em contato por 48 horas.

= Ler e classificar as reagdes de acordo com o seguinte critério.

* Eritema e induragdo e/ou bolhas ou vesiculas em toda a 4rea de apli-
cagdo: (4 +).

* Eritema e induragdo e/ou bolhas ou vesfculas em 3/4 da 4rea de apli-
cagio: (3+).

* Eritema e induragio com bolhas e vesiculas em 2/4 da drea de apli-
cagio: (2 +).
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* Eritema e induragdo com bolhas e vesfculas em 1/4 da 4rea de apli-
cagdo: (1 +).
* Auséncia total de reagdo: negativo.

2.5 - Andlise estatistica

Na anilise estatfstica dos resultados obtidos na determinagao dos valores
absolutos e no percentual dos linfécitos T, T-ativos € B € nas provas de inibigdo
da migragéo de leucdcitos, foi aplicado o teste “t” de Student, (com limite de con-
fiabilidade em 95%) entre os grupos estudados.

Os resultados dos testes cutineos foram analisados pelo teste exato de
Fisher.

RESULTADOS

Da avaliagio da imunidade celular dos pacientes com leishmaniose te-
gumentar americana.

3.1. - Determinagio quantitativa e qualitativa dos linfécitos T, T-ativos e
B.

Linfécitos T

A determinagio do nimero relativo de linfécitos T revelou as seguintes
percentagens: 359% + 13,4 no grupo total de doentes; 37,5 +14,5 no grupo de
doentes reatores ao antigeno de Montenegro; 28,0 10,2 no grupo de ndo reato-
res ao antigeno de Montenegro e 49,0 + 11,0 para os individuos controle (pelo tes-
te “T” evidencia-se uma diferenga significativa P< 0,05) (Tabelas I e II).

O nitmero absoluto de linfécito T alcangou as seguintes médias por mm?3:
grupo total, 582,8% 360,0; grupo reator ao antigeno de Montenegro, 638,2
+ 381,6; grupo nao reator, 383,9 +179; para o grupo controle, 947,4 +309. Os
pacientes mostraram nimeros absolutos inferiores aos dos individuos normais ao
nfvel de significincia de p< 0,01 (Tabela I). Ndo houve diferenga significativa en-
tre pacientes reatores € nao reatores, ao antigeno de Montenegro (Tabela III).

Linfécitos T-ativos

As percentagens obtidas dos linfécitos T-ativos foram iguais para o grupo
total de doentes reatores € nao reatores ao antigeno de Montenegro: 13,7£7,7;
13,3+ 8,7, 13,7+ 2,5. Para os individuos normais, 30+11,0. Comparadas as médias
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percentuais dos pacientes com as do grupo controle, evidenciou-se uma diferenga
significativa p < 0,05 (Tabelas I e II).

TABELA I - Valores absolutos e relativos dos linfécitos T, T-ativos e B em pacientes com leishmaniose
tegumentar americana e em indivfduos normais.

Linfécitos T Linfécitos T-ativos Linfécitos B

INDIVIDUOS

Valores Percentual Valores Percentual Valores Percentual

absolutos absolutos absolutos

(mm?) (mm3) (mm
Com leishmaniose 582,8 35,9 233 13,7 384 24,8
tegumentar (30) =+ 360 +134 *x213 +*77 %168 + 8,5
Normais 947,4 49 678,3 30 529 27,1
(30) * 309 * 11,1 =291 + 11,0 = 188,5 + 6,3
Probabilidade * P p<0,01 p<0,05 p<0,01 p<0,05 p <0,01 p > 0,05

* Probabilidade segundo o teste ““t"" de Student

TABELA II - Percentagem de linfécitos T, T-ativos e B do sangue periférico de pacientes com
leishmaniose tegumentar americana e de individuos normais.

Individuos  Pacientes pacientes ndo Comparagio entre grupos *

Linfécitos normais reatores ao reatores ao
antfgeno de antigeno de normais/ normais/ reatores/

Montenegro  Montenegro reatores  naoreatores nao reatores

“T 49 11,0 37,5 £ 14,5 28 + 10,2 p < 0,05 p < 0,05 p > 0,05
“T-a"” 30 11,0 13,3% 8,7 13,7 2,5 p < 0,05 p <0,05 p > 0,05
“B” 27 6,3 246% 7,2 26,3+ 8,8 p> 0,05 p > 0,05 p > 0,05

* Teste “‘t” de Student

A média dos valores absolutos dos linfécitos T-ativos foi a seguinte: para
0 grupo total dos pacientes, 233 + 213; reatores ao antfgeno de Montenegro, 232
%= 224; ndo reatores, 190,2 £ 91,9. Para o grupo controle, 678,3 *291. Compara-
dos aos individuos normais, os doentes mostraram nidmeros significativos (p
<0,01) (Tabela I). Entre pacientes reatores ao antfgeno de Montenegro e os nio
reatores, ndo houve diferenca significativa (Tabela III).
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TABELA III - Valores absolutos de linfécitos T, T-ativos e B de pacientes com leishmaniose tegumen-
tar americana e de individuos normais.

Individuos  Pacientes Pacientes nao Comparagao entre grupos *
Linfécitos normais reatores a0 reatores ao
antigeno de antigeno de normais/ normais/ reatores/
Montenegro  Montenegro reatores nao reatores NAao reatores
947,4 638,2 389,9 p <0,01 p <0,01 p > 0,05
o * 309 + 381,6 + 226
(n=30) (n=23) (n=7)
678,3 232 190,2
“T-a" + 291 + 224 + 91,9 p<0,01 p <0,01 p > 0,05
(n=30) (n=23) (n=7)
529,3 369 340,8
“B” + 188,5 * 1354 + 189,9 p<0,01 p<0,01 p > 0,05
(n=30) (n=23) (n=7)

* Teste *‘t” de Student

Linfé6citos B

Na determinagdo dos linf6citos B, foram encontrados os seguintes valo-
res: grupo total de pacientes, 24,8 +8,5; reatores ao antigeno de Montenegro, 24,6
*7,2; ndo reatores, 26,3+ 88; grupo normal, 27,1 £ 6,3. Ndo houve diferenga sig-
nificativa entre os grupos (Tabelas I e II).

Foram os seguintes os niimeros absolutos de linf6citos B: 384 - 168 para
0 grupo total; 369 * 135,4 reatores ao antigeno de Montenegro; 340,8 +189,9 nio
reatores; 529,3 * 188,5 para o grupo controle. Houve diferenga significativa ao
nivel de p < 0,01 (Tabela I e III). Entre o grupo nao reator ao antigeno Montene-
£ro e o reator, ndo houve diferenga significativa (p > 0,05) (Tabela III).

3.2 - Teste de inibicio da migragio dos leucécitos

O teste de inibigdo da migragdo dos leucdcitos foi realizado em 21 dos 30
pacientes estudados. Os resultados da migragdo dos leucéeitos do sangue periféri-
co, realizados com antfgeno protéico soldvel de leishmanias, estido representados
na Figura 2. Das diversas concentragoes usadas na padronizagio do antigeno, foi
escolhida a de 100 g, de protefna por ml do meio de cultura. Foram considera-
das como inibidas as migragdes com fndices abaixo de 0,9%.
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FIGURA 2 - Indice da migragao dos leucécitos de pacientes com Leishmaniose
tegumentar americana e de individuos normais em presenga de 1 00mgde
antigeno de Leishmania. O - Pacientes reatores ao teste de Montenegro; A -
Pacientes ndo reatores ao teste de Montenegro; e - Individuos normais.

Foram os seguintes os indices de migragio: para o grupo de pacientes
reatores ao Montenegro, 0,53 * 0,15; grupo de doentes nio reatores ao Monte-
negro, 0,73 * 0,04 e individuos normais, 0,90 *+ 0,13.
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(mparando os fndices de migragio dos leucécitos obtidos nos pacientes
€ no grupo controle, notam-se diferencas significativas (p < 0,01). A diferenga nos
fndices de migragdo entre os grupos reatores do antigeno de Montenegro ¢ nio
reatores, alcangam também valor estatistico. (TABELA VI).

3.3 - Testes intradérmicos de leitura retardada com diferentes antigenos

Os resultados dos testes cuténeos realizados com os antigenos de Monte-
negro, PPD, tricofitina, oidiomicina, PHA P e teste de contato com DNCB, estdo
condensados na Tabela IV.

TABELA 1V - Porcentagem de positividade nos testes de leitura retardada com antigeno de Montenegro,
PPD, oidiomicina, tricofitina, PHA-P, DNCB, em pacientes com Leishmaniose tegu-
mentar americana ¢ em individuos normais.

Individuos Antigeno PPD Oidiomi- Tricofiti- PHA-P DNCB
de Mont. (20) cina(1:100)  tina (1:30) (2 2 (2000 g
Com leishmaniose 76,6% 41,3% 21,7% 50,0% 78,2%  69,5%
tegumentar americana (n=30) (n=29) (n=23) (n=24) (n=23) (n=23)
Normais 16,6% 73,3% 23,3% 56,6% 86,6%  88,9%

(n=30) (n=30) (n=30) (n=30) (n=30) (n=27)

Teste exato de Fisher P<0,01 P <0,02 P > 0,05 P>0,05 P>0,05P>0,05

PPD = Derivado protéico purificado
PHA-P = Fitohemaglutinina pura
DNCB = Dinitroclorobenzeno

A incidéncia de reagdes positivas ao antigeno especifico de Montenegro,
foi de 76% no grupo de pacientes e 16,5% no grupo controle.

Os testes cutdneos com PPD apresentam a seguinte percentagem: 41,3%
nos pacientes e 73,3% nos individuos normais. A diferenga nessa percentagem se
mostra significativa (PPP p < 0,02). Com tricofitina e oidiomicina as porcenta-
gens obtidas nos pacientes foram muito semelhantes as dos individuos normais,
nao aprescntando diferenga significativa - (p> 0,05) (Tabela IV).

Entre os dois grupos de pacientes, também nao houve diferenga significa-
tiva (Tabela V).

Os testes cutdneos com fitohemaglutinina revelaram 78,2% de reagoes
positivas nos pacientes com leishmaniose tegumentar americana ¢ 86,6% nos in-
dividuos rcrmais. Ndo houve, portanto, a diferenga significativa (p» 0,05) (Tabe-

la1V).
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TABELA V - Percentagem de positividade a testes de leitura retardada com: oidiomicina, tricofitina,
PHA-P e DNCB em pacientes com leishmaniose tegumentar americana, reatores e nio
reatores ao antigeno de Montenegro

INDIVIDUOS Montene- PPD  Oidiomicina Tricofiti- PHA-P DNCB
gro (1:100) na(l:30) (2png) (2.000pg)
Reatores ao antigeno de 100% 45,4% 25% 70,5% 94,7% 70,5%
Montenegro (n=23) (m=22) (n=16) (@=17) (=23) (n=17)
Nio reatores ao antigeno 0% 28,5% 15,3% 0% 0% 50%
de Montenegro (n=7) (n=7) (n=7) n=7) m=7) (n=67)
Teste exato de Fisher p < 0,01 p—0,04 p—0,05p<+-0,02 p+<0,01 p—0,05

PPD = Derivado protéico purificado
PHA-P = Fitohemaglutinina
DNCB = Dinitroclorabenzeno

A positividade 2 reagdo com PHA-P no grupo de pacientes com teste de
Montenegro positivo foi de 94,7%, sendo nula no grupo nio reator. Essa diferen-
¢a foi altamente significativa (p < 0,01) (Tabela V).

Com o DNCB a incidéncia de reagdes positivas foi de 69,5%, sendo que
para o grupo controle a literatura apresenta 88,9% seg. MUSSATTI, MENDES
& MENDES (1971). A diferenca nestas percentagens nao foi significativa: (p>
0,05). Nos pacientes que ndo reagem ao antigeno de Montenegro, a percentagem
de sensibilizagdo foi de 50% (Tabela V).

TABELA VI - Percentagem da migragio dos leucécitos de pacientes com Leishmaniose tegumentar
americana e de individuos normais em presenga de antigeno solivel de Leishmania.

Antigeno  Individuos  Pacientes Pacientes nio Comparagio entre grupos *
Sohivel de normais reatores ao reatores ao
Leishmania antigeno de antfgeno de normais/ normais/ reatores/
Montenegro  Montenegro reatores ndo reatores nao reatores
90,5 53,0 73,0
100 p g/ml p <0,01 p <0,01 p <0,0i
+ 13,0 * 15,2 + 4,7

* Teste ““t”" de Studen-
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DISCUSSAO

Tendo por base a resposta aos testes intradérmicos, com antigeno de
Montenegro, nossos pacientes puderam ser divididos em dois grupos: 1) com
reagbes positivas; 2) com reagdes negativas. Os pacientes do primeiro grupo eram
portadores de lesoes cutdneas ou cutdneo-mucosas; muitos deles com lesdo Grica.
Dentre eles, apenas um era portador de lesoes cutdneas disseminadas, que, trata-
do desde o infcio da doenga, evoluiu rapidamente para a cura. Os pacientes do se-
gundo grupo também apresentavam lesdes cutdneas e/ou cutdneo-mucosas, mas
com evolugdo mais prolongada (2 a 10 anos). Dois deles acusaram lesdes cutineas
disseminadas, na fase inicial da doenca.

Determinagfio qualitativa e quantitativa dos linfécitos T, T-ativos e B

A determinagdo dos linfécitos T, T-ativos ¢ linf6citos B, do sangue pe-
riférico dos pacientes com leishmaniose tegumentar americana, quando compara-
da com a obtida em individuos normais, mostra uma diferenga significativa para
menos nos nimeros absolutos dos linf6citos (Tabelas I e I1I). Esta mesma dife-
renga foi também observada nos valores percentuais dos linf6citos T e T-ativos,
mas néo dos linfécitos B (Tabela I e II).

Apesar de a leishmaniose tegumentar americana ser tida como uma
doenga em que a imunidade celular esteja normal ou ativada, é interessante regis-
trar essa baixa dos linfécitos T e T-ativos. Teriam esses linf6citos migrado para a
drea cutdnea afetada? Estaria ocorrendo uma linfocit6lise mediada por fen6me-
nos primariamente téxicos ou imunolégicos? Até o momento nio se pode res-
ponder a essas indagagdes.

A diminuigdo dos valores relativos dos linfécitos T j4 fora consignada em
vdrias doengas acompanhadas de depressdo de imunidade celular, como na lepra
lepromatosa (MENDES, KOPERSZTYCH e MOTA, 1974), na Blastomicose
Sul-americana (MUSATTI, REZKALLAH, MENDES ¢ MENDES, 1976), no
Pénfigo folidceo Sul-americano (GUERRA, REIS e GUERRA) ¢ no Lupus eri-
tematoso sistémico (MASSUDA, ROCHA FERREIRA, BERNHADSORU-
TER, OLIVEIRA LIMA & SETTE CAMARA, 1974) e estados imunodepressi-
vos (WYBRAN & FUDENBERG, 1973). Chama a atengo o fato de nio ter sido
significativa a diferenga entre as contagens de linfécitos circulantes dos doentes
que apresentavam reagio de hipersensibilidade retardada ao teste de Montenegro
daqueles em que a reagdo fora negativa (Tabelas II e III).
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Teste de inibi¢fio de migracfio dos leucécitos

Os fen6menos mediados por fatores soltveis podem ser estudados “in vi-
tro” pela agdo de antfgenos especificos sobre linf6citos sensibilizados. Uma das
linfocinas que resulta desta interagdo, € o fator inibidor da migragio de leucdci-
tos, que pode ser facilmente evidenciado pelos testes recomendados por SO-
BORG & BENDIXEN (1967), ROSENBERG & DAVID (1970).

A inibigdo da migragdo dos leucdcitos, usando antfgeno solivel obtido de
uma mistura de vérias espécies de Leishmania, apresentou resultado estatistica-
mente significativo em relagio 2 dos individuos normais (Tabela VI).

Em sete pacientes que ndo apresentaram reagio cutdnea ao antfgeno de
Montenegro, ndo houve redugdo especifica da migragdo dos leucdcitos, confir-
mando assim, a correlagdo entre os testes de inibigdo de migragio dos leucécitos e
hipersensibilidade cut4nea retardada “in vivo”.

Foi também demonstrado por ZELEDON (1977), usando as técnicas de
THOR (1971) e ROCLIN & DAVID (1971), em quatro pacientes com leishma-
niose cutdneo-mucosa, estreita correlagio entre a reagado de Montenegro € a pro-
dugdo do fator inibidor da migra¢ao de macréfagos.

Os resultados obtidos neste trabalho concordam com BRAY (1973 b), no
estudo de diversas formas de leishmaniose humana, empregando vérios testes pa-
ra avaliagdo da imunidade mediada por células. Foi relatada inibigdo da migragao
de leucdcitos nos casos de leishmaniose cuténea j4 curadas e pouca ou nenhuma
inibi¢do nos casos de leishmaniose cutdnea em atividade.

Em trabalhos experimentais, BRYCESON, WOLSTENCROFT e DU-
MONDE (1970) ¢ BLEWETT, KADIVAR, SOULSBY (1971), empregando
antfgenos soldveis de L. enriettii, conseguira evidenciar a hipersensibilidade retar-
dada através da transformagdo bléstica dos linfécitos € da inibi¢do da migragao
dos leucdcitos, em cobaias infectadas por L. enriettii.

Testes intradérmicos de leitura retardada com diferentes antigenos

A reatividade cutdnea a vérios antfgenos microbianos € micéticos, vem
sendo largamente usada na avaliagdo da memdria imunol6gica do individuo em
inimeras condigdes imunopatolégicas. Os resultados negativos podem demons-
trar uma deficiéncia imune ou significar apenas a auséncia de sensibilizagio.

Os resultados dos testes intradérmicos com antfgenos bacterianos €
micécitos realizados em nossos pacientes com leishmaniose cutineo-mucosa,
mostraram, de um modo geral, boa relagdo com a fung¢do imunitdria avaliada pela
inibigio da migragdo dos leucdcitos. A resposta individual dos pacientes aos vé-
rios testes de avaliagdo da hipersensibilidade retardada, apresentou-se bastante
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heterogénea, variando desde pacientes totalmente anérgicos até doentes nos quais
néo se observou depressao da resposta imune celular “in vivo”.

Os pacientes reatores ao teste intradérmico com antfgeno especffico, tes-
te de Montenegro, sempre responderam a mais de duas provas cut4neas. J4 entre
os 7 pacientes Montenegro negativos, apenas um acusou reatividade a trés antf-
genos e trés deles responderam s6 ao DNCB.

A sensibilizagdo a0 DNCB avalia a capacidade do individuo de respor.der
a estimulos novos, constituindo um método de grande eficiéncia para quantifi-
cagdo da resposta imunocelular. Aproximadamente 90% da populagio normal ¢
capaz de se sensibilizar ao DNCB (CATALONA, TAYLOR, RABSON, CHRE-
TIEN, 1972), quando exposta a teores em torno de 2.000 u.g. A incidéncia de sen-
sibilizagdo a0 DNCB em nossos pacientes, nio apresentou diferengas significati-
vas quando comparadas 2 dos individuos normais. Nossos resultados, apresentan-
do 69,5% de positividade ao DNCB, sdo semelhantes aos encontrados na lepra
lepromatosa (68,9%) (MENDES, RAPHAEL, MOTA e MENDES, 1974) e dife-
rentes dos valores encontrados na Blastomicose Sul-americana, 27,4% (MEN-
DES & RAPHAEL, 1971).

As reagbes cutdneas com PHA-P, assemelham-se as reagdes cldssicas de
hipersensibilidade retardada, embora seja histologicamente diferente e de apare-
cimento mais rédpido (24 horas).

O grupo de pacientes que apresentou reagio de hipersensibilidade retar-
dada ao antfgeno de Montenegro e inibigdo da migragdo dos leucécitos, também
reagiu positivamente aos testes cutdneos com 2 p.g de fitohemaglutina, dose capaz
de produzir 100% de positividade na populagio normal (BONFORTE, TOPILS-
KY, SILTZBACH & GLADE, 1972). Os pacientes no reatores ao antigeno de
Montenegro, também ndo reagiram 2 fitohemaglutinina, mas apresentaram ini-
bicdo parcial da migragdo dos leucécitos. Nao houve diferenga significativa entre
as percentagens de positividade 2 fitohemaglutinina dos pacientes com leishma-
niose tegumentar americana (78,2%) e a do grupo de controle (86,5%). (Tabela
IV).

Chama atengdo o fato de termos encontrado 7 pacientes (23,4%) com
reag0es ao teste de Montenegro negativas (reagdes, ao fim de 48, horas com me-
nos de 5 mm de didmetro) entre 30 pacientes com forma ativa comprovada de lei-
shmaniose tegumentar americana. Todavia, como se poderd notar em nossos re-
sultados, esses pacientes anérgicos a0 Montenegro nio apresentaram quadro de-
finido de imunedepressio evidencidvel pelos testes intradérmicos com antigenos
bacterianos € com DNCB.
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Neste particular, esse grupo de pacientes se comporta como na lepra le-
promatosa, onde pode ocorrer reagdo de Mitsuda negativa, ao lado de reagdes
cutdneas positivas para outros antfgenos bacterianos.

A observagao do aspecto clfnico dos pacientes com leishmaniose cutdnea
Ou cutdneo-mucosa, apresentando lesdes metastiticas, que aparecem muitas vezes
apds anos, leva-nos a indagar de que modo os parasitos persistem nos tecidos,
apesar das reag0es de hipersensibilidade retardada, da inibi¢io da migragio dos
leucécitos e da presenga de linf6citos timo-dependentes no sangue circulante. Se-
gundo FARAH, SAMRA, NUWAYKI-SALTI (1975), os parasitos ficariam indi-
ferentes A resposta imune, protegidos pelo macr6faco em seu “habitat” natural.

Evidéncias experimentais sugerem que a morte dos parasitos liberados
por destrui¢do do macr6fago, em consequéncia de parasitismo muito intenso, ou
por outra causa qualquer, possa ser mediada por linfécitos e macréfagos em coo-
peragdo com anticorpos através de dois mecanismos da imunidade protetora: 1)
os macr6fagos parasitados poderiam promover a imunogenicidade dos produtos
da leishmania, sensibilizando os linfocitos que se tornariam cicot6xicos para os
macroiagos. Mortos, estes liberariam os amastigotos, expondo-os a agio de anti-
corpos liticos ou aglutinantes; 2) os linfécitos sensibilizados poderiam também
ativar os macr6fagos pelo contacto ou por liberagio de linfocinas e estes, uma vez
ativados, matariam os parasitos intracelulares. Em ambos os mecanismos de mor-
te dos parasitos, pela interagao linfécitos macr6fagos, a colaboragio dos anticor-
pos € bem definida (PRESTON & DUMONDE, 1975). REES (1966), j4 havia
sugerido que s6 o mecanismo mediado por células pode ser insuficiente para con-
ter a disseminagdo da infecgdo, sendo necessdria a cooperagio dos anticorpos.

Os resultados obtidos dos pacientes portadores de lesoes cutdneo-muco-
sas e lesoes cutdneas disseminadas, correlacionam com estudos experimentais de
BRYCESON, BRAY ¢ DUMONDE (1974), quando demonstraram que aumen-
tando a dose do in6culo, ocorria depressdo da hipersensibilidade retardada com
aparecimento de lesdes metast4ticas, sugerindo que alta carga antigénica induz a
depressdo da imunidade mediada por c€lulas. Também SOUZA (1978), demons-
trou a presenca de hipersensibilidade retardada em camundongos leishmani6ticos
com lesoes reduzidas e localizadas € nao naqueles com lesdes bem desenvolvidas e
metdstases.

A andlise dos resultados obtidos nos pacientes com leishmaniose tegu-
mentar americana, acompanhada da presenca da hipersensibilidade retardada aos
testes cutédneos, sensibilizagdo ao DNCB, a significativa inibicdo da migragio de
leucécitos, mesmo com expressiva diminui¢do dos nimeros absolutos e percen-
tuais de linf6citos T e T-ativos, sugere integridade da imunidade celular nesta
leishmaniose.
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CGONCLUSOES

1. No estudo da imunidade celular de 30 pacientes com leishmaniose tegumentar
americana, foram encontrados 7 com reagdo ao antfgeno de Montenegro.

2. Nos 23 pacientes reatores ao antfgeno de Montenegro, todos apresentavam in-
tegridade da imunidade celular evidencidvel pelas determinagdes dos linf6citos
do sangue circulante, pela prova de inibigio da migragdo dos leucdcitos e pelos
testes de sensibilidade cutdnea a antfgenos bacterianos, mic6ticos e ao DNCB.

3. Nos 7 pacientes ndo reatores ao antfgeno de Montenegro, os resultados das
provas de imunidade celular, embora aparentemente inferiores, nio falam a fa-
vor de imunodepressdo, estatisticamente significativa.

4. Os teores absolutos e relativos dos linf6citos T e T-ativos dos pacientes reato-
res € ndo reatores ao antfgeno de Montenegro, mostram-se significativamente
inferiores aos dos individuos normais. J4 com os linf6citos B, somente os valo-
res absolutos € que se mostraram também inferiores.

5. Os fndices de migragdo dos leucécitos do sangue circulante em presenga do
antigeno de Leishmania, oscilaram entre 0,2 e 0,7 nos 16 pacientes reatores ao
antfgeno de Montenegro e entre 0,6 € 0,8 nos pacientes nao reatores.

6. A diferenga entre os fndices de migragdo dos leucécitos dos pacientes reatores e
néo reatores ao antfgeno de Montenegro, se mostrou significativa em nivel de
5%.

7. Os testes intradérmicos com o antigeno de Montenegro, revelaram positivos
em 76,5% dos pacientes com leishmaniose tegumentar americana e em 16,5%
dos individuos aparentemente normais.

8. A capacidade reacional dos pacientes com leishmaniose tegumentar americana
frente aos antfgenos bacterianos € mic6ticos, se revelou semelhante a dos in-
dividuos normais. Apenas com o PPD de 2 Unidades € que ocorreu uma hipo-
reatividade significativa em nfvel de 2%. (Tabela IV).

9. Também a reatividade ao DNCB dos doentes com leishmaniose tegumentar
americana se comportou semelhantemente a dos individuos normais.

SUMMARY
Cellular immunity in American Tegumentary Leishmaniasis
There have been studied 30 patients of both masculine and feminine se-

xes, of age between 17 and 72, whose clinical and laboratory diagnosis had revea-
led American tegumentary leishmanios as in order to consider cellular immunity.
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These patients, from the State of “Goids, Minas Gerais, Bahia, Cear4,
Maranhao” and “Mato Grosso”, were during all the time of the research interns
in the Department of Parasitical Discases of the Institute of Tropical Pathology of
the Federal University of Goiés.

To evaluate the cellular immunity there have been used the following
tests:

1 - Qualitative and quantitative determination of the T, T-active and B
lymphocites of the circulating blood;

2 - Test of in ivition of the lenkocytes in the presence of the Leishmania
antigen;

3 - Intradermic tests with Montenegro antigen, bacterial antigen (PPD)
fungal (trichophytin, candidin and with phytohemagglutinin);

4 - Test of sensibilization with DNCB.

The test with the Montenegro antigen made possible the separation of
the patients in two groups: 1) reactors, 2) non-reactors. The tests carried out re-
vealed functional integrity of the reativity of the T and T-active lymphocytes in all
patients despite the absolute and relative lymphopenia which they showed.

The indices of the lenkocytes’ migration in the presence of 100 i g of the
Leishmania antigen, were significantly inferior on the reactor type patients com-
pared to those of the type non-reactor and to normal individuals as well. Excepted
the tests with the PPD (2 UI), tests with the fungal antigen including phytohe-
magglutinin and DNCB all revealed results similar to those obtained with the
normal individuals.
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