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RESUMO

Soros de 10 pacientes de Calazar,
em ndmero de 60 amostras, colhidas
evolutivamente, foram examinadas,
pela técnica de imunofluorescéncia
indireta. Os antigenos empregados
constaram de formas promastigotas
de L. brasiliensis, L. donovani e
“Leptomonas” pessoai, bem como de
formas amastigotas de L. mexicana.

Como soros testemunhas, foram
usados 100 soros de pacientes com
Blastomicose Sul-Americana, Tuber-
culose, Esquistossomose, Doenca de
Chagas e Pénfigo, vinte de cada.

Soros de 39 pacientes de Leishma-
niose tegumentar foram estudados
cnm os antigenos de L. brasiliensis,
L.| donovani e “Leptomonas” pes-
soal.

Somente foram observadas fa|sas
reagoes positivas em titulos iguais ou
superiores a 1/20 com o antigeno de
L. donevani nos grinos testemunhas,

Com o soro de Calazar, o antige-
no homéblogn se mostron 0 mais sen-
cfvel dentre oc testados. A forma
amastigota de L. mexicana foi a
menos sensivel.

Durante o periodo de chservacio.
houve queda progressiva dogs titulos
de anticormnns, awe ndo chegaram a
se negativar.

INTRODUCAO

A reagdo de imunofluorescén-
cia vem sendo experimentada na
investigagdo da Leismaniose vis-
ceral desde 1963, Oddo e Cassio
verificaram a positividade de 4
casos de Calazar por esta técnica.
(12).

Em 1964 Duxbury e Sadum obti-
veram 70% de resultados positi-
vos em 30 pacientes usando como
antigeno forma promastigota de
L. donovani, na ocasido obtive-
ram 22% de reagdes positivas em
31 casos de Leismaniose cutaneo-
mucosa e resultados negativos em
5 pacientes de Leismaniose cuté-
nea (9). Shaw e Voller (1964)
além da observagdo da reagdo
com antigeno homdlogo em um
caso de Calazar, encontraram um
soro negativo para o mesmo anti-
geno em um caso de Leismaniose
tegumentar, verificaram, que imu-
ne soro humano de Calazar do
maditerrineo, reage com L. bra-
siliensis (do Panam4) formas pro-
mastigotas, com formas amastigo-
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tas de L. donovani com promas-
tigotas de L. infantum, com for-
mas sanguineas e de cultura de
T. cruzi e com formas promasti-
gotas de Endotrypanum schaudi-
ni. (15).

Bray e Lainson em 1965, cons-
cios da existéncia de uma reagio
do grupo entre o Trypanosomati-
dae, investigaram a possibilidade
de haver uma variagdo antigénica
entre as espécies de Leishmanias
que pudessem ser diferenciadas
pela diluicdo seriada dos anticor-
pos. Testaram 10 cepas diferen-
tes de Leishmania como antigeno,
2 cépas pertencentes ao grupo da
Leishmaniose visceral indiana
(L. donovani); 1 cépa da Leish-
maniose visceral da Europa (L.
infantum) e 1 cépa da Leishma-
niose visceral do Novo Mundo
(L. chagasi); do grupo das Leish-
manioses cutineas, usaram como
antigeno 6 cépas: 1 de L. trépica,
3 cépas do Complexo Mexi-
cano e 2 cépas do Complexo Bra-
siliensis, segundo o novo conceito
taxondmico (5, 10). Eles verifica-
ram que as reagdes s3o comuns,
neste género, mas que as reagdes
homélogas eram invaridvelmente
mais fortes ou tdo fortes quanto
as mais fortes da série.

Verificaram ainda, que o anti-
soro humano era 10 vezes mais
ativo com antigeno de forma pro-
mastigota do que para a amasti-
gota. As falsas reagdes foram ob-
servadas no maximo na diluigdo
1/25 com antigeno promastigota
e 1/5 com o amastigota.

Mayrink e cols. em 1967, ob-
tiveram bons resultados em 18
casos de Calazar, com antigenos
promastigotas de L. donovani

(11).

Araijo e Mayrink em 1968,
obtiveram reagdes positivas com
titulos altos em pacientes de Ca-
lazar com antigeno homélogo e
verificaram reagGes cruzadas com
antigenos de L. brasiliensis com
o soro sem diluir, ou a 1/10, 2 e
1 caso respectivamente (1).

Quilici e cols. em 1968, usan-
do o antigeno homélogo, formas
promastigota, em 6 casos segu-
ramente de Calazar, obtiveram re-
sultados positivos na diluigdo de
1/100 no minimo, ¢ em um dos
soros o titulo de 1/1600. Admi-
tem a reagdo de imunofluorescén-
cia como uma técnica vidvel para
o diagnéstico e o titulo de 1/100
como bastante especifico (14).

Em 1969 Guimardes e cols.
usando como antigeno formas de
cultura de T. cruzi, L. brasilien-
sis, L. donovani e¢ L. enrietti,
confirmaram que a reagdo de
imunofluorescéncia é de grupo.
Admitem que a técnica ndo se
presta para o diagndstico genéri-
co da familia Trypanosomatidae,
embora reagdes de titulos mais
altos sejam obtidos com antigenos
homélogos (9a).

Camargo e Rebonato (1969)
verificaram a possibilidade de di-
ferenciar os soros de Tripanoso-
moses ¢ Leishmanioses, por ab-
sorgdo especifica e desenvolveram
uma técnica de inibigdo da fluo-
rescéncia (6).

Truong e cols. (1969), com an-
tigenos homélogos de formas
amastigota ddo como reagdes es-
pecificas titulos superiores a 1/20
no Calazar. Referem-se também
a diminuigdo evolutiva dos titulos
da reagdao de imunofluorescéncia
nao precisando a constdncia do
fendmeno nem o tempo necessé-
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rio ao desaparecimento da reagdo
a17).

Chiari (1971) usando como an-
tigeno formas promastigotas de
L. chagasi, experimentou 10 so-
ros de Calazar obtendo 100% de
positividade com titulos iguais ou
superiores a 1/45, dentre estes,
3 com titulos 1/440. Na oportu-
nidade observou reagdes cruzadas
empregando o antigeno de L. bra-
siliensis que revelou 8 casos po-
sitivos com titulos similares e
também com o antigeno de T.
cruzi que evidenciou 7 casos po-
sitivos com titulo 1/45 a 1/720
).

MATERIAL E METODOS
Antigenos:

Leishmania donovani — Cépa
provinda do Instituto de Medici-
na Tropical de Portugal, oriunda
de Londres. Foi usada a forma
promastigota de cultura de 7 dias
em meio de Ducrey, ap6s removi-
das e lavadas por trés vezes em
solugio tamponada, resuspensas
em tampdo fosfato pH 7,2 e dis-
tribuidas em laminas finas, mar-
cadas industrialmente na média
de 10 a 15 parasitas por campo.

Leishmania brasiliensis — Cé-
pa MT, recentemente isolada no
Instituto de Patologia Tropical da
UFGo. O antigeno foi preparado
do modo anterior.

Leishmania mexicana — Cépa
provinda do Instituto de Ciéncias
Biolégicas de Minas Gerais e
mantida por passagem em ca-
mundongos — swss. O antigeno
se constituiu de impressao dos

cortes da lesdio que permitiu a
obtencdo de amostras com vérias
formas amastigotas, ou da sus-
pensdo das células em tamplo fos- -
fato.

“Leptomas” pessoal — Cépa
princeps isolada no Instituto de
Patologia Tropical da UFGo,,
mantida em meio de Ducrey. O
antigeno se constituiu de formas
de cultura de 3 dias, preparado
do mesmo modo que a L. hrasls
liensis e L. donovani.

Até o uso das l4minas foram
mantidas em lotes de 8, envolvi-
das em papel tipo Yes, indivi-
dualmente, e o lote em papel de
aluminio, guardadas a menos
209C em cimara com sflica gel.

Soros empregados:

1 — SOro de 10 pacientes de
Calazar, num total de 6 amos-
tras colhidas evolutivamente, na
Enfermaria do Departamento de
Medicina Tropical do Instituto de
Patologia Tropical (Hospital das
Clinicas) e mantidos a3 49C na .
soroteca do Departamento até o
seu uso.

2 — SOros Testemunhas —
constituido de 100 soros, dividi-
dos em 5 grupos de 20 — das se-
guintes doengas: Blastomicose
Sul-Americana, Tuberculose, Do-
encas de Chagas, Esquistossomo-
se e Pénfigo.

39 sOros de pacientes com
Leishmaniose tegumentar com
lesdo da pele.

Todos os sbros testemunhas
foram examinados inicialmente,
sem diluir e depois os positivos
na diluicdo até 1/160, com cada
um dos antigenos, a excegio dos
soros de Leishmaniose tegumen-
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tar que ndo foram testados com
o antigeno de L. mexicana.

Reacio de Imunofluorescéncia
Indireta:

Foi realizada pela técnica clas-
sica e conforme padronizagdo em
NOSSO Servico.

Conjugados Empregados:

As antigama globulinas marca-
das com IgG e IgM usadas neste
trabalho, foram gentilmente cedi-
das pelo Departamento de Pes-
quisas do Laboratério Wellcome.
Também usamos anti IgM marca-
do com fluoresceina preparado
no Instituto Adolfo Lutz, de Sao
Paulo.

RESULTADOS

Os resultados dos soros teste-
munhas, acham-se resumidos na
Tabela I.

TABELA
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O grifico da fig. 8, expde a mé-
dia dos titulos de anticorpos ocor-
rentes nas diversas amostras agru-
padas cronoldgica e sucesiva-
mente.

As reagdes com antigama mar-
cadas com fluoresceina do tipo
IgM ndo evidenciaram anticorpos
presentes mesmo em dilui¢do a
1/2.

Os resultados dos soros de
Leishmaniose tegumentar encon-
tram-se na tabela IV.

COMENTARIOS

Em nosso experimento, pode-
mos verificar que no Calazar exis-
te uma diminuigdo progressiva dos
titulos de anticorpos circulantes
imunofluorescente do tipo IgG.

I

TITULOS DE ANTICORPOS FLUORESCENTES PARA CALAZAR COM ANTIGENOS HOMOLOGOS
E HETEROLOGOS ( 60 amostras de 10 casos ).

R B awrtomsos | £ s v i1 a0 o s o
1/20{/1/40{1/80{1/160]/17320]|1/640
L. donovani 2 18 | 21 16 2 1 0 |[96,66%
60 L. brasilien. | 26 19 3 0 0 |12 |36,66%
Lep. pessoai | 15 24 | 17 4 0 0 0 |58,332
L. mexicana 15 0 0 0 0 |45 0z

Os resultados dos séros de Ca-
lazar estudados com os diversos
antfgenos pelo emprego de anti-
gama IgG, encontram-se esque-
matizados nas tabelas I e II e ex-
pressos com detalhes, evolwiva-
mente nas figs. 1 a 7.

Esta evolugdo dos titulos de an-
ticorpos, embora detectada por to-
dos os antigenos empregados, ¢é
melhor acompanhada, por ser
mais regularmente distribnido,
quando se emprega o antigeno
homélogo, conforme se pode



TABELA I1
FREQUENCIA DOS TITULOS DE ANTICORPOS FLUORESCENTES COM SOROS DE PACIENTES COM D. CHAGAS, TUBER-
CULOSE, PENFIGO, ESQUISTOSSOMOSE E PARACOCCIDIOIDENSE ( B.S.A.) COM ANTIGENOS DE L. donovani . ,

L. brasiliensis, L. pessoai e L. mexicana .

A N T 1 G E N O S

N? DE

DOENGAS 080 L. p. L.b. L.d. L.m.
1/1 1/10 1/20 1/40 1/80|1/1 1/10 1/20 1/40 1/80{1/1 1/10 1/20 1/40 1/80{1/1 1/10 1/20 1/40 1/80

CHAGAS 20 9 4 2 0 0|13 2 0 0 0|5 1 1 1 01l 3 3 2 0 0
TUBERCULOSE 20 4 2 1 0 0 4 1 0 0 0|1 1 2 0 [V ) 0 0 0 0
PENFIGO 20 7 4 0 0 0 4 2 0 0 0] 4 2 2 1 1|2 1 0 0 0
ESQUISTOS . 20 0 0 0 0 0 0 o0 0 0 0]o0 0 0 0 0|0 0 0 0 0
B.S.A. 20 3 1 0 0 0 2 2 0 0 0] 2 2 1 1 1{1 1 0 0 0
TOTAL 23 11 3 0 0|23 7 0 0 0 12 6 5 3 2| 6 5 2 0 0

L.p. - Leptomonas pessoai ; L.b. - Leishmania brasiliensis ; L.d. — Leishmania donovani;

L.m. - Leishmania mexicana.
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TABELA  III

’
SINOPSE DOS RESULTADOS DA REAGAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA COM SOROS DE

CALAZAR COM ANTIGENOS DE "LEPTOMONAS" pessoai, LEISHMANIA donovani, LEISHMANIA
brasiliensis e LEISHMANIA mexiacana.

o TITULOS OBSERVADOS COM 0s ANTIGENOS
\'%bs E P
«e,._.‘\ LEISHMANIA donovani LEISHMANIA brasiliensis| "LEPTOMONAS" pessoai LEISHMANIA mexicana
M 19 29 30 49 50 69 79 89 99 10919 29 39 49 59 69 79 89 99 19 29 39 49 59 69 79 89 99 V1P 29 32 49 59 69 79 89 99 109
1 640 640 160 160 160 80 80 - - - [80 80 80 40 40 40 20 - - ~[160 160 160 160 80 80 80 - - =-[2020201010105 - = =
2 160 160 160 80 40 40 40 40 20 2020 20 20 20 10 10 10 N N N |80 80 80 80 40 40 40 40 20 20|10 10105 5 5 5 N N N
3 80 80 80 40 40 40 20 20 80 80 80 40 5 5 N N
4 160, 160 80 80 20 10 10 5 40 40 20 20 10105 5
5 160 160 160 80 40 40 40 40 40 20 20 20 40 40 40 40 20 20 20 2010 10 5 5
s 160 160 80 80 80 80 80 40 40 40 |40 40 40 40 20 20 20 20 10 10|80 80 80 40 40 40 40 20 20 2020 20 20 20 20 10 10 10 5 5
7 160 160 160 80 80 80 40 40 40 40 [40 40 40 40 40 20 20 20 20 20|80 80 80 80 40 40 40 40 20 20 /20 20 20 20 20 10 10 10 5 5
8 80 80 40 20 20 10 40 40 20 10 10 5
9 4 4 20 20 20 10 40 20 20 5 5 5
10 80 80 40 ' 40 40 20 40 40 20 10 10 10
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observar na figura 8, onde se ex-
pressa em térmos médios este fe-
némeno.

De fato, quando se analiza os
titulos das reagoes, efetuadas com
antigeno homélogo, representados
pelas reciprocas das diluigdes, ve-
rifica-se que as primeiras amos-
tras revelaram sempre titulos mais
elevados: 1 caso com 320, 5 ca-
sos com 160, 3 casos com 80,
apenas 1 paciente tinha o titulo
de 40. A partir da 32. semana de

anticorpos especificos desta natu-
reza, mesmo naqueles casos ini-
ciais ou em surto de reagudizagdo
fossem os sbros testados em bai-
xa dilui¢io ou mesmo concentra-
dos.

Quanto 2 sensibilidade dos an-
tigenos, verificamos que a partir
da diluigdo 1/20 a L. brasiliensis
nio deu falsas reagdes positivas;
a L. pessoai deu 3% e a L. do-
novani 10% .

A partir da dilui¢do 1/40, so-

TABELA 1V

Titulos das reagdes de LF.

indireta com antigenos de L. pessoai, L. brasilien-

sis, L. donovani e T. cruzi em 2 grupos de pacientes cromicos e recentes de
L. tegumentar

“Forma Clinica | " Crénicos (11 ;;s;s) (28 ta;;);)' i!ec-é;nie; o
: Total
Antigenos T.
Titulos Lp Lb L.d T.c L.p Lb Ld c
1/20 1 1 3 3 6 8 8 8 38
1/40 1 2 0 1 6 2 1 0 13
1/80 1 2 0 0 4 2 1 0 10
1/160 5 0 1 0 6 1 1 0 14
TOTAL g S5 4 4 22 13 11 8 75
tratamento, os titulos comega- mente a L. donovani deu 5% de

ram a baixar e em torno da 102
semana, alcangaram os titulos de
20 em 1 caso ¢ 40 em 2 casos.
nos 3 casos observados mais lon-
gamente (tabela IIT).

Muito embora tivéssemos ob-
servado, através de dosagem €vo-
lutivas de IgM, o seu aumento no
soro destes pacientes de Calazar
em muitas amostras, e até sua
possivel conotagdo com as taxas
de precipitinas especificas pre-
sentes (13) néo fomos capazes de
detectar pela imunofluorescéncia,

falsas positivas. Estas reagdes
ocorreram com soros de um pa-
ciente de Doenga de Chagas, dois
de Blastomicose Sul-Americana e
dois de Pénfigo foliceo; doengas
que frequentemente, se associam
a Doenca de Chagas, pois as reas
endémicas sdo comuns.

Nesses titulos o antigeno de L.
mexicana forma amastigota, re-
velou apenas 2 falsas reagdes po-
sitivas a 1/20. Também em di-
luigdo mais baixa 1/10 ou em
soros sem diluir, seu {ndice de es-



Resultado das reagdes de imunofluorescéncia indireta
Leishmaniose tegumentar, com antigenos de L. pessoai, L.

TABELA V

em 32 pacientes de

brasiliensis, L. dono-

vani ¢ T. cruz.
Titulos observados com os antigenos
Pacien Total de
es Pacientes
L.p. L.b. L.d. T.c.
1 40
2 40
3 20
4 40 6
5 20
6 40 |
7 160 20
8 160 80
9 40 40
10 160 80 6
11 160 20
12 80 20
13 20 40
14 160 160 3
15 20 20
16 20 20 20
17 160 40 20
18 80 80 20 s
19 160 80 80
20 40 20 20
21 20 20 20 20
22 80 20 * 20 20
23 160 40 20 40 6
24 160 20 20 20
25 160 160 [ 160 20
26 20 20 20 20
27 80 20 20 1
28 80 40 20 1
29 160 20
2
30 40 20
31 20
2
32 20 :

" Leishmaniose tegumentar, com

vani e T. crozi.

antigenos de L. pessoal, L. brasiliensis, L. dono-
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pecificidade foi da ordem de 94
e 96% respectivamente.

Quanto a sensibilidade dos an-
tigenos observamos que a L. do-
novani revelou 58 de 60 soros
(96,66%) com titulos iguais ou
superiores a 40, enquanto que
L. brasiliensis revelou apenas 22
em 60 (36,66%) com esses ti-
tulos, a L. pessoai 35 em 60
(58,33%) e a L. mexicana ne-
nhum (0%). Alids quanto a este
antigeno, é digno de nota que ele
se mostra sem nenhuma sensibi-
lidade quando analizado sob os
mesmos parimetros dos antigenos
anteriores, isto é, considerando a
positividade especifica somente
em dilui¢Ges iguais ou superiores
a 1/40. No entanto, se o anali-
zarmos, baixando o limiar da es-
pecificidade, verificamos que ele
se comportou de maneira similar
aos outros antigenos usados no
experimento.

O fato dos antigenos de forma
amastigota, de maneira geral, evi-
denciar os anticorpos, em titulos
baixos, ja havia sido verificado
por Bray e Laison em 1965. (5)

Recentemente, Convit e Pinar-
di admitiram que formas amasti-
gotas de L pifanoi (do Comple-
xo Mexicano) ainda que absolu-
tamente especificas, ndo dando
reagdes falsas com soros controles
nas diluigdes a 1/5, geralmente
reagem a titulos baixos com imu-
ne soros especificos, se prestando
ao estudo imunolégico evolutivo
da Leishmaniose tegumentar, mas
ndo para seu diagnéstico. (8)

Opinido similar a este respeito
é a de Walton (1972) que traba-
lhando com formas amastigotas
de cultura de tecidos de L brasi-
llensis (do Panamé) verificou es-
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cificidade da ordem de 93%, com
titulos méximos de 8 e sensibili-
dade de 89% em 75 pacientes.
(13). .

Reportando-se aos 39 soros de
pacientes de Leishmaniose tegu-
mentar, verificamos que o antige-
no de L. donovani reagiu em ti-
tulos significativos, 40 ou maior,
com 4 dentre os 39 (10,25%); o
de L. pessoai com 23 em 39,
(58,97%); o de L. brasiliensis
com 10 em 39 (25,64%) o de
L. mexicana com nenhum, 0 em
39, (0%).

Estes resultados, quando com-
parados aos obtidos com os mes-
mos antigenos, frente a soros de
pacientes com Calazar, parecem
indicar que a técnica de imuno-
fluorecéncia indireta, no sistema
Calazar, (usando-se como antige-
no figurado a forma promastigota
de L. donovani) se comporta com
bastante sensibilidade (96,66%)
e adequada especificidade (95%).
Ao contrério, no sistema Leish-
maniose tegumentar o antigeno
homélogo revela apenas 25,64%
de positividade, percentual menor
do que o alcangado neste experi-
mento com este antigeno frente a
soros de Calazar, 22 em 60
(36,66%). (2)

Este fato, a primeira vista, res-
salta de maneira inequivoca o va-
lor da técnica de imunofluores-
céncia indireta no Calazar com
o emprego do antigeno homélogo
e, aparentemente, demonstra a
sua ineficiéncia no sistema Leish-
maniose tegumentar. Se levarmos
em conta todavia que soros teste-
munhas normais ou de outras
doengas em dilui¢des inferiores a
1/20 dédo apenas 3 a 5% de rea-
¢Oes falsas positivas frente a estes
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antigenos figurados e ndo reato-
res a 1/20, concluimos pela pos-
sibilidade do emprego da reagio,
tomando como dilui¢do especifi-
ca a de 1/20. Mesmo assim, fi-
cou evidenciada a pobreza dos re-
sultados, da técnica no sistema
Leishmaniose tegumentar com o
antigeno de L. brasiliensis cuja
sensibilidade foi apenas de 4%
(tabela V).

Esses dados vieram, no entanto,
valorizar o emprego do antigeno
heterélogo de tripanosomatideo
monoxénico a L. pessoai que nes-
tes pardmetros revelaram 77%
de sensibilidade. Falta-lhe con-
tudo a adequada especificidade,
pois como ja vimos, mesmo em
diluicdo 1/40, este antigeno re-
velou 35 em 60 soros de Calazar
(58,33%). Confirmando sua co-
munidade antigénica, anteriormen-
te, demonstrada (2 e 16).

Contrariamente, as observa-
¢oes de Quilici e cols. (14)
em relag@o aos antigenos S. onco-
pelti e S. faciculata, experimen-
tados na reagdo de imunofluores-
céncia e fixagdo de complemento,
a L. pessoai é capaz de revelar
soros especificos de titulos baixos
€ mesmo isoladamente no sistema
Leishmaniose tegumentar. Dai se
concluir pela possibilidade e, in-
teresse do uso da reagdo de imu-
nofluorescéncia para diagndstico
e controle evolutivo da Leishma-
niose tegumentar empregando-se
a L. pessoai, s6 ou paralelamente
ao antigeno homdlogo.

SUMMARY

PROGRESSIVE STUDY IMMUNO-
FLUORESCENTS ANTIBODIES A-
GAINST ANTIGENS OF: LEISH-

2 — Abril/Junho, 1974

MANIA donovani, “LEPTOMONAS”
pessoal, LEISHMANIA brasiliensis
AND LEISHMANIA mexicana.

6 sera from ten patients known to
be Calazar, confirmed parasitological-
ly were studied progressively by the
reaction of indirect immunofluores-
cence, in our experiment we used four
types of antigens: homologous antigen
and heterologous antigens: “Leptomo-
nas” pessoai, Leishmania brasiliensis
and Leishmania mexicana.

We used one hundred sera of va-
rious diseases, such us: South Ameri-
can Blastomycosis, Chagas disease and
Pemphigus as witness, 20 sera of
each.

Serd of 39 patients of tegumentar
leishmaniasis were studied with the
antigens of L, brasiliensis, L. dono-
vani and “Leptomonas” pessoai,

The false positive reactions (titer
over 20) occurred only with antigen
of L. donovani in the witness groups.

The homologous antigen showed
itself to be more specific, as well as
it detected the higer titers.

During the study of the disease the-
re were a progressive fall in antibo-
dies but never the total disappearance
of the same.
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