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RESUMO

Soros de 11 pacientes de Calazar,
comprovados parasitologicamente e
acompanhados clinicamente, foram
estudados pela técnica de contra-imu-
noeletroforese com os antigenos de
L. brasiliensis, L. pessoai ¢ L. dono-
vani. Os resultados positivos foram,
respectivamente, da ordem de 90,9%,
72,7% e 96,6%. Dos soros testemu-
nhas: (16 de doengca de Chagas, 12
de Leishmaniose tegumentar, 12 de
Tuberculose, 12 de Blastomicose Sul
Americana e 8 de outras doengas)
apenas S5, sendo 4 de Tuberculose e
1 de Blastomicose Sul Americana, de-
ram reagdo cruzada com o antigeno
de L. pessoai. O método, se revelou
de grande sensibilidade e elevada espe-
cificidade além de ser muito prético e
econdmico.

INTRODUCAO

O diagnéstico da Leishmaniose
visceral em 4reas endémicas, é re-
lativamente ficil e baseia-se em
dados clinicos, parasitolégicos,

soroldgicos e também nas altera-
¢oes proteicas do soro. Estas iil-
timas, conquanto ndo sejam pa-
tognomoénicas e puramente pre-
suntivas, servem como importantes
indices da afecgdo nessas 4reas.
Até agora a reacgdo de formol —
gel, por exemplo, quando positi-
va em prazo curto, é dado de va-
lor ndo desprezivel no diagnésti-
co da doenga.

O diagnéstico soroldgico, pro-
priamente dito, ainda que mais
especifico, ndo o é de maneira
absoluta seja pela comunidade
antigénica dos tripanosomatideos,
seja pela semelhanca de pontos
imunoestruturais com as mico-
bactérias, condicionando reagdes
cruzadas, as quais, embora em ti-
tulos mais baixos, ocorrem entre
soros de Leishmaniose visceral e
de doengas produzidas por elas,
como: tuberculose e lepra.

As técnicas soroldgicas empre-
gadas: reagdo de fixagdo de com-
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plemento !3. 18 22, 24 hemagluti-
naglo passiva, reagéo de aglutina-
¢fo do latex, inibigdo de cultura,
imunofluorescéncia indireta 4689,
10,11,12,13,15,19,20.21,22,23,242529  todas
sofrem, além das restrigdes gerais,
antes apontadas, as limitagdes im-
postas pelas préprias técnicas em
si mesmas. Quando se trabalha
em 4reas, em que sdo comuns, ele-
vada prevaléncia de doengas pro-
duzidas por outras espécies de
tripanosomatideos, e/ou de doen-
cas devidas as micobactérias,
aquelas limitagbes sdo muito am-
pliadas.

E assim que se sabe, por exem-
plo, das dificuldades em relagdo
a fixacdo do complento. Nesta
reagdo, a comegar pelo soro do
paciente, que com frequéncia é
anti-complementar 18 tém-se todas
as dificuldades inerentes a prépria
técnica que exige pessoal ades-
tradissimo, para sua execugao,
reativos sob condigOes precisas, e
mais mdo de obra muito grande e
tempo demasiado, ndo se prestan-
do, por isso, para rotina clinica.

As reagdes de hemaglutinagao
passiva e aglutina¢do do latex ndo
sdo rigorosamente padronizéveis
e pecam muito quanto a especifi-
cidade e reprodutividade !¢ gra-
gas, principalmente, ao curto tem-
po de validade em boas condi-
¢oes, dos antigenos. Provavel-
mente a reagdo de imunofluores-
céncia indireta seria a melhor téc-
nica para o diagnéstico e controle
da leishmaniose visceral, ndo fos-
se 0 componente subjetivo do mé-
todo e a exigéncia de equipamento
dispendioso, a par da dificuldade
na padronizagdo da técnica.

Dai a necessidade de se encon-
trar um método sorolégico capaz

de contornar as dificuldades antes
apontadas. Com o advento, ou
melhor, com a vulgarizagdao das
técnicas de imunodifusdo estas nos
pareceram o caminho mais correto
a se trilhar.

Parece que foram aquelas res-
tricdes, também, que induziram
Ranque e cols 27 a usar os méto-
dos de imunodifusdo em gel, obten-
do linhas de precipitagdo em nu-
mero varidvel de 3 a 5 arcos, em
soros de pacientes com leishma-
niose visceral e em cdes infecta-
dos, com antigeno heterélogo de
Crithidia fasciculata.

Este intento, foi também perse-
guido recentemente, por Le Ray
e cols 28 que, em trabalho preli-
minar, empregando como antige-
no o extrato hidrossoluvel de
Leishmania donovani, forma pro-
mastigota, obtiveram, pela ana-
lise imunoeletroforética em soros
de 4 casos humanos e em 5 casos
caninos de Leishmaniose visceral,
uma média de 11,6 arcos de preci-
pitinacdo, cuja constincia e inten-
sidade permitiram atribuir aquela
anélise relevante especificidade.

O fato de trabalharmos em éarea
geografica, endémica para doenga
de Chagas, Leishmaniose tegu-
mentar, e onde a prevaléncia do
Calazar aumenta dia a dia, nos
motivou a entreter esta pesquisa,
desde que ja tinhamos alguma ex-
periéncia com as técnicas de imu-
noprecipitagdo, em estudos ante-
riores 330 e dispunhamos de soros
de pacientes de .Calazar, com-
provados parasitologicamente, a-
través de exames diretos e culturas
e que foram acompanhados muito
de perto, do ponto de vista clinico.

Neste trabalho damos conta so-
mente dos resultados obtidos com
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a técnica de contra-imunoeletrofo-
rese no diagnéstico do Calazar e
seu controle evolutivo usando,
comparativamente, para diagnds-
tico, além do antigeno homoldgo,
os antigenos, heterélogos de “L.
pessoai” ¢ de L. brasiliensis.

MATERIAL E METODOS

ANTIGENOS: A) Leishmania
donovani cépa mantida, desde
1970 no Laboratério de Protozo-
ologia do IPT, oriunda da Ingla-
terra e provinda de Lisboa em
1970.

B) “Leptomonas” pessoai cépa
“princeps” isolada no IPT, 1968,
por Galvéo e cols 7;

C) Leishmania brasiliensis cépa
(MT) isolada no IPT, em 1970,
d’'uma epidemia ocorrida em Ma-
to Grosso.

A técnica de preparagdo de
todos os antigenos foi a mesma.
O antigeno constou de um extra-
to hidrossolivel obtido da seguin-
te maneira: as formas promasti-
gotas de cultura de 3 dias, para
L. pessoai, e de 10 dias para L.
brasiliensis ¢ L. donovani, foram
cuidadosamente removidas da cul-
tura e lavadas em salina por 6 a 7
vezes, depois ressuspensas em So-
lugdo de cloreto de sédio 0,017 M,
rotas por congelamento e descon-
gelamento por 10 vezes, em segui-
da homogeneizadas em aparelho
“Virtis” 40 r.p.m. e depois liofili-
zadas. A massa liofilizada foi en-
tdo diluida em salina, na propor-
¢do de 1 para 4 volumes, € man-
tida em geladeira, por uma noite;
ap0s centrifugagdo a 4°C, 20.000g
por uma hora o sobrenadante foi
usado como antigeno.

A concentragdo de proteinas de
cada antigeno foi determinada
pela técnica de Lowry e foi a se-
guinte: antigeno de L. brasiliensis
— 2,63 mg/ml; L. pessoai —
3,26 mg/ml e L. donovani —
1,79 mg/ml.
SOROS: Os soros empregados fo-
ram os seguintes: soros de pacien-
tes com Caldzar em nimero de 11,
mantidos em nossa soroteca de
margo de 1972 a julho de 1973 e/
ou de pacientes internados no De-
partamento de Medicina Tropical
do IPT; num total de 60 amostras;

soros de 12 pacientes com
Leishmaniose tegumentar, estoca-
dos em nossa soroteca, com lesdo
puramente cutdnea, todos de casos
recentes, num total de 12 amos-
tras;

soros de 12 pacientes com Tu-
berculose, internados num hospi-
tal de tuberculosos (Sanatério JK)
com cavernas residuais que se
prestavam, na época, a um inqué-
rito sobre Aspergilose;

doenga de Chagas — 12 soros
de pacientes em fase aguda ou
crOnica e 4 soros positivos, pela
reagdo de Machado Guerreiro de
pacientes assintomaticos;

Blastomicose Sul Americana —
12 soros de 12 pacientes em tra-
tamento no Hospital das Clinicas,
no Departamento de Medicina
Tropical da UFGo.;

Outras doengas — 8 amostras
de soro, uma amostra de cada
uma das doengas: Jorge Lo-
bo, Ancilostomose, Cromomicose,
Maléria, Actinomicose, Toxoplas-
mose, Febre Amarela e Esquistos-
somose.

A técnica da reagdio foi a ja
descrita e constou da micro téc-
nica em ldminas de microscopia
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de 75 x 25 mm, recobertas com 3
cm? de é4gar puro a 1% em tam-
pdo veronal pH. 8,2. Na ldmina
cram feitos 6 pares de orificios, a
distdncia de 3 mm. No orificio da
esquerda, polo negativo, coloca-
va-se o antigeno e a direita, polo
positivo, colocava-se o soro a es-
tudar (anticorpo). Fazia-se passar
a corrente pelo tempo de 20 a 25
minutos, com a voltagem fixa de
200 volts, o que equivalia cer-
ca de 11mA por lamina. (Fig.
1). Todos os soros foram
estudados sem diluir ou concen-
trar, preliminarmente, contra cada
um dos antigenos. Posteriormen-
te os soros de Calazar de todas as
60 amostras disponiveis, colhidos
de regra, com intervalo de 1 ou 2
semanas, durante 1 ou 2 meses,
foram estudados diluidos, nas pro-
porgdes de 1/2 a 1/64, contra o
antigeno homélogo. Os soros po-
sitivos, na diluicio 1/64, foram
experimentados até a sua diluigdo
méxima de positividade.

RESULTADOS

Os resultados acham-se resu-
midos nas tabelas I, IT e III. Ca-
be observar que houve reagGes
positivas, com todos os trés an-
tigenos, em proporgdes bastante
elevadas: 96,6%, com o antige-

no homélogo, se se considerar to-
das as amostras experimentadas,
porque neste caso observamos
duas amostras negativas, uma, 50
dias apés o inicio do tratamento
e a outra 58 dias apés o trata-
mento. Em ambos os casos, ELS
e ESV, houve uma coincidéncia
com a queda do teor de gama-
globulina e acentuada melhora
clinica. O que a rigor faz com
que se interprete o antigeno como
dando 100% de resultados posn-
tivos. O antigeno de L. pessoai
que foi o menos sensivel e me-
nos especifico detectou 8 dos 11,
72,7% dos casos e deu reagio
cruzada com 4 casos de tubercu-
lose e 1 de blastomicose, 8,3%
de reagoes falsas positivas. O an-
tigeno de L. brasiliensis foi po-
sitivo em 10 dos 11 casos,
90,9% de positividade e mesmo
com o soro homélogo nio deu
resultado positivo com nenhum.
Todavia, talvez, pela concentra-
¢do proteica foi o que detectou
com maior frequéncia, maior
niimero de faixas, individualmen-
te (fig. 2).

COMENTARIOS

Como verificamos, a técnica
de contra-imunoeletroforese se
mostrou muito sensivel e bastan-

FIGURA 1 — Disposi¢io da ldmina para contra-imunoeletroforese.
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FIGURA 2 — Observar a intensidade das reagdes e variagdes do namero de faixas.
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TABELA |

RESULTADOS DA CONTRA-IMUNOELETROFORESE NOS SOROS DE CALAZAR
E TESTEMUNHAS COM OS ANTIGENOS DE L. donovani, L. brasiliensis e

L. pessoai.
. D9S8 | Colagor | Tubercu- L. tegu-  D. | gga | Ouiras
N, X \ | lose | mentar Chagas

e

o | ‘ i
Antigenos \' |P l N P [ N P l N P I N P l Nl p | N
N, | S A L 1

L. donovani I 00 120

120 160 1zio 8
L. brasiliensis 10 10 12 0 1210 16 0 12 0 8
L. pessoai 8 34 80 12 0 161‘1 10 8
Obs.: P — positivo; N — negativo
TABELA 11

RESULTADOS DAS REAGOES DE CONTRA-IMUNOELETROFORESE COM 0OS 3
ANTIGENOS CONTRA SOROS SABIDAMENTE POSITIVOS OU NEGATIVOS

Doenga CALAZAR
TS result.
Antigenos
L donovani 60
L. pessoai 11
L. brasiliensis 11

(Amostras positivas)

OUTRAS DOENGCAS
(Amostras negativas)

N.° Abs. P (%) |N.° Abs. P (%)

(96,6) 60 0 0 )

(72,7) 60 S (8,3)
(90,9 60 0 0 )

te especifica para o diagndstico
da Leishmaniose visceral. Do
ponto de vista da execugdo é
muito pratica, sendo realizada
num tempo muito curto, cérca de
30 minutos e consumindo quan-
tidade muito pequena de antige-
no, sendo por tudo isto mais fé-
cil de se realizar do que a imu-
noeletroforese ou imunodifusdo

simples em gel.

O antigeno homoélogo foi ca-
paz de detectar precipitinas cir-
culantes em todos os casos com-
provados de Calazar, ndo o fa-
zendo em outras doengas, mes-
mo naquelas em que, de alguma
maneira seria esperado, tais:
Leishmaniose tegumentar e a
doenga de Chagas. Como se sa-

———— s

B
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TABELA 111

ESTUDO DOS SOROS DE CALAZAR (SEM DILUIR) EM CONTRA-IMUNO-
ELETROFORESE COM ANTIGENO DE L. donovani

N.° Iniciais Prontudrio Amostras Ruul't. Observagoes
Posit.
1T AMS. 96.860 7 7 Todas com uma faixa
2 DSM. 102.998 10 Todas com uma faixa,
ultima negativa
3 ELS. 109.415 4 3 la. amostra 2 faixas e
4 ESV, 112.959 5 5 4a. negativa
Todos com uma faixa
5 MPC 3.607 5 5 até a 5a. amostra 2 fai-
xas
6 PAL. 116.610 10 10
7 PM.C. 119.611 10 10
8 S.MR. 12.650 3 3
9 S.CS. 110.206 3 3
10 W.C.P. 95.150 3 3
11 GFS. 125.527 1 1
Total
11 — 60 58 —

be, os antigenos dos Trypanoso-
matideos sdo de grupo. Na doen-
¢a de Chagas, entendemos que
nao se tenham detectado imuno-
precipitinas por esta técnica, pois,
ndo tem sido facil fazé-lo, mes-
mo com o antigeno homélogo
1222 ¢ aparentemente, até hé
bem pouco tempo, se admitia, se-
gundo Muniz 22, que as precipiti-
nas fossem, praticamente, apani-
gio da fase aguda da doenga e 86,
eventualmente, pudessem ser de-
tectadas na fase crOnica. Recen-

temente, Afchain, Capron e Pra-
ta 1, demonstraram precipitinas
circulantes em chagésicos croni-
cos. Nés mesmos, temos verifi-
cado o mesmo. Detectamos 4
positivos para precipitinas, pela
mesma técnica, usando antigeno
de T. cruzi dentre 6 pacientes es-
tudados, e com resultados nega-
tivos, com antigeno de L. dono-
vani, L. brasiliensis ¢ Leptomo-
nas pessoai. Nido confirmamos,
portanto, na imunoprecipitagio,
por contra-imunoeletroforese, as
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reagdes cruzadas, que j4 haviamos
verificado, entre o antigeno de T.
cruzi e soro hiperimune de L.
pessoai 30, quando ndo observu-
mos precipitinas induzidas peid
T. cruzi e demostréveis pelo 1n-
tigeno homélogo (T. cruz), -
usarmos o antigeno heterologo de
L. pessoai. Este fato se deve, pro-
vavelmente, & escassa quantidade
de anticorpos precipitantes na *1-
fecgdo natural.

Em doentes de Leishmaniose
tegumentar, os resultados obser-
vados, foram até certo ponto,
surpreendentes: sabe-se da difi-
culdade em se detectar anticorpos
circulantes, por diversas técnicas,
na Leishmaniose cutinea por Lei-
shmania trépica 2627; na leishma-
niose sul americana por cépas
do Complexo mexicano, ou
brasiliensis 7 j4 sdo numerosos os
trabalhos sobre antigenos obtidos
de formas promastigotas, ou
amastigotas, de tripanosomati-
deos homélogos ou heterologos,
ou mesmo monoxénicos, capazes
de detectar, seja pela técnica de
imunofluorescéncia, seja pela téc-
nica de imunodifuséo em gel, an-
ticorpos circulantes 46:8,12,23,2629
Nesta observagdo, embora, fossc
demonstrado que o antigeno de
L. brasiliensis funcionava bem,
pois revelou 10 dos 11 casos de
Calazar, ele ndo foi capaz de de-
tectar precipitinas em soros de
pacientes de Leishmaniose tegu-~
mentar, é bem verdade que de
casos sem comprometimento ex-
tenso, sem lesGes mucosas ou se-
vera repercussdo ganglionar.

O antigeno de “Leptomonas
pessoai” foi o menos sensivel e
dentre os 11 casos de Calazar re-

-— Outubro/Dezembro, 1973

velou apenas 8. Como jé4 comen-
tamos, deixou de dar reagdes
cruzadas, esperadas, na concen-
tragdo empregada, com os SOros
de doenga de Chagas e da mes-
ma forma como o antigeno de
Leishmania brasiliensis, ndo re-
velou precipitinas nos doentes de
leishmaniose. A surpresa, em
relagdo, a este antigeno foi o en-
contro de 4 casos de reagdo cru-
zada com tuberculose, por pro-
vével coincidéncia imunoestrutu-
ral e com 1 caso de Blastomicose
Sul Americana, cuja explicagio,
mais plausivel, seria o fato d=
haver associagio com tuberculose
pulmonar, ocorréncia relativa-
mente comum, cerca de 15% dos
casos em algumas 4reas 3, na for-
ma linfatica visceral com partici-
pagdo pulmonar.

Em suma, nos pareceu, que ss-
tas experiéncias com os antigenos
L. pessoai, L. brasiliensis, L. do-
novani vieram demonstrar a pos-
sibilidade do emprego deles, pre-
ferentemente, do antigeno hom5-
logo, numa reagio muito sensivel
e especifica, para o diagnéstico
do Calazar e capaz de ser adap-
tada para inquéritos epidemiolé-
gicos, gragas as facilidades -'e
execucdo e custo, ao contririo
das reagdes e técnicas até agora
disponiveis.

SUMMARY

COUNTERIMMUNOELECTROPHORE-

SIS IN DIAGNOSIS OF VISCERAL

LEISHMANIASIS WITH ANTIGENS

OF L. donavani, L. brasiliensis and

"LEPTOMONAS pessoai’’. PREVIOUS
NOTE.

Sera from 11 patients with viscgral
leishmaniasis, confirmed by parasito-

Giovanni Settimi C. Oliveira & cols. — Isosporose humana... 38s

logic examination and clinical control
were studied by counterimmunoelec-
trophoresis using antigens of Leishma-
nia brasiliensis, Leptomonas pessoal
and L. donovanl.

Positive results were 90,0%; 72,7%
and 96,6% respectively. Among 60
control sera tested (16 of Chagas’ di-
sease, 12 of mucocutaneous leishma-
niasis, 12 of tuberculosis, 12 of South
American blastomycosis and 8 of se-
veral other diseases) only 4 of tuber-
culosis and 1 of South American
blastomycosis gave cross reaction with
the antigen of L. pessoai. The method
is very practical and cheap and
showed high sensitivity and great
specificity .
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