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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 antígenos de
L. braslliensls, L. pessoal e L. dono-
vani. Os resultados positivos foram,
respectivamente, da ordem de 90,9%,
72,7% e 96,6%. Dos soros testemu-
nhas: (16 de doença de Chagas, 12
de Leishmaniose tegumentar, 12 de
Tuberculose, 12 de Blastomicose Sul
Americana e 8 de outras doenças)
apenas 5, sendo 4 de Tuberculose e
l de Blastomicose Sul Americana, de-
ram reação cruzada com o antígeno
de L. pessoai. O método, se revelou
de grande sensibilidade e elevada espe-
cificidade além de ser muito prático e
económico.

INTRODUÇÃO

O diagnóstico da Leishmaniose
visceral em áreas endémicas, é re-
lativamente fácil e baseia-se em
dados clínicos, parasitológicos,

sorológicos e também nas altera-
ções proteicas do soro. Estas úl-
timas, conquanto não sejam pa-
tognomônicas e puramente pre-
suntivas, servem como importantes
índices da afecção nessas áreas.
Até agora a reação de formol —
gel, por exemplo, quando positi-
va em prazo curto, é dado de va-
lor não desprezível no diagnósti-
co da doença.

O diagnóstico sorológico, pro-
priamente dito, ainda que mais
específico, não o é de maneira
absoluta seja pela comunidade
antigênica dos tripanosomatídeos,
seja pela semelhança de pontos
imunoestruturais com as mico-
bactérias, condicionando reações
cruzadas, as quais, embora em tí-
tulos mais baixos, ocorrem entre
soros de Leishmaniose visceral e
de doenças produzidas por elas,
como: tuberculose e lepra.

As técnicas sorológicas empre-
gadas: reação de fixação de com-
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plemento u- 18> "• 24, hemagluti-
naçSo passiva, reação de aglutina-
ção do látex, inibição de cultura,
imunofluorescência indireta 4>6-8'9'
10,11,12,13,15,19,20,21,22,23,24,25,29 todas

sofrem, além das restrições gerais,
antes apontadas, as limitações im-
postas pelas próprias técnicas em
si mesmas. Quando se trabalha
em áreas, em que são comuns, ele-
vada prevalência de doenças pro-
duzidas por outras espécies de
tripanosomatideos, e/ou de doen-
ças devidas às micobactérias,
aquelas limitações são muito am-
pliadas .

É assim que se sabe, por exem-
plo, das dificuldades em relação
à fixação do complento. Nesta
reação, a começar pelo soro do
paciente, que com frequência é
anti-complementar18 têm-se todas
as dificuldades inerentes à própria
técnica que exige pessoal ades-
tradíssimo, para sua execução,
reativos sob condições precisas, e
mais mão de obra muito grande e
tempo demasiado, não se prestan-
do, por isso, para rotina clínica.

As reações de hemaglutinação
passiva e aglutinação do látex não
são rigorosamente padronizáveis
e pecam muito quanto à especifi-
cidade e reprodutividade 9>16 gra-
ças, principalmente, ao curto tem-
po de validade em boas condi-
ções, dos antígenos. Provavel-
mente a reação de imunofluores-
cência indireta seria a melhor téc-
nica para o diagnóstico e controle
da leishmaniose visceral, não fos-
se o componente subjetivo do mé-
todo e a exigência de equipamento
dispendioso, a par da dificuldade
na padronização da técnica.

Daí a necessidade de se encon-
trar um método sorológico capaz

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

Parece que foram aquelas res-
trições, também, que induziram
Ranque e cols 27 a usar os méto-
dos de imunodifusão em gel, obten-
do linhas de precipitação em nú-
mero variável de 3 a 5 arcos, em
soros de pacientes com leishma-
niose visceral e em cães infecta-
dos, com antígeno heterólogo de
Crithidia fasciculata.

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

O fato de trabalharmos em área
geográfica, endémica para doença
de Chagas, Leishmaniose tegu-
mentar, e onde a prevalência do
Calazar aumenta dia a dia, nos
motivou a entreter esta pesquisa,
desde que já tínhamos alguma ex-
periência com as técnicas de imu-
noprecipitação, em estudos ante-
riores 5'30 e dispúnhamos 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 clínico.

Neste trabalho damos conta so-
mente dos resultados obtidos com
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a técnica de contra-imunoeletrofo-
rese no diagnóstico do Calazar e
seu controle evolutivo usando,
comparativamente, para diagnós-
tico, além do antígeno homologo,
os antígenos, heterólogos de "L.
pessoal" e de L. brasilicnsis.

MATERIAL E MÉTODOS

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

B) "Leptomonas" pessoal cepa
"princeps" isolada no IPT, 1968,
por Galvão e cols 17;

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

A técnica de preparação de
todos os antígenos foi a mesma.
O antígeno constou de um extra-
to hidrossoluvel obtido da seguin-
te maneira: as formas promasti-
gotas de cultura de 3 dias, para
L. pessoal, e de 10 dias para L.
brasiliensis e L. donovani, foram
cuidadosamente removidas da cul-
tura e lavadas em salina por 6 a 7
vezes, depois ressuspensas em so-
lução de cloreto de sódio 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-
tão diluída em salina, na propor-
ção de l para 4 volumes, e man-
tida em geladeira, por uma noite;
após centrifugação a 4°C, 20.000g
por uma hora o sobrenadante foi
usado como antígeno.

A concentração de proteínas de
cada antígeno foi determinada
pela técnica de Lowry e foi a se-
guinte: antígeno de L. brasiliensis
— 2,63 mg/ml; L. pessoa! —
3,26 mg/ml e L. donovani —
1,79 mg/ml.
SOROS: Os soros empregados fo-
ram os seguintes: soros de pacien-
tes com Calazar em número de 11,
mantidos em nossa soroteca de
março 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 lesão
puramente cutânea, todos de casos
recentes, num total de 12 amos-
tras;

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

doença de Chagas — 12 soros
de pacientes em fase aguda ou
crónica e 4 soros positivos, pela
reação de Machado Guerreiro de
pacientes assintomáticos;

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

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

A técnica da reação foi a já
descrita e constou da micro téc-
nica em lâminas de microscopia
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de 75 x 25 mm, recobertas com 3
cm3 de ágar puro a l % em tam-
pão vcronal pH. 8,2. Na lâmina
eram feitos 6 pares de orifícios, à
distância de 3 mm. No orifício da
esquerda, polo negativo, coloca-
va-se o antígeno e à direita, polo
positivo, colocava-se o soro a es-
tudar (anticorpo). Fazia-se passar
n corrente pelo tempo de 20 a 25
minutos, com a voltagem fixa de
200 volts, o que equivalia cer-
ca de l lmA por lâmina. (Fig.
l). Todos os soros foram
estudados sem diluir ou concen-
trar, preliminarmente, contra cada
um dos antígenos. Posteriormen-
te os soros de Calazar de todas as
60 amostras disponíveis, colhidos
de regra, com intervalo de l ou 2
semanas, durante l ou 2 meses,
foram estudados diluídos, nas pro-
porções de 1/2 a 1/64, contra o
antígeno homólogo. Os soros po-
sitivos, na diluição 1/64, foram
experimentados até a sua diluição
máxima de positividade.

RESULTADOS

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

no homólogo, se se considerar to-
das as amostras experimentadas,
porque neste caso observamos
duas amostras negativas, uma, 50
dias após o início do tratamento
e a outra 58 dias após o trata-
mento. Em ambos os casos, ELS
e ESV, houve uma coincidência
com a queda do teor de gama-
globulina e acentuada melhora
clínica. O que a rigor faz com
que se interprete o antígeno como
dando 100% de resultados posi-
tivos. O antígeno de L. pessoa!
que foi o menos sensível e me-
nos específico detectou 8 dos 11,
72,7% dos casos e deu reação
cruzada com 4 casos de tubercu-
lose e l de blastomicose, 8,3%
de reações falsas positivas. O an-
tígeno de L. brasiliensis foi po-
sitivo em 10 dos 11 casos,
90,9% de positividade e mesmo
com o soro homólogo não deu
resultado positivo com nenhum.
Todavia, talvez, pela concentra-
ção proteica foi o que detectou
com maior frequência, maior
número de faixas, individualmen-
te (fig. 2).

COMENTÁRIOS

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

FIGURA l — Disposição da lâmina para contra-imunoeletroforese.
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FIGURA 2 — Observar a intensidade das reações e variações do número de faixas.
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T A B E L A l

RESULTADOS DA CONTRA-IMUNOELETROFORESE NOS SOROS DE CALAZAR

E TESTEMUNHAS COM OS ANTÍGENOS DE L. donovani, L. brasiliensis e
L. pessoai.

Doenço ! -, , ' Tubevcu- I,, tegu- D.N s i Colocar ; 3
x v ^ i i iose mentor Chagas

AntíaenosX' i P H\P N P N P N

B.S.A.

p

L. donovani hl 00 120 120 1 6 ^ 0

L. brasiliensis 10 1 0 12 0 1 2 0 16 0

L . pessoai 1 8 3 4 8 0 1 2 0 1 6 1

N

12

Outras

P

0

12 0

11 0

N

8

8

8

Obs.: P — positivo; N — negativo

T A B E L A I I

RESULTADOS DAS REAÇÕES DE CONTRA-IMUNOELETROFORESE COM OS 3

ANTÍGENOS CONTRA SOROS SABIDAMENTE POSITIVOS OU NEGATIVOS

Doença

"~\.

Antígenos -̂̂ .

L donovani

L. pessoai

L. brasiliensis

CALAZAR
(Amostras positivas)

N.^Abs. P (%t

60 58 (96,6)

1 1 8 (72,7)

1 1 10 (90,9)

OUTRAS
(Amostra

N." Abs.

60

60

60

DOENÇAS
t negativos)

P 1%)

0 (0 )

5 (8,3)

0 (0 )

te específica para o diagnóstico
da Leishmaniose visceral. Do
ponto de vista da execução é
muito prática, sendo realizada
num tempo muito curto, cerca de
30 minutos e consumindo quan-
tidade muito pequena de antíge-
no, sendo por tudo isto mais fá-
cil de se realizar do que a imu-
noeletroforese ou imunodifusão

simples em gel.
O antigeno homólogo foi ca-

paz de detectar precipitinas cir-
culantes em todos os casos com-
provados de Calazar, não o fa-
zendo em outras doenças, mes-
mo naquelas em que, de alguma
maneira seria esperado, tais:
Leishmaniose tegumentar e a
doença de Chagas. Como se sa-
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T A B E L A l l l

ESTUDO DOS SOROS DE CALAZAR (SEM DiLUIR) EM CONTRA-IMUNO-

ELETROFORESE COM ANTÍGENO DE L. donovani

N.°

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

1 1

Total
11

Iniciais

A.M.S.

D.S.M.

E.L.S.

E.S.V.

M.P.C.

P.A.L.

P.M.C.

S.M.R.

S.C. S.

W.C.P.

G.F.S.

—

Prontuário

96.860

102.998

1 09 . 4 1 5

112.959

3.607

1 16.610

119.611

12.650

110,206

95.150

125.527

Amostras

7

10

4

5

5

10

10

3

3

3

1

60

Resul». .,
Observações

Posi».

7 Todas com umo faixa

9 Todas com uma faixa,
última negativa

Ia. amostra 2 faixas e

5 4a. negativo

Todos co-n uma faixa

até a 5a. amostra 2 faí-
V Q S

10

10

3

3

3

1

58 —

be, os antígenos dos Trypanoso-
matídeos são de grupo. Na doen-
ça de Chagas, entendemos que
não se tenham detectado irauno-
precipitinas por esta técnica, pois,
não tem sido fácil fazê-lo, mes-
mo com o antígeno homólogo
1,2,22 e aparentemente, até há
bem pouco tempo, se admitia, se-
gundo Muniz 22, que as precipiti-
nas fossem, praticamente, apaná-
gio da fase aguda da doença e só,
eventualmente, pudessem ser de-
tectadas na fase crónica. Recen-

temente, Afchain, Capron e Pra-
ta *, demonstraram precipitinas
circulantes em chagásicos cróni-
cos. Nós mesmos, temos verifi-
cado o mesmo. Detectamos 4
positivos para precipitinas, pela
mesma técnica, usando antígeuo
de T. cruz» dentre 6 pacientes es-
tudados, e com resultados nega-
tivos, com antigeno de L. dono-
vani, L. brasilieaãs e Leptomo-
nas pessoai, Não confirmamos,
portanto, na imunoprccipitaçSo,
por contra-imunoeletroforese, as
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rcações cruzadas, que já havíamos
verificado, entre o antígeno de T.
cruzi e soro hipcrimune de L.
pessoal 30, quando não observa-
mos precipitinas induzidas peb
T. cruzi e demostráveis pelo in-
tígeno homólogo (T. cruzi), -*.j
usarmos o antígeno heterologo de
L. pessoai. Este fato se deve, pro-
vavelmente, à escassa quantidade
de anticorpos precipitantes na *u-
fecção 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 cutânea por Lei-
shmania trópica 26>27; na leishma-
niose sul americana por cepas
do Complexo mexicano, ou
brasiliensis 7 já são numerosos os
trabalhos sobre antígenos obtidos
de formas promastígotas, ou
amastigotas, de tripanosomati-
deos homólogos ou heterologos,
ou mesmo monoxênicos, capazes
de detectar, seja pela técnica de
imunofluorescência, seja pela téc-
nica de imunodifusão em gel, an-
ticorpos Circulantes *,6,8,I2,23,26,29 <

Nesta observação, embora, fosss
demonstrado que o antígeno de
L. brasiliensis funcionava bem,
pois revelou 10 dos 11 casos de
Calazar, ele não 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 lesões mucosas ou se-
vera repercussão ganglionar.

O antígeno de "Leptomonas
pessoai" foi o menos sensível e
dentre os 11 casos de Calazar re-

velou apenas 8. Como já comen-
tamos, deixou de dar reações
cruzadas, esperadas, na concen-
tração empregada, com os soros
de doença de Chagas e da mes-
ma forma como o antígeno de
Leishmania brasiliensis, não re-
velou precipitinas nos doentes de
leishmaniose. A surpresa, em
relação, a este antígeno foi o en-
contro de 4 casos de reação cru-
zada com tuberculose, por pro-
vável coincidência imunoestrutu-
ral e com l caso de Blastomicose
Sul Americana, cuja explicação,
mais plausível, seria o fato de
haver associação com tuberculose
pulmonar, ocorrência relativa-
mente comum, cerca de 15% doa
casos em algumas áreas 3, na for-
ma linfática visceral com partici-
pação pulmonar.

Em suma, nos pareceu, que es-
tas experiências com os antígenos
L. pessoai, L. brasiliensis, L. do-
novani vieram demonstrar a pos-
sibilidade do emprego deles, pre-
ferentemente, do antígeno homó-
logo, numa reação muito sensível
e específica, para o diagnóstico
do Calazar e capaz de ser adap-
tada para inquéritos epidemloló-
gicos, graças às facilidades • !e
execução e custo, ao contrário
das reações e técnicas até ag^ra
disponíveis.

SUMMARY

COUNTERIMMUNOELECTROPHORE-

SIS IN DIAGNOSíS OF VISCERAL

LEISHMANIASIS WITH ANT1GENS
O- L. cfonovoni, L. brasiliensis and

"LEPTOMONAS pessoai". PREVIOUS

NOTE.

Será from 11 patients with visceral
leishmaniasis, confirmei! by parasíto-
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logie examination and clinicai 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 será 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 l of South American
blastomycosis gave cross reaction with
the aniigen of L. pessoai. The method
is very practical and cheap and
showed high sensitivity and great
specificity.
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