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REAÇÕES DE IMUNOPRECIPITAÇÃO EM GEL APLICADAS
AO ESTUDO DO CALAZAR *

ZAIR BENEDTA PINHEIRO ** OSWALDIHA SEAPRÂ DE
OLIVEIRA *** WILLIAM BARBOSA ****

RESUMO

Soros de doze pacientes portadores
de Leishmaniose visceral, comprovada
parasitologicamente foram analisados
através da técnica de eletroforese e de
várias outras técnicas de imunopreci-
pitação em gel, tais como: imunoele-
troforese contra antisoro humano total
e contra antisoro tríplice antí-IgG,
anti-IgM e anti-IgA; imunodifusão ra-
dial reversa para dosagem de imunc-
e'obulinas; contra-irmmoeletroforese e
imunodifusão dupla de Outcherlony.

A análise eletroforética revelou au-
mento de proteínas da zona gama, en-
quanto a imunoeletroforese sugeriu
que esse aumento corresse por conta
da fração G.

A dosagem de imunoglobulinas de-
monstrou um aumento bastante signi-
ficativo de IgG em todos os casos, e
de IgM na maioria deles.

A contra-imunoeletroforese se reve-
lou um método de grande sensibilida-
de para detecção de precipitinas. Os
mesmos soros positivos nesta reação,
quando submetidos ao tratamento pelo
mercapto-etanol não negativaram to-
talmente as linhas de precipitação,
quando submetidos novamente à con-
tra-imunoeletroforese.

Através da imunodifusão clássica de

Outcherlony tentamos detectar antíge-
nos circulantes, fazendo reagir soro
contra soro, mas os resultados foram
infrutíferos.

INTRODUÇÃO

No Calazar, o diagnóstico pa-
rasitológico feito através de mate-
rial obtido de punção de medula,
de punção esplénica ou de fígado,
embora ofereça segurança diag-
nostica, nem sempre é positivo.

Os métodos de cultura e a ino-
culação em animais de experimen-
tação em laboratório requerem
cuidados e instalações especiais, e,
seus resultados são, muitas vezes,
inconstantes.

Por outro lado, a detecção de
anticorpos específicos por técnicas
sorológicas "in vitro", como a
Reação de Fixação de Comple-
mento, a Hemaglutinação Passi-
va, a Reação de Aglutinação do
Látex e a Imunofluorescência In-
direta, sofre restrições impostas
pelas próprias técnicas em si mes-
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mas (7, 8, 21, 23). E quando ss
trabalha em áreas em que são co-
muns elevada prevalência de
doenças produzidas por outras es-
pécies de Trypanosomatídeos, ou
de doenças devidas a micobacté-
rias, essas limitações são muito
ampliadas, (3, 10, 26).

Provavelmente, a reação de
Imunofluorescência Indíreta seria
a melhor técnica para o diagnós-
tico e controle da leishmaniose
visceral, não fosse o componente
subjetivo do método e a exigência
de equipamento dispendioso, a
par da dificuldade na padroniza-
ção da técnica.

Parece-nos que estas dificulda-
des têm induzido vários pesquisa-
dores a usar métodos de imuno-
precipitação em gel, na tentativa
de obter bons resultados diag-
nósticos para a leishmaniose vis-
ceral (18, 24, 6).

Além disso a sabida disprotei-
nemia ocorrente no Calazar com
seus elevados índices de globuli-
nas, nos induziram ao estudo des-
tas proteínas por técnicas quali-
tativas e quantitativas com as
quais procuramos correlacionar
os índices.de precipitinas encon-
trados, evolutivamente.

O fato de trabalharmos em área
onde a prevalência de Calazar
aumenta dia a dia, nos levou a
iniciarmos estudos neste campo, e
neste trabalho estamos apresen-
tando o que tem sido feito até o
momento, (3, 19).

MATERIAL E MÉTODOS

Àntígenos:

A — Leishmania demovam —
cepa mantida desde 1970 no La-

boratório de Protozoologia do
IPT, oriunda da Inglaterra e pro-
vinda de Lisboa, em 1970.

B — Leptomonas pessoai —
cepa "princips" isolada no IPT
por Galvão e cols. em 1969.

C — Leishmania brasiliensis —
cepa MT isolada no IPT, em
1970 durante uma epidemia ocor-
rida em Mato Grosso.

A técnica utilizada para a pre-
paração de todos os antígenos foi
a mesma. O antígeno constou de
um extraio hidrossolúvel obtido
da seguinte maneira: as formas
promastigotas de cultura de'três
dias para Leptomonas pessoai, e
dez dias para as Leishmanias bra-
siliensis e donovani, foram cuida-
dosamente removidas da cultura
e lavadas em salina tamponada
por seis a sete vezes, depois res-
suspensas em solução de NaCl a
0. 017 M., rotas por congelamen-
to e descongelamento por dez ve-
zes, em seguida homogeãnizadas
em aparelho "Virtis" a 40 r.p.m.
e depois liofilizadas. A massa
liofilizada foi, então, diluída em
salina na proporção de 1/4 volu-
mes, e mantida em geladeira por
uma noite, após centrifugação a
49C e a 20.000 g..por l hora.
O sobrenadante foi usado como
antígeno.

A concentração de proteínas de
cada antígeno foi dosada pela
técnica de Lowry. Antígeno de
L. donovani = 1,79 mg/ml; L.
brasiliensis = 2,63 mg/ml e Lep-
tomonas pessoai — 3,26 mg/ml.

Antí-Sóros:

Anti-sôro humano total, obtido
comercialmente dos Laboratórios
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"Hyland". Anti-sôro anti-IgG,
anti-IgM e antí-IgA dos Labora-
tórios "Hyland".

Soros:

Soros de doze pacientes, num
total de 67 amostras, colhidas
evolutivamente, quase sempre
com intervalo de uma ou duas se-
manas, durante cerca de dois me-
ses de observação, em regime de
internação.

Soros Testemunhos para a Rea-
ção de Contra-Imunoeletroforese:
12 soros de pacientes com Leish-

maniose tegumentar estocados
na soroteca do IPT.

12 soros de pacientes com Tuber-
culose pulmonar, provenientes
do Hospital de Tuberculose
(Sanatório JK).

12 soros de pacientes portadores
de Doença de Chagas.

12 soros de pacientes com Blas-
tomicose Sul-Americana, pa-
cientes em tratamento no Hos-
pital das Clínicas, no Depar-
tamento de Medicina Tropical.

12 soros de portadores de outras
doenças: Jorge Lobo, Anci-
lostomose, Cromomicose, Ma-
lária, Actinomicose, Toxo-
plasmose, Febre Amarela e
Esquistosomose.

Soros de Referência: IgG, IgM
e IgA, obtidos comercialmente,
dos Lab. Hyland.

Métodos:

As técnicas utilizadas foram:
l — Dosagem de proteínas totais.

As proteínas totais foram do-
sadas pelo Método do Biureto,
segundo Gornal e cols. (17), utili-

zando um fotocolorímetro aus Jc-
na.
2 — Eletroforese de Proteínas sé-
ricas:

A eletroforese foi feita sobre
acetado celulose, em fitas 'Cello-
gel" de 2,5 cm. de largura por
14 cm. de comprimento, segundo
a padronização clássica de Fried-
man, (16), adaptada por Vaz e
cols. (31).
3 — Imunoeletroforese:

Constou de uma micro-técnica
em lâminas de 75 mm x 25 mm.
recobertas com 3 ml de ágar puro
(lonágar n° 2 — Oxoid) a 1%
em solução de Tampão Veronal,
pH 8.2. Na lâmina eram feitos
dois orifícios de 3 mm. de diâ-
metro, entre os quais era aberta
uma canaleta. No orifício supe-
rior era colocado um soro humano
normal e no orifício inferior, o
soro de Calazar. Fazia-se então,
passar a corrente elétrica pelo
tempo de l hora, com voltagem
fixa de 200 volts., o que equivalia
a cerca de llmA por lâmina.
Após a corrida eletroforética, co-
colocava-se na canaleta o anti-sô-
ro humano total ou o anti-sôro
anti-IgG, anti-IgM ou anti-IgA e
deixava-se difundir por 24 a 48
horas em câmara úmida, após o
que eram observadas as faixas de
precipitação (11). O equipamen-
elétrico utilizado foi um TM Elec-
trophoresis Apparatus (Colab.
Lab. Inc.).
4 — Dosagem de Imunoglobuli-
nas:

Para este objetivo foi usada a
técnica de imunodifusão radical
reversa em lâminas de ágar, tendo
o anticorpo incorporado ao gel,
técnica introduzida em nosso la-
boratório por Ayres (1) e poste-
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riormente descrita por Antunes e
cols (2).

Inicialmente, foram dosados
soros padrões de concentração co-
nhecida, em várias diluições, com
a finalidade de se encontrar uma
diluição ideal e, estabelecer cur-
vas de padronização.

As lâminas foram preparadas
usando igual volume de ágar a
1% em solução fisiológica e de
uma concentração ideal do soro
de referência: IgG a 1/300; IgA
a 1/15 e IgM a 1/15. Deixava-
se consolidar em temperatura am-
biente e perfurava-se o ágar. No
orifício de 3mm. de diâmetro co-
locava-se 10 microlitros de anti-
sôro (anti-IgG, anti-IgM ou anti-
IgA) e incubava-se por 24 horas
para IgA e IgG e 48 horas para
IgM.

A formação do complexo antí-
geno-anticorpo foi visualizado
através de um anel de precipita-
ção em torno do orifício onde era
colocado o anti-sôro.

A correlação entre os diâme-
tros das áreas de precipitação e
as concentrações forneceu uma
reta em papel semi-logarítmico
(fig. D-

Dessa maneira foi determinada
a concentração de imunoglobuli-
nas dos soros de Calazar.

A título de comparação fize-
mos algumas dosagens dos soros
utilizando "Imuno-plates Hyland",
e outras técnicas clássicas de do-
sagem de imunoglobulinas (12,20)
Para padrão usamos os dados de
Antunes e cols. (2) que trabalha-
ram com a mesma técnica e cujos
resultados eram similares aos nos-
sos em dez pacientes normais e
bastante próximos dos de Pereira

e cols. (22) e dos de Takei e cols.
(31).
5 — Contra-imunoeletroforese:

Esta reação constou também de
uma microtécnica em lâminas de
microscopia comum de 75 mm x
25 mm. recobertas com 31 ml. de
ágar a l% em sol. de tampão
veronal pH 8.2. Sobre o ágar
eram feitos seis pares de orifícios,
à distância de 3 mm. No orifício
da esquerda, polo negativo, colo-
cava-se o antígeno e à direita,
polo positivo, colocava-se o soro
a testar (anticorpo). Fazia-se en-
tão passar a corrente elétrica, com
voltagem fixa de 200 volts, o que
equivalia a cerca de llmA. por
lâmina.

Todos os soros foram estuda-
dos sem diluir ou concentrar, pre-
liminarmente, contra cada um dos
antígenos (L. donovani, L. pes-
soai e L. brasiliensis).

Posteriormente, os soros de Ca-
lazar de todas as amostras dispo-
níveis foram estudados diluídos
nas proporções de 1/2 a 1/128,
contra o antígeno homólogo.
6 — Contra-imunoeletroforese
após cisão de IgM com Mercapto-
etanol:

Dos soros de Calazar, dez fo-
ram submetidos ao tratamento pe-
lo Mercapto-etanol, após o que
foram novamente submetidos à
reação de contra-imunoeletrofore-
se.
7 — Pesquisa de antígenos Cir-
culantes:

Com esta finalidade foi usada a
técnica de imunodifusão clássica
de Outcherlony, fazendo-se reagir
soro contra soro.
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2,58
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*
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43,86
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24,10
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35,06
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grs %

0,22

0,11

0,13

0,21

0,33

0,24

0,12

0,65

0,16

0,10

0,11

0,23

0,10

0,09

0,13

%

2,73

1,86

2,10

3,38

5,25

3,11

1,79

7,87
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1,53
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0,57

0,40

0,64

0,42

0,51

0,54

0,54

0,19

0,44

0,37

0,21

0,19

0,27

0,13

0,31

t

6,96

6,57

9,71

6,57

8,19

6,79

8,14

2,38

6,54

5,13
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2,43

4,01

2,58

4,25
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grs %

0,65

0,56

0,57

0,32

0,28

0,71

0,43

0,39

0,52

0,31

0,51

0,25

0,30

0,15

0,28

%
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6,44

4,77

7,79

4,28

6,90
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42,60
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58,40

50,18

52,91

53,76
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0,53

0.51

0,83

0.6,5,

0.61

o.sa
0,51

0,38

*

3,79

4,32

3,93

3,66

6,16

6.74

5.44

7.28

7.53

Ml

6.81

5,64

5,81

GAMA

grs %

2,72

3,52

3,74

6.22

4,78 i

A.,35

S. 35

6à16

4. 08

í. 59

2,99-

5.17

3,23

#

42,29

43,07

49,09

65.36

50,06

5* ,lí

56.70

53.68

4.6 .68

43.16

38,30

55,84

48,54

T O T A L

grs#

6,40

8,10

7,90

9.50

9,50

ft.M

9.AT1

Ui&_

B. 70

R _ 7 S

7,75

3,20

6,60

%

100

100

LOO

^09
100

LM .

lOfl

M

10(1

ftn

100

,00

.00
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RESULTADOS

1 — Os resultados da análise
eletroforética acham-se contidos
na Tabela l, onde se pode obser-
var um constante aumento de ga-
maglobulinas que variou de 22 a
61% e, em média estavam em
torno de 45% . Observamos três
casos de hiperproteinemia (PML,
WCP e ANM) e um caso com hi-
poproteinemia (DSM).

2 — Os perfis imunoeletrofo-
réticos revelaram aumento de ga-
ma-globulina migrando com ve-

contraste e morfologia das linhas
de precipitação, somente em mui-
tos poucos casos eram sugestivas
de diminuição de concentração da
fração M. (fig. 2).

3 — A dosagem de imunoglo-
bulinas revelou acentuado au-
mento da fração G, muito embora
as outras duas também se mos-
trassem alteradas. (Tabela II).
As reações podem ser observadas
na fig. 3. Os diâmetros maiores
correspondem a IgA, os médios
a IgG e os menores a IgM.

4 — Os resultados da reação

Fig. 2 — Sores de pncicntes com Calazar submetidos a Imunoelctroforcsc contra aniísóro
humano total.

locidadc IgG na totalidade dos ca-
sos e alguns sugeriram discretas
variações das linhas de precipita-
ção interpretadas como aumento
de IgM. Do ponto de vista evo-
lutivo, as variações do tamanho,

de contra-imunoeletroforese estão
resumidos nas tabelas III, IV, V
e VI. Cabe observar que houve
reações positivas com todos os
três antígenos em proporções bas-
tante elevadas: 96,9% com o an-



TABELA II

DOSAGEM DE IgM^ IgA. IgGEM SOROS DE CALAZAR

N9

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65
66
67

NOME

M.P.C.

M.P.C.

M.P.C.

M.P.C.

M.P.C.

F. A. L.

P.Â.L.

P. A. L.

P.A.L.

P. A. L.

P.A.L

P.A.L.

P.A.L.

P.A.L.

P.A.L.

P.M.L.

P. M. L:

P.M.L.

P. H. L.

P.H.L.

P.M.L.

P.K.l.

P.H.L.

P.M.L.

P.M.L.

S.M.R.

S. M. R.

S.M.R.

S. C. S.

S. C. S.

S. C. S.

H. C. P.

W. C. P.

H. C. P.

H.C. P.

6.7. S.

A. N . M.

A.N.M.

A. N. M.
A.N.M.
A.N.M.

PRONTUÁRIO

903.607
"

"

"

"

116.610

"

"

"

"
M

n

"

"

"

119.711

"

"

"

"

"

"

"

11

"

12.650
"

"

110.206

"
M

95.150

"

"
p

125.527

126.675
ii

»

DATA

22/03/72

28/03/72

03/04/72

12/04/72

10/05/72

05/02/73

13/02/73

21/03/73

30/03/73

04/04/73

11/04/73

17/04/73

24/04/73

04/05/73

08/05/73

03/03/73

04/04/73

11/04/73

17/04/73

24/04/73

30/04/73

08/05/73

16/05/73

23/05/73

30/05/73

05/09/72

20/09/72

04/10/72

19/09/72

20/10/72

06/11/72

03/07/72

17/07/72

31/07/72

- - -

27/07/73

04/10/73

11/10/73

20/10/73
25/10/73
31/10/73

IgA (mg!)

390

390

330
330

420

300

180

151

97

97

97

151

142

142

112

112

-

127

80

97

80

80

85

142

88

195

195

210

450

195

210

127

300

127

151

270

240

151

151
151
112

IgG (mgZ)

3.420

3.420

3.000

3.000

3.000

3.420

2.700
3.000

2.040

2.700

3.420

3.420

2.700

2.700

2.040

3.420

2.700

2.700

3.420

3.000

3.000

3.000

3.000

3.000

3.000

3.000

3.000

3.000

2.700

2.700

2.700

3.420

3.420

3.000

2.700

3.420

3.780

3.420

3.420
3. 420
3.000

IgM (mgX)

168

114

156

114

135

195

180

180

168

144

180

180

180

168

135

156

180

135

114

135

97

63

-

-

63

168

180

180

78

180

195

123

144

114

195

195

105

105

105
11*
114

TAMLA II

DOSAGEM £?_ 1«A. I|M, IgG M SOROS DE CALAZAR

N9

01

02

03

04

05

06

07

00

09

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

HOME

A. M. S.

A. H. S.

A. H. S.

A.H.S.

A. M. S,

A. H. S.

A.H.S.

D. S. M.

D. S. M.

D. S. M.

O.S.H.

D.S.M.

D. S. M.

D, S, M.

D. S. M.

D.S.M;

D.S.H.

E. L. S.

B. L. S.

E. L. S.

E. L. S.

E. S. V.

E.S.V.

E.S.V.

E.S.V.

E.S.V.

PRONTUÁRIO

96.860

ii

M

n

ti

it

n

102.998

»

»

ir

ii

ii

II

n

II

ii

109.415

n

ii

H

112.959

n

n

n

n

DATA

22/03/72

28/03/72

03/04/72

12/04/72

27/04/72

10/5/72

18/5/72

01/04/72

08/04/72

11/04/72

18/04/72

24/04/72

03/05/72

09/05/72

16/05/72

18/05/72

26/05/72

21/09/72

20/10/72

06/11/72

08/12/72

06/11/72

20/11/72

08/12/72

20/12/72

03/01/72

IgA (mgZ)

195

195

151

180

255

127

127

300

330

300

270

240

210

255

240

255

240

270

255

151

180

93

270

195

195

151

IgG C=gl)

3.000

-

2.700

2.700

2.700

2.700

-

3.420

-

3.420

3.000

3.000

3.000

3.000

-

3.000

-

3.420

2.700

3.420

. 3.420

4.380

3.420

2.700

2.700

3.000

IgM C-itt

-

96

-

63

63

-

-

105

114

-

114

105

-

105

78

-

96

168

144

78

123

225

168

135

78

-
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tígcno homólogo. O antígcno de
L. pessoa! foi o menos sensível e
menos específico, e detectou oito
dos doze casos (72,7%) e deu
rcações cruzadas com quatro ca-
sos de tuberculose c um de blas-
tomicose. O antígcno de L. brasi-
licnsis foi positivo em dez
dos doze casos a n a l i s a d o.s
(83,3%) e com os soros homólo-
gos não deu resultado positivo em
nenhum. As reações podem ser
observadas na fig. 4.

Quando fizemos reagir soros di-
luídos nas proporções de 1/2 e

5 — De dez soros positivos na
rcação de contra-imunoeletrofo-
rese, quando tratados pelo Mer-
capto-etanol e submetidos nova-
mente à mesma reação, 2 não ne-
gativaram inteiramente a reação,
dando ainda faixas de precipita-
ção. Tomamos, então, um destes
soros sem ser tratado pelo Mer-
capto-etanol e fizemos reagir con-
tra IgM (anti-sôro). Obtivemos
uma linha de precipitação muito
nítida. Este mesmo soro, então ao
ser tratado pelo Mercapto-etanol
foi novamente submetido à con-

Fig. 3 — Tmunodifusão Radial reecrsa para dosagem tlc [munoplobulinas: T^G, IgM e IgA.

1/128 contra antígenos de Leish-
mania donovani algumas amos-
tras negativaram logo nas primei-
ras diluições. Algumas, entretan-
to, atingiram o título de 1/64 co-
mo se pode observar na tabela VI.

tra-imunoeletroforese com anti-
JgM e desta vez não obtivemos
linha de precipitação, fato este
que nos levou a acreditar que o
Mercapto-etanol estava realmente
cindindo a cadeia de IgM.

RESULTADOS U* HEAL.AO Ut tOHTHA-IMUHlMU.IvriUWOlUiSl *JS SflRllS llh. fALAZAR

l TESTEMUNHOS COM ANTlCENOS 1:1 L.donovani ,L .br« l i H.n. i t i L.p.i.mi

-v

An C í g* nos

L.donúvani

L.braiiliensii

L.pesaoai

P N

12 0

11 1

08 4

10.C

P N

o n

0 12

Ji 08

mentir

P N

0 12

0 12

0 12

Chagai

P N

0 12

0 12

0 12

P N

0 12

0 12

1 11

P N

0 8

0 3

0 B

Dbi.: P» PoiUivo , N« Negativo

TABELA IV

RESULTADOS DAS REAÇÕES DE CONTRA-IKUNOEL.ETROFORESE COH OS 3 ANTl

GENOS CONTRA SOROS SAB1DAHENTE POSITIVOS OU NEGATIVOS.

Doença

Antigenos

L.donovaní

L.bFasiliensi*

L. pessoal

CtUiar

' *

N? Abs. P (I)

H-. ti 96.9

12 10 83.3

12 08 66.6

Dutriii doenças

N9 Abs. t (I)

56 0 0

56 0 0

56 5 8,9

ESTUDOS DOS SOROS DE CALAZAR (SEM DILUIR) EM CONTRA-IMUNOELETROFORESE

H9 *

l-AMS

2-DSH

3-ELS

4-ESV

5-MFC

6- P AL

7-FKL

H-SMR

9-SCS

10-HCP

1 1-CFS

12-ANM

Io Ml

12

L. d

St de

07

10

04

05

05

10

10

03

03

03

01

05

66

,no,.ni

.V~u ' . t_ . - . .

SI

09

01

os

05

u
10

01

03

03

01

OS

H

A N T I

W dl

01

01

02

01

01

01

01

01

01

01

OL

02

C E N 0 S

L.

H9 de

01

01

01

01

01

01

01

01

01

01

01

01

12

Resultados

01

01

01

01

-

01

01

01

-
02

01

01

10

N9 de

02

02

02

03

-

03

02

03

-

01

01

03

L. pess

01 de

01

01

01

01

01

01

01

01

01

01

01

01

12

«
Resu l t .

01

01

-

-

-

01

01

01

-
01

01

01

oa

NV de

02

92

-

-

-

03

02

03

-

O2

02

03
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TABELA VI

ESTUDOS DOS S&ROS DE CALAZAR DILUÍDOS NAS PROPORÇÕES DE 1/2 A

L/128 EM CONTRA-IMUNOELETROFORESE CONTRA ANTlGENO DE L.donovani

>v Resultado

Nome ^v

A.M.S.

D. S. H.

E.L.S.

E. S. V.

H.F.C.

P.A.L.

P.H.L.

S.M.R.

S. C. S.

U.C. F.

G. F. S**

A.N.H.

A M O S T R A S

1?

1/8

1/8

1/4

N

1/64

1/64

1/64

N

-

1/4

1/32

1/64

2?

1/16

1/16

N

N

1/64

1/64

1/64

N

1/64

1/8

1/64

3?

N

1/8

N

N

1/64

1/64

1/64

N

N

1/16

1/64

4f

N

L/8

H

N

1/64

1/64

1/8

1/64

5?

L/32

./4

1/64

1/8

1/32

6'

./32

L/2

1/64

1/4

7«

1/64

1/4

8f

1/64

1/4

9?

1/64

1/4

10?

1/64

1/4

H -Negativo

** -Óbito após dois dias de internação

COMENTÁRIOS que apresentou, no entanto, per-
centagem de gamaglobulina da

Dentre os soros estudados, ob- ordem de 31,89% e que evoluti-
servamos a ocorrência de hipo- vãmente normalizou seu quadro
proteinemia em um caso (DSM) proteico no decurso de 50 dias.

Pinhrirn . / i i i l lnicilihi & cols. — Re;«;ocs ik cm. . . l'»7

Observamos que a IgG estava
aumentada em todos os doze pa-
cientes estudados, em suas sessen-
ta e seis amostras de soro não ha-
via nenhum com taxa normal de
IgG ou com diminuição dessa
imunoglobulina. Em quatro ca-
sos (MPC, ESV, PAL e WCP),
verificamos considerável aumen-
to na primeira amostra e uma sen-
sível diminuição desta para a úl-
tima, diminuição esta que ocor-
reu na ordem de 1.380, 1.380,
720 e 720 mg%, respectivamen-
te, embora as últimas amostras
continuassem com taxas muito
elevadas.

Quanto a imunoglobulina IgM,
dosada em 57 amostras de soros,
se mostrou aumentada em 48,
normal em 12 e ligeiramente di-
minuída em 4. Manteve-se cons-
tantemente aumentada em quatro
doentes no decurso da observa-
ção (MPC, PAL, SMR e WCP).

Em dois casos (ESV c PML) hoi'
vc normalização dos índices n:is
últimas amostras; nos cinco de-
mais pacientes os índices de IgM
mostraram-se normais ou ligeíni-
mente aumentados, cm um dolos
aliás, (AMS) 3 determinações
nunca revelaram taxa acima do
normal.

A imunoglobulina IgA dosada
em 66 amostras de soro se mos-
trou absolutamente normal em 41
amostras, ligeiramente diminuída
em 18, ligeiramente aumentada
em cinco e com aumento conside-
rável em duas amostras. Apenas
dois pacientes (MPC e SCS) apre-
sentaram esta imunoglobulina cm
taxas aumentadas, aquele em cin-
co amostras com intervalos sema-
nais e o último (SCS) somente na
primeira amostra.

As reações de contra-imunoclc-
troforese com os três antígenos
confirmaram a existência de com-
ponentes antigênicos comuns en-
tre as Leishmanias donovani c
brasiliensis e Leptomonas pessoai,
referidos por Sousa e cols. (30).

O antígeno homólogo, embora
se mostrasse como o mais sensí-
vel e mais específico, deu geral-
mente uma faixa de precipitação,
enquanto que os outros antígenos
mostraram duas ou três faixas de
precipitação quando postos a
reagir com os soros de Calazar
sem diluir.

A reação de contra-imunoclc-
troforese quantitativa guardou re-
lação com o quadro clínico, o que
será motivo de próxima comuni-
cação .

Analisada, puramente do pon-
to de vista laboratorial, em pa-
cientes em tratamento, ela se com-
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portou de maneira diversa: em
dois casos (ESV e SMR) nas pri-
meiras amostras já se mostrou
negativa, assim permanecendo nas
outras e em todas as diluições.
Em um caso (AMS) embora posi-
tiva em títulos diferentes na pri-
meira e segunda amostra, foi ne-
gativa na terceira e quarta, posi-
tivando-se na quinta e sexta. Em
outros pacientes observamos a
tendência a um queda progressi-
va e paulatina dos títulos (DSM e
PML), pacientes observados mais
longamente, e também no caso
do paciente ANM observado ape-
nas durante um mês. Em outros
dois casos (MPC e PAL) acom-
panhados por cerca de três meses
verificou-se a estabilização dos tí-
tulos de precipitinas, embora em
um dos casos surpreendêssemos
duas amostras consecutivas, ne-
gativas (3a. e 4a).

A análise destes dados suge-
rem não haver nítida correlação
entre os títulos de imunoglobuli-
nas IgG e os títulos de precipiti-
nas determinado por diluições su-
cessivas pela técnica de contra-
imuneletroforese, no Calazar, pois
observamos tanto reações negati-
vas como positivas em diluições
altas, indiferentemente, em pa-
cientes com altas taxas de imuno-
globulina G. Este fato poderá ser
explicado como ocorre na malá-
rio por Plasmodium falciparum e,
com muito mais razão, porque a
estimulação do SRE excita não só
a produção de imunoglobulinas
específicas, mas também IgG
inespecíf iça.

Também não observamos cor-
relação entre os títulos de anticor-
pos 19S e os valores da contra-

imunoeletroforese, de maneira
absoluta. Observamos, é verdade,
taxas de IgM elevadas, inicial-
mente, com evolução para a nor-
malização, como em um pacien-
te (ESV) em que todas as reações
de contra-imunoeletroforese, após
diluições foram negativas, e tam-
bém casos, como do paciente
(MPC) com títulos elevados, ain-
do que moderado de IgM em que
a reação de contra-imunoeletrofo-
rese revelou sempre títulos eleva-
dos de precipitinas, na ordem de
1/64, o mesmo acontecendo com
o paciente (PAL), Também, pa-
cientes que evoluiram com títu-
los de IgM dentro da normalida-
de como (DSM) em que a imu-
noeletroforese pareceu bastante
concordante com aqueles títulos.
Houve ainda aparente concordân-
cia entre a evolução dos títulos
elevados de IgM e da contra-imu-
noeletroforese no paciente PML.

Em contrapartida, pudemos ob-
servar também casos como do pa-
ciente (SMR) que em 3 amostras
consecutivas, com taxas elevadas
de IgM e com reações de contra-
imunoeletroforese, em diluições
de 1/2, completamente negativas.

Esses dados parecem sugerir e
podem ser explicados pela exis-
tência, no Calazar, de anticorpos
do tipo 7S e 19S mesmo durante a
evolução da doença, aliás, como
já havia sido verificado por Ferri
(13) e Chaves e Ferri (9).

Visando melhor esclarecimen-
to sobre o assunto, procedemos
à cisão pelo Mercapto-etanol dos
anticorpos 19S de amostras de
dez soros. Pudemos, então, veri-
ficar que, na reação de contra-
imunoeletroforese, dois pacientes
não negativaram a reação após o
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tratamento, ocorrendo apenas o
desaparecimento de uma das fai-
xas . Os outros oito soros tiveram 2
o desaparecimento total da faixa
de precipitação.

Estes experimentos são suges- 3

tívos de que realmente ambos os
anticorpos 7S e 19S estejam im-
plicados na precipitação que ocor-
re na reação de contra-imunoele-
troforese, e o mais das vezes de- 4

pende de IgM. Fato que, natural-
mente, merece confirmação.

SUMMARY

REACTIONS OF GEL PRECIPITA-
HON APPLIED TO STUDY OF

CALAZAR

5 —

6 —

9 —

Será from twelve patíents with vis-
ceral leishmaníasis, confirmei! by pa-
rasitologic examination and under cli-
nicai control were studied by electro- 7

phoresis and severa! techniques of gel
precipitation as: immunoelectrophore-
sis against human anti-serum; anti-
IgG, anti-IgM and anti-IgA anti-se-
rum; reverse immunodiffusion for
immunoglobulins quantitation; coun-
ter-immunoeletroforesis and Autcher-
lony immunodiffusion.

Electrophoretic analyse showed in-
creasing gama-proteins, wbile immu-
noelectrophoresis suggested this in- 10
creasing was by IgG fractíon.

Immunoglobulins quantitation de-
monstreted meaning increasíng of
IgG in ali cases, and IgM in severals
one. li

Counter-immunoelectrophoresis re-
vealed technique with hígh sensitivity 12
for detectation of precipitins. Positive
será in this reaction were treated by
mercapto-etanol and dido't negated a í3
new reation, intirely.

By classic Outcherlony immunodif-
fusion we attempted to detect círcula-
ting antigen, but the results were inf- 14
fectual.
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