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REACOES DE IMUNOPRECIPITACAO EM GEL APLICADAS
AO ESTUDO DO CALAZAR *
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RESUMO

Soros de doze pacientes portadores
de Leishmaniose visceral, comprovada
parasxtologxcamente foram analisados
através da técnica de eletroforese e de
vérias outras técnicas de imunopreci-
pitagio em gel, tais como: imunoele-
troforese contra antisoro humano total
e contra antisoro triplice anti-IgG,
anti-IgM e anti-IgA; imunodifusdo ra-
dial reversa para dosagem de imunc-
globulinas; contra-imunoeletroforese e
imunodifusdio dupla de Outcherlony.

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

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

A contra-imunoeletroforese se reve-
lou um método de grande sensibilida-
de para detecgdo de precipitinas. Os
mesmos SOros positivos nesta reagio,
quando submetidos ao tratamento pelo
mercapto-etanol nio negativaram to-
talmente as linhas de precipitacio,
quando submetidos novamente & con-
tra-imunoeletroforese.

Através da imunodifusdo classica de

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

INTRODUCAO

No Calazar, o diagnéstico pa-
rasitolégico feito através de mate-
rial obtido de pungdo de medula,
de pungdo esplénica ou de figado,
embora ofereca seguranca diag-
noéstica, nem sempre € positivo.

Os métodos de cultura e a ino-
culagio em animais de experimen-
tagdo em laboratdério requerem
cuidados e instalagGes especiais, €,
seus resultados sdo, muitas vezes,
inconstantes.

Por outro lado, a detecgdo de
anticorpos especificos por técnicas
sorolégicas “in vitro”, como a
Reacdo de Fixagdo de Comple-
mento, a Hemaglutinagdo Passi-
va, a Reagdo de Aglutinagdo do
Latex e a Imunofluorescéncia In-
direta, sofre restrices impostas
pelas proprias técnicas em si mes-

* Trabalho do Instituto de Patologia Tropical (IPT) da Universidade Federal de Goids
(UFGo.) — Realizado em parte como Trobalho do 1°. Curso de Especializagio em

Imunologia ¢ com ajuda financeira do C.N. Pq.
** Prof., Auxiliar de Ensino do Depto. de Parasitologia do IPT-UFGo.

Estaglério Bolsista do Depto. de Microbiologia do IPT-UFGo.
Prof. Titular do Depto. de Medicina Tropical do IPT-UFGo. ¢ Chefe do Depto,

(L1
LAl L]

de Medicina Tropical.

(3554/72) .



154 Rev. Pat., Trop. (3): 2 — Abril/Junho, 1974

mas (7, 8, 21, 23). E quando s=
trabalha em 4reas em que sdo co-
muns elevada prevaléncia de
doengas produzidas por outras es-
pécies de Trypanosomatideos, ou
de doengas devidas a micobacté-
rias, essas limitagOes sdo muito
ampliadas, (3, 10, 26).

Provavelmente, a reagdo de
Imunofluorescéncia Indireta seria
a melhor técnica para o diagnés-
tico e contrdle da leishmaniose
visceral, ndo fOsse o componente
subjetivo do método e a exigéncia
de equipamento dispendioso, a
par da dificuldade na padroniza-
¢do da técnica.

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

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

O fato de trabalharmos em 4rea
onde a prevaléncia 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 METODOS
Antigenos:

A — Leishmania donovani —
cépa mantida desde 1970 no La-

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

B — Leptomonas pessoai —
cépa “princips” isolada no IPT
por Galvdo e cols. em 1969.

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

A técnica utilizada para a pre-
paragdo de todos os antigenos foi
a mesma. O antigeno constou de
um extrato hidrossolivel obtido
da seguinte maneira: ;as formas
promastigotas de cultura de:trés
dias para Leptomonas pessoai.e
dez dias para as. Leishmanias- bra-
siliensis ¢ donovani,: foram cuida-
dosamente removidas da cultura
e lavadas em salina tamponada
por seis a sete vézes, depois res-
suspensas em solugdo de NaCl a
0.017 M., rétas por congelamen-
to e descongelamento por- dez-vé-
zes, em seguida homogeinizadas
em aparelho “Virtis” a 40 r.p.m.
e depois liofilizadas. A massa
liofilizada foi, entdo, diluida em
salina na proporgdo-de 1/4 volu-
mes, e mantida em geladeira por
uma noite, apés centrifugagdo a
49C e a 20.000 g. por 1 hora.
O sobrenadante foi usado como
antigeno.

A concentragdo de proteinas de
cada antigeno foi dosada pela
técnica de Lowry. Antigeno de
L. donovani — 1,79 mg/ml; L.
brasiliensis — 2,63 mg/ml e Lep~
tomonas pessoai — 3,26 mg/ml.

Anti-Soros:

Anti-soro humano total,: obtido
comercialmente dos Laboratérios
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“Hyland”. Anti-sfro anti-IgG,
anti-IgM e anti-IgA dos Labora-
térios “Hyland”.

Soros:

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

S6ros Testemunhos para a Rea-
¢do 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
(Sanatério JK).

12 sbros de pacientes portadores
de Doenga de Chagas.

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

12 s6ros de portadores de outras
doengas: Jorge Lobo, Anci-
lostomose, Cromomicose, Ma-
laria, Actinomicose, Toxo-
plasmose, Febre Amarela e
Esquistosomose.

Soros de Referéncia: IgG, IgM

e IgA, obtidos comercialmente,

dos Lab. Hyland.

Métodos:

As técnicas utilizadas foram:
1 — Dosagem de proteinas totais.
As proteinas totais foram do-
sadas pelo Método do Biureto,
segundo Gornal e cols. (17), utili-

zando um fotocolorimetro aus Je-
na.

2 — Eletroforese de Protefnas 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 padronizagdo cléssica de Fried-
man, (16), adaptada por Vaz e
cols. (31).

3 — Imunoeletroforese:

Constou de uma micro-técnica
em ldminas de 75 mm x 25 mm.
recobertas com 3 ml de 4gar puro
(Ton4gar n® 2 — Oxoid) a 1%
em solugdo de Tampédo Veronal,
pH 8.2. Na ldmina eram feitos
dois orificios de 3 mm. de dié-
metro, entre os quais era aberta
uma canaleta. No orificio supe-
rior era colocado um séro humano
normal e no orificio inferior, o
soro de Calazar. Fazia-se entdo,
passar a corrente elétrica pelo
tempo de 1 hora, com voltagem
fixa de 200 volts., o que equivalia
a cerca de 11lmA por ldmina.
Ap6s a corrida eletroforética, co-
colocava-se na canaleta o anti-s&-
ro humano total ou o anti-séro
anti-IgG, anti-IgM ou anti-IgA e
deixava-se difundir por 24 a 48
horas em cimara \imida, ap6s o
que eram observadas as faixas de
precipitagdo (11). O equipamen-
elétrico utilizado foi um TM Elec-
trophoresis Apparatus (Colab.
Lab. Inc.).

4 — Dosagem de Imunoglobuli-
nas:

Para éste objetivo foi usada a
técnica de imunodifusdo radical
reversa em liminas de 4gar, tendo
o anticorpo incorporado ao gel,
técnica introduzida em nosso la-
boratério por Ayres (1) e poste-
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riormente descrita por Antunes e
cols (2).

Inicialmente, foram dosados
sOros padrdes de concentragdo co-
nhecida, em virias dilui¢cGes, com
a finalidade de se encontrar uma
dilui¢do ideal e, estabelecer cur-
vas de padronizag@o.

As ldminas foram preparadas
usando igual volume de 4gar a
2% em solugdo fisiolégica e de
uma concentragdo ideal do soro
de referéncia: IgG a 1/300; IgA
a 1/15 e IgM a 1/15. Deixava-
se consolidar em temperatura am-
biente e perfurava-se o 4gar. No
orificio de 3mm. de didmetro co-
locava-se 10 microlitros de anti-
sOro (anti-IgG, anti-IgM ou anti-
IgA) e incubava-se por 24 horas
para IgA e IgG e 48 horas para

A formagao do complexo anti-
geno-anticorpo  foi visualizado
através de um anel de precipita-
¢do em torno do orificio onde era
colocado o anti-s6ro.

A correlagdo entre os didme-
tros das 4reas de precipitagdo e
as concentragbes forneceu uma
reta em papel semi-logaritmico
(fig. 1).

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

A titulo de comparagdo fize-
mos algumas dosagens dos soros
utilizando “Imuno-plates Hyland”,
e outras técnicas classicas de do-
sagem de imunoglobulinas (12,20)
Para padrdo 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 préximos dos de Pereira
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e cols. (22) e dos de Takei e cols.
(31).

5 — Contra-imunoeletroforese:

Esta reag@o constou também de
uma microtécnica em lidminas de
microscopia comum de 75 mm x
25 mm. recobertas com 31 ml. de
dgar a 1% em sol. de tampdo
veronal pH 8.2. Sobre o 4gar
eram feitos seis pares de orificios,
a distdncia de 3 mm. No orificio
da esquerda, polo negativo, colo-
cava-se o antigeno e 2 direita,
polo positivo, colocava-se o soro
a testar (anticorpo). Fazia-se en-
tdo passar a corrente elétrica, com
voltagem fixa de 200 volts, o que
equivalia a cerca de 11mA. por
ldmina.

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

Posteriormente, os soros de Ca-
lazar de todas as amostras dispo-
niveis foram estudados diluidos
nas proporgdes de 1/2 a 1/128,
contra o antigeno homélogo.

6- — Contra-imunoeletroforese
ap6s cisdo de IgM com Mercapto-
etanol:

Dos sbros de Calazar, dez fo-
ram submetidos ao tratamento pe-
lo Mercapto-etanol, ap6s o que
foram novamente submetidos &
reacgdo de contra-imunoeletrofore-
se.

7 — Pesquisa de antigenos Cir-
culantes:

Com esta finalidade foi usada a
técnica de imunodifusdo cléssica
de Outcherlony, fazendo-se reagir
sOro contra sbro.



SLETROPORESE DAS PROTEINAS SERICAS

TABEIA I

‘mx« m’ ¢ L 0o B8 U L I N A
ATBUMINA| ALBUMINAS
!ml%mom. DATA | NOME AIPA 1 | ATFA 2 BETA GAMA TOTAL
grsh sh| % sh| # lerah | A |exs®| # grs % # |ersk | #
o1 |os.s60 |22.20.72 | AmM.s.| - 2.13 |28,47 |0,15 [2,07 [0,23 [3,16 0,48 6,46 ° 4,51 [59,88 |7,50 100
0z |96.860 [28.03.72 | A.M.S.| - 2.33 |28.78 |0,00 [1,21 [0,12 |1,57 |0.53 |6,64 5,03 61,80 |8,10 [100
o3 96,860 [12.04.72 | A.M.S.| - 743 [29,55 |0,17 |2,16 [0,27 [3,39 Jo,67 [8,13 | 4.7 56,77 |8,25 [100
o8 196.860 [27.04.72 | AM.S.| - 3.41 44,00 |0,18 [2,37 [o,18 [2,37 |0,70 951 3,28 42,15 |7,75 [100
05 96.860 |10.05.72 A.M:S. = 3,20 42,75 0,20 2,75 0,24 3,33 0,71 9,55 3,15 j41,62 7,50 100
06 |96.860 [18.05.72 | A.M.s.| - 2,39 |38,05 |0,15 [2,44 0,21 [3,62 |0,52 |8,29 |} 3,03 47,83 |6,30 [100
07 |102.99801.04.72 | D.S.M.| - 2,08 |45,3¢ |0,15 [3,31 0,50 |10,95)0,39 |8,51 1,48 31,89 |4,60 [100
o8 |102.998|08.04.72 | D.sM.| - 1,74 |37,14 [o0,24 [s,30 [o,8 f[10,60 0,44 9,57 |1.80 37,59 |4,70 [100
00 |102.998f11.04.72 | D.SM.| - 1,81 |40,36 |0,16 [3,56 [o,35 |7.87 |0,35 7,87 1,83 9,3 |4,90 |r00
10 |o2.998|18.04.72 | D.5.M.| - 2,23 |43,85 |0,27 [5,31 [0,23 [4,53 0,36 |7,14 2,00 |39,17 |s,10 |100
11 ho2.998 |24.04.72 | D.S.M.| - 2,48 |47,32 |0,22 [4,20 [0,28 [5,49 |0,52 9,96 1,75 [33,03 |5,25 [100
12 |102.998 [16.05.72 | D.s.M.| - 2,81 |53,08 |0,16 (3,08 [0,39 [7,47 |0,46 |8,86 1,48 |27,51 |5.30 |00
13 |102.998 [18.05.72 | D.s.M.| - 297 {46,409 |0.,24 [3.85 0,45 [7,17 [o,68 [10,75 | 2,03 31,74 6,40 (100
14 [102.998 [26.05.72 | D.S.M.| - 3.00 |59,44 |0,09 [1,80 [0,24 [4,78 | 0,57 ]11,36 1,15 22,62 |5,02 [100
s |09.450 j21.07.72 | E.L.S.| - 2.18 |32,32 |0,27 [4,05 [0,48 |7,22 |0,48 7,22 3,35 |49,19 |6,75 [100




TABELA I

ELETROFORESE DAS PROTEINAS SERICAS

¢G L 0 B U L I N A S
PRE-ALBUMINﬂ ALBUMINAS

NSEXAME PRONT.| DATA | NOME AIFA 1 | AIFA 2 BETA GAMA TOTAL
grs®| % lrsk| A lgrsh| kb |ersh | b |ershH| F lersk H |egrsh | ®

16  [109.415|20.10.72 | E.L.5. | - - lo,30 |39,83 |o0,22 2,73 |o0,57 |6,9 0,65 |7,88 [3,56 42,60 [8,30 [100
17 [109.41506.11.72 [E.L.S. | - - |2,67 |43,86 {0,11 |1,86 |0,40 |6,57 |o,56 |9,28 |2,36 38,43 |6,10 [100
18 [109.415[08.12.72 | E.L.S. | - - 3,14 |47,63 [0,13 [2,00 |o0,64 |9,71 fo,57 |s,64 [2,12 [31,92 |6,60 [100
19 [112.95906.1172 |E.s5.V. | - - 1,54 |24,00 {o0,21 |3,38 |o0,42 |6,57 [0,32 |5,15 [3,91 [60,80 |6,40 [100
20 [112.959{20.11.72 [E.S.V. | - - 1,97 |31,3 |o,33 |s,25 |o,51 |8,19 [0,28 [4,79 [3,21 (50,43 [6,30 [100
21 [112.959]08.12.72 |E.S.V. | - - 4,07 |50,97 |o0,24 [3,11 |o,54 |6,79 fo,71 |8,96 |2,44 [30,17 |8,00 |100
22 |112.959{03.01.72 |E.5.V. | - - 3,95 [58,17 |o0,2 (1,79 |o0,54 |8,14 |o,43 |6,44 1,74 25,46 |6,75 |100
23 |111.905[20.10.72 |L:p.5. | - - l2,90 !35,06 |0,65 [7,87 0,19 |2,38 f0,39 |4,77 |4,17 [49,92 |8,30 [100
24 |903.607[22.03.72 [M.P.c. | - - |76 40,59 [o0,16 [2,37 |o0,44 |6,5 fo,52 7,79 |2,92 42,71 |6,80 |[100
25 |903.607[12.04.72 [M.P.C. | - - 3,29 44,49 [0,10 [1,47 0,37 [5,13 fo,31 |4,28 [3,33 44,73 |7,40 |100
26 [903.607[10.05.72 |m.p.c. | - - |4,19 |s6,63 |o,11 [1,56 |o0,21 |[2,97 Jo,51 |6,90 |2,38 |[31,94 |7,40 |100
27 [116.610[05.02.73 [P.A.L. | - - 3,58 [32,95 |o0,23 |2,97 |0,19 |2,43 |0,25 |3,25 |4,60 |[s8,40 [7,85 |100
28 [116.610(13,02.73 |P.A.L. | - - lo,7s 39,88 [o,10 [1,53 |o0,27 |4,01 fo,30 |4,40 [3,46 [s50,18 [6,90 [100
29 [116.610]04.04.73 |P.A.L. | - - 2,04 [39,71 |o0,09 1,85 |o,13 (2,58 fo,15 |2,95 |2,89 |[52,91 |5,40 [100
30 [116.610[11.04.73 [P.a.L. | = - 2,68 |[36,27 |o0,13 [1,82 |o,31 [4,25 [0,28 |3,90 [4,00 |53,76 |7,40 |100




TANELA I

‘.* ¢ L O B8 U L I N A 8

ALBUM ALBUMINAS |-=

2 PRONT.| DATA | NOME AIFA 1 ALFA 2 BETA GAMA TOTAL
gref| # sh| % sh| # lers®| % |evs# 4 lars® # |ersh

31 il16.610 7.04.73 | P.AL.| - - 3,01 |47,11 |0,12 1,95 0,31 ,86 0,24 3,79 2,72 | 42,29 |6,40

32 ‘116.610P6.04.73 PAL.| - = 3,63 |44,91 0,18 2,29 0,43 [5,41 0,34 |4,32 3,52 | 43,07 |8,10

33 16.610 p4.05.73 | P.AL. | - - 3.31 [41.92 |0,17 2,25 |0,37 3,93 0,31 3,93 3,74 |49,09 }7,90

34 119.711 P4.04.73 | P.M.L. | - o= 2,49 |26,22 0,32 2,32 0,23 |2,44 0,34 |3,66 6,22 | 65,36 19,50

5 h19.711 7.04.73 | P.M.L. | -~ - 3,60 37,97 |0,13 1,41 [0,41 J6,40 0,58 [6,16 4,78 1} 50,06 |9,50

36 119.711 B0.04.73 P.M.L. | - - 2,65 33,14 10,10 1,27 0,37 ,69 0,53 16,74 4,35 |54

'37 119.711 P8.05.73 | P.M.L. | -~ - 2,97 |31,63 0,13 1,48 0,446 K,75 0,51 15,44 5,33 9,40

738 119.711 §6.05.73 | P.M.L. | - = 3,72 PB2,49 0,20 '1,83 (0,54 |,72 0,83 7,28 6 11,43

39 12.650 P5.09 72 | S.M.R. | - - 3,16 p6,37 - |0,25 2,9% 56 .51 10,65 17,53 4,08 | 10

46 12.650 p0.09.72 ‘ S.M.R. | - = 3,31 k0,19 0,30 3,65 10,44 41 10,61 17.41 3,59 25

41 10.206 32.10;72 8.C.8.| - - 3,89 50,26 _|0,11 1,50 0,24 ,13' 0,52 ,81 2,99-38,30 7,75

42 05.150 B1.07.72 | W.C.P. | - . 2,92 p1,80 |0,19 2,16 [p,41 - k,56 0,51 |5,64 5,17 [55,84 »20

43 25.527 £7,07.73 | G.F.8. | - - 2,67 po,54 10,13 2,08 p,19 ,03 ]0,38 ,81 3,23 |48,54 16,60
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RESULTADOS

1 — Os resultados da andlise
eletroforética acham-se contidos
na Tabela 1, 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 trés
casos de hiperproteinemia (PML,
WCP ¢ 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 precipitacao, somente em mui-
tos poucos casos eram sugestivas
de diminuicdo de concentracao da
fracao M. (fig. 2).

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

4 — Os resultados da reagao

Fig. 2 — Sbéros de pacientes com Calazar submetidos a Imunoeletroforese contra antiséro
humano total.

locidade IgG na totalidade dos ca-
sos e alguns sugeriram discretas
variagoes das linhas de precipita-
¢ao interpretadas como aumento
de IgM. Do ponto de vista evo-
lutivo, as variagdes do tamanho,

dc contra-imunocletroforese estiao
resumidos nas tabelas III, IV, V
e VI. Cabe observar que houve
reagOes positivas com todos os
trés antigenos em proporgdes bas-
tante elevadas: 96,9% com o an-



TABELA II TABELA II ,

DOSAGEM DE IgM, IgA, IRG EM SOROS DE CALAZAR MEM-BE-MEMEM

NOME PRONTUARIO DATA IgA (mgX) 1gG (mgX) IgM (mgX)

M.P.C. 903.607 22/03/72 390 3.420 168 i NOME PRONTUARIO DATA T8A (mgX) IgC (mgX) IgM w)

.-y ) /032 390 3.420 o 01 |A.M.S. | 96.860 22/03/72 195 3.000 -

M.P.C. " 03/04/72 330 3.000 156

M.P.C. " 12/04/72 330 3.000 114 02 [A.M.S. » 28/03/72 195 - 96

M.P.C. " 10/05/72 420 3.000 135 03 AM.S. % 03/04/72 151 2.700 -

P.A.L. 116.610 05/02/73 300 3.420 195

P.A.L. " 13/02/73 180 2.700 180 04 |A.M.S. " 12/04/72 180 2.700 63
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tigeno homdlogo. O antigeno de
L. pessoai foi o menos sensivel e
menos especifico, e detectou oito
dos doze casos (72,7%) e deu
reagOes cruzadas com quatro ca-
sos de tuberculose e um de blas-
tomicose. O antigeno de L. brasi-
liensis foi positivo em dez

dos doze casos analisado.s
(83,3%) e com os soros homolo-
gos ndo deu resultado positivo em
nenhum. As reagdes podem ser
observadas na fig. 4.

Quando fizemos reagir soros di-
luidos nas proporcoes de 1/2 e

@ « L

|
o | o O

IR 8 8 B B B N
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5 — De dez soros positivos na
reacdo de contra-imunoeletrofo-
rese, quando tratados pelo Mer-
capto-etanol e submetidos nova-
mente a mesma reacio, 2 nao ne-
gativaram inteiramente a reacao,
dando ainda faixas de precipita-
c¢ao. Tomamos, entdo, um destes
soros sem ser tratado pelo Mer-
capto-etanol e fizemos reagir con-
tra IgM (anti-soro). Obtivemos
uma linha de precipitacdo muito
nitida. Este mesmo soro, entao ao
ser tratado pelo Mercapto-etanol
foi novamente submetido a con-

— - -}-'1

o

Fig. 3 — Imunodifusdo Radial rececrsa para dosagem de Imunoglobulinas: 1gG, IgM e IgA.

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

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

TABELA 111

RESULTADOS DA KEAQNI DE CONTRA- IMUNOELETROFORESE NOS SOROS DE CALAZAR

E TESTEMUNHOS COM ANTIGENOS DE L.donovani ,L.brasiliensis E L.pessoal

e —

peng as Calazar |[Tubercu- L.tegu~ D. B.S.A. Outras
lose mentar Chagas

Antigenos PN PN PN PN PN PN

L.donovani 12 0 0 12 0 12 0 12 0 12 0 8

L.brasiliensis |11 1 0 12 0 12 0 12 0 12 0 8

L.pessoai 08 4 4 o8 0 12 0 12 111 o 8

Obs.: P= Positivo ,

N= Negativo

TABELA IV

RESULTADOS DAS REAGOES DE CONTRA-IMUNOELETROFORESE COM 0S 3 ANTI
GENOS CONTRA SOROS SABIDAMENTE POSITIVOS OU NEGATIVOS.

Doenga Calazar Outras doengas
Resultado (Amostras Positivas) (Amostras Negativas)
Antigenos N Abs. P (D) NO Abs. P (%)
L.donovani 66 64 96,9 56 0 0
L.brasiliensis 12 10 83,3 56 0 ]
L.pessoai 12 08 66,6 56 5 8,9
TABELA V

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

COM ANTTGENOS DE L.donovani, L.brasiliensis e L.pessoai

e ANTIGENOS
iniciais ‘
L.donovani L. brasiliensis L. pessoai

Q de Resultados |NQ de |N©O de Resultados |N9 de |[N? de Result. |N? de

amostras | Positivos faixas | amostras | Positivos |faixas |amostras |Posit. |faixas
1-AMS 07 07 01 01 01 02 [} 01 02
2-DSM 10 09 o1 01 01 02 o1 [} 02
3-ELS 04 03 02 01 o1 02 01 - -
4=~ESV 05 05 [} 01 01 03 01 2 -
5-MPC 0s 05 o1 o1 - - 01 = -
6-PAL 10 10 01 o1 01 03 01 [} 03
7-PML 10 10 01 01 01 02 01 0l 02
8-SMR 03 03 01 01 o1 03 o1 (1} 03
9-SCs 03 03 o1 01 - = o1 - =
10-WCP 03 03 01 01 02 o1 01 01 02
11-GFS oL o1 [1}8 o1 01 01 01 01 02
12-ANM 05 05 02 01 o1 03 01 01 03
Total 66 54 12 10 12 08
12
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TABELA VI

ESTUDOS DOS SOROS DE CALAZAR DILUIDOS NAS PROPORGOES DE 1/2 A
1/128 EM CONTRA-IMUNOELETROFORESE CONTRA ANTIGENO DE L.donovani

e AMOSTRAS |
— 12 2% 3% |4t (5% |e* |7* [e® |9* |10®
A.M.S. 1/8 p/e (8 [N p/32 p/32
D.S.M. 1/8 [i/16 178 /s hse /2
E.L.S. 14 [N [N N
E.S.V. N |8 |N |n
M.P.C. 1/64 [1/64 |1/64 [1/64
P.A.L. 1/64 |1/64 [1/64 [1/64 [1/64 LIGA 1/64 | 1/64 |1/64 | 1/64
P.M.L. 1/64 |1/64 [1/64 [1/8 |1/8 f/a | 1/6 |1/6 |1/a | 174
S.M.R. N [N |N
s.C.S. - |1/64 | N
W.C.P. 1/4 (/8 | 1716
G.F.S#* 1/32
A.N.M. 1/64 (1/64 | 1/64| 1/64] 1/32

N  =Negativo
** w=0bito apos dois dias de internagao

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

Dentre os soros estudados, ob- ordem de 31,89% e que evoluti-
servamos a ocorréncia de hipo- vamente normalizou seu quadro

proteinemia em um caso (DSM) proteico no decurso de 50 dias.
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Observamos que a IgG estava
aumentada em todos os doze pa-
cientes estudados, em suas sessen-
ta e seis amostras de soro nao ha-
via nenhum com taxa normal de
IgG ou com diminuigdo dessa
imunoglobulina. Em quatro ca-
sos (MPC, ESV, PAL e WCP),
verificamos consideravel aumen-
to na primeira amostra e uma sen-
sivel diminuigdo desta para a 1l-
tima, diminuicao esta que ocor-
reu na ordem de 1.380, 1.380,
720 e 720 mg%, respectivamen-
te, embora as ultimas 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-
minuida em 4. Manteve-se cons-
tantemente aumentada em quatro
doentes no decurso da observa-
¢dao (MPC, PAL, SMR e WCP).

Em dois casos (ESV ¢ PML.) hov
ve normalizagdo dos indices nas
ultimas amostras; nos cinco de-
mais pacientes os indices de IgM
mostraram-se normais ou ligeira-
mente aumentados, em um deles
alids, (AMS) 3 determinagdes
nunca revelaram taxa acima do
normal.

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

As reacOes de contra-imunoele-
troforese com os trés antigenos
confirmaram a existéncia de com-
ponentes antigénicos comuns en-
tre as Leishmanias donovani ¢
brasiliensis e Leptomonas pessoai,
referidos por Sousa e cols. (30).

O antigeno homoélogo, embora
se mostrasse como o mais sensi-
vel e mais especifico, deu geral-
mente uma faixa de precipitagdo,
enquanto que os outros antigenos
mostraram duas ou trés faixas de
precipitagdo quando postos a
reagir com os soros de Calazar
sem diluir.

A reacdo de contra-imunoele-
troforese quantitativa guardou re-
lagdo com o quadro clinico, o que
serd motivo de préxima comuni-
cacgao.

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 ji se mostrou
negativa, assim permanecendo nas
outras e em todas as diluigGes.
Em um caso (AMS) embora posi-
tiva em titulos 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
tendéncia a um queda progressi-
va e paulatina dos titulos (DSM e
PML), pacientes observados mais
longamente, e também no caso
do paciente ANM observado ape-
nas durante um més. Em outros
dois casos (MPC e PAL) acom-
panhados por cerca de trés meses
verificou-se a estabilizagao dos ti-
tulos de precipitinas, embora em
um dos casos surpreendéssemos
duas amostras consecutivas, ne-
gativas (32. e 4%).

A andlise destes dados suge-
rem nao haver nitida correlagdo
entre os titulos de imunoglobuli-
nas IgG e os titulos de precipiti-
nas determinado por dilui¢des su-
cessivas pela técnica de contra-
imuneletroforese, no Calazar, pois
observamos tanto reagdes negati-
vas como positivas em diluigbes
altas, indiferentemente, em pa-
cientes com altas taxas de imuno-
globulina G. Este fato pedera ser
explicado como ocorre na mala-
rio por Plasmodium falciparum e,
com muito mais razdo, porque a
estimulagdo do SRE excita ndo s6
a produgdo de imunoglobulinas
especificas, mas também IgG
inespecifica.

Também ndo observamos cor-
relagdo entre os titulos de anticor-
pos 19S e os valores da contra-

imunoeletroforese, de maneira
absoluta. Observamos, é verdade,
taxas de IgM elevadas, inicial-
mente, com evolugéo para a nor-
maliza¢do, como em um pacien-
te (ESV) em que todas as reagdes
de contra-imunoeletroforese, ap6s
diluicdes foram negativas, e tam-
bém casos, como do paciente
(MPC) com titulos elevados, ain-
do que moderado de IgM em que
a reagdo de contra-imunoeletrofo-
rese revelou sempre titulos eleva-
dos de precipitinas, na ordem de
1/64, o mesmo acontecendo com
o paciente (PAL). Também, pa-
cientes que evoluiram com titu-
los de IgM dentro da normalida-
de como (DSM) em que a imu-
noeletroforese pareceu bastante
concordante com aqueles titulos.
Houve ainda aparente concordan-
cia entre a evolugdo dos titulos
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 reagdes de contra-
imunoeletroforese, em diluigdes
de 1/2, completamente negativas.
Esses dados parecem sugerir €
podem ser explicados pela exis-
téncia, no Calazar, de anticorpos
do tipo 7S e 19S mesmg durante a
evolugdo da doenga, alids, como
j4 havia sido verificado por Ferri
(13) e Chaves e Ferri (9).
Visando melhor esclarecimen-
to sobre o assunto, procedemos
a cisdo pelo Mercapto-etanol dos
anticorpos 19S de amostras de
dez sbros. Pudemos, entdo, veri-
ficar que, na reagdo de contra-
imunoeletroforese, dois pacientes
ndo negativaram a reag@o apds o
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tratamento, ocorrendo apenas o
desaparecimento de uma das fai-
xas. Os outros oito sdros tiveram
o desaparecimento total da faixa
de precipitagdo.

Estes experimentos sdo suges-
tivos de que realmente ambos os
anticorpos 7S e 19S estejam im-
plicados na precipitagdo que ocor-
re na reagdo de contra-imunoele-
troforese, € o mais das vezes de-
pende de IgM. Fato que, natural-
mente, merece confirmagéo.

SUMMARY

REACTIONS OF GEL PRECIPITA-
TION APPLIED TO STUDY OF
CALAZAR

Sera from twelve patients with vis-
ceral leishmaniasis, confirmed by pa-
rasitologic examination and under cli-
nical control were studied by electro-
phoresis and several 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, while immu-
noelectrophoresis suggested this in-
creasing was by IgG fraction.

Immunoglobulins quantitation de-
monstreted meaning increasing of
IgG in all cases, and IgM in severals
one.

Counter-immunoelectrophoresis re-
vealed technique with high sensitivity
for detectation of precipitins. Positive
sera in this reaction were treated by
mercapto-etanol and didn’t negated a
new reation, intirely.

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