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PESQUISA DE ANTICORPOS CIRCULANTES PELO METODO DE -

IMUNOFLUORESCENCIA NA

LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

Achiléa L. BITTENCOURT(1), Altina SoDrE(?) e Zilton A. ANDRADE(?) -

. RESUMO

Anticorpos circulantes contra leishméanias foram demonstrados nos soros de
pacientes com leishmaniose cutdneo-mucosa pela técnica da imunofluorescéncia. Es-
tes antlcorpos diminuem ou desaparecem com a cura da doenga ao contrario da

reagio de Montenegro que tende a ficar indefinidamente positiva.

Desta maneira

a identificagio dos anticorpos tem utilidade como teste de cura ou como demonstra-

¢io de atividade das lesGes, além de importincia diagnéstica.

Os anticorpos tam-

bém foram verificados nos soros de portadores de leishmaniose Jlfusa uma doenca
até entdo, considerada como sendo de tipo anérgico.

Reagdes falso negatlvas nfo foram observadas e as reagbes cruzadas foram

poucas, sendo a mais importante a que aparece em portadores de calazar

INTRODUCAO

Quando as leishménias - nfo podem ser
evidenciadas nas lesdes da leishmaniose cuta-
neo-mucosa, seja pelo exame direto ou nas
secgbes histolégicas, o diagndstico especi-
fico fica na depéndéncia da reagdo de Mon-
tenegro.  E apesar da grande sensibilidade
desta reagfo existem casos em que a mesma
é negativa e, além disto, pode dar resultados
positivos em individuos normais, habitantes
de zonas endémicas e pode permanecer posi-
tiva apbs a cura™ ™3,

A maior parte dos doentes vém de zonas
rurais, j4 submetidos a tratamento inade-
quado e com longa evolucdo de doenca. Por
isto mesmo, nfo apresentam mais leishma-
nias ao exame direto e, apenas, raramente
nos cortes histologicos. Quando acresce o
fato da reagio de Montenegro ser negativa

ou duvidosa torna-se dificil o diagnéstico,
restando apenas fazer a prova terapéutica.

Por tais razdes sente-se a necessidade de
investigar novos métodos que por si 86 con-
tribuam com elementos mais precisos para 0
diagnéstico.

Resolvemos, por éste motivo, -estudar no
presente trabalho o valor diagnéstico da pes-
quisa de anticorpos circulantes no séro de
portadores de leishmaniose cutineo-mucosa,
pela técnica da imunofluorescéncia e, ao lado
disto, procuramos verificar o comportamento
désses anticorpos apés o tratamento especifico
da doenca. Apesar desta técnica ter sido
empregada para o diagnéstico de outras pa-
rasitoses incluindo mesmo alguns poucos ca-
sos de leishmaniose, o valor desta reagfo ain-
da nfo esti bem estabelecido ® 8 % 1012,
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Estendemos também a nossa investigagio a
pesquisa de anticorpos circulantes em soros
de pacientes portadores de leishmaniose difu-
sa, parasitose cuja etiopalogenia n@o esti es-
clarecida e para a qual levantam-se as hip6-
teses de que seja uma forma anérgica de
leishmaniose tegumentar cutineo-mucosa ou
de que seja produzida por uma outra varie-
dade de leishmania, a L. braziliensis pifa-
not * 5,

Sdo poucos os trabalhos referentes ao em-
prégo da técnica da imunofluorescéncia para
diagnéstico da leishmaniose tegumentar,

Em 1963, Oppo & Cascio (in 3) traba-
lhando com soros de leishmaniose cutinea e
visceral no Mediterraneo obtiveram resulta-
dos positivos usando como antigeno leptd-
monas de L. donovani e observaram que o
nivel de anticorpos é muito inferior na leish-
maniose cutdnea quando comparado com a
leishmaniose visceral.

SHaAw & VOLLER? um ano depois ndo
conseguiram corar formas leishmania de L.
braziliensis (raga panamenha) com o sbro
de paciente portador de leishmaniose tegu-
mentar da mesma variedade. No mesmo ano,
DuxBury & Sapun® estudando anticorpos
circulantes no calazar encontraram reagGes
cruzadas com soros de pacientes portadores
de leishmaniose cutineo-mucosa. De trinta
e um soros, sete deram resultados fortemen-
te positivos e cinco fracamente positivos. Em
1965 Convir & KERDEL-VEGAS® pesquisa-
ram anticorpos circulantes em soros de por-
tadores de leishmaniose difusa e cutineo-
mucosa usando como antigeno formas leish-
mania de L. braziliensis pifanot, de L. tropica
e de L. donovani. Encontraram resultados
positivos apenas com os soros de pacientes
com leishmaniose cutdneo-mucosa, os quais
apresentavam reagio de Montenegro positiva.

Bray & Lawson? neste mesmo ano fize-
ram estudo comparativo da capacidade an-
ligénica de formas de cultura de diversos
tipos de leishmanias, corando-as com soros
humanos de varias formas de leishmaniose,
inclusive com sete soros de leishmaniose
cutidneo-mucosa e dois soros de leishmaniose
difusa, os quais deram resultados positivos.
Considerando os resultados obtidos por ConviT
& KEerpEL-VEGASS, Bray & Lawson?® ten-
taram explicar a positividade dos casos de
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leishmaniose difusa de duas maneiras: 1)
seus pacientes poderiam ser portadores de
uma tripanosomiase; . 2) as leishmanias mor-
tas pelo tratamento especifico feito aos seus
pacientes poderiam ter incitado uma respos-.
ta imunitaria, a qual nfo ocorreria se as
leishmanias estivessem vivas,

Os trabalhos sébre o emprégo da técnica
de imunofluorescéncia na leishmaniose cuti-
neo-mucosa sio ainda escassos e de resulta-
dos discordantes, mas pela sua importincia
pratica merecem ser ampliados.

MATERIAL E METODOS

Usamos soros de 29 pacientes com leish-
maniose tegumentar cutineo-mucosa, Soros
de trés pacientes com leishmaniose difusa e;
como contréle, quarenta e dois soros prove-
nientes de individuos normais e de portado-
res de outras doengas. Os portadores de leish-
maniose cutdneo-mucosa foram submetidos a
reacdo de Montenegro, biopsia e a trata-
mento especifico cujos resultados forneceram
elementos para o diagnéstico.

Incluimos ainda seis soros de portadores
de leishmaniose cutineo-mucosa, ja tratados.

Os casos de leishmaniose difusa apresen-
tavam evolugio de vinte a vinte e cinco anos.
Tinham reagéio de Montenegro negativa e nu-
merosissimas lesdes distribuidas por todo o
tegumento, riquissimas em leishmanias, Es.
tudamos diversas amostras de séro déstes pa-
cientes, obtidas em épocas diferentes, antes
e depois do uso de tratamento espécifico pa-
ra leishmaniose tegumentar. Estes pacientes
ndo obtiveram cura com o tratamento, obser-
vando-se apenas desaparecimento temporario
das lesGes.

Antes de escolhermos o antigeno que de-
veriamos usar neste trabalho resolvemos fazer
uma avaliagdo da capacidade antigénica das
formas leptémonas da L. braziliensis, da L.
braziliensis pifanot e das formas leishménias
da L. donovani. Como tbdas estas formas co-
raram-se bem e com igual intensidade, tanto
com sbro de leishmaniose difusa como de
leishmaniose cutineo-mucosa, resolvemos usar
apenas as formas leptdmonas da L. brazilien-
sts pifanoi, as quais nos eram de mais facil
obtencio,



— Pesquisa de anticorpos circulantes pelo

A. & ANDRADE, Z. A.

SODRE,
método de imunofluorescéncia na-leishmaniose tegumentar.

A, L
247-252, 1968.

BITTENCOURT,

Rev. Inst. Med. trop. Sdo Paulo 10:

esSopIANp
eaATjISOd dtudwWRIRII
'ATISOd djUdUWIBRpRIIPOUL
eA1lIsod 931U9WI9LIOL

4+ s9juBnOIp-sodIodnuy

BSOONMI = ‘W - .
es0ONW-0aUBIND = ‘D ) :
9juadeal OBN — NN 4+ 4+ 91USIOTINSUT s9soWl 9 D LT S LT'IN — 68
9juadedr OBN — P + + WNYUAL oue T 0 9 A — 8¢
ajuadear 0BN — + + 4 23uUd0IINSUT soue g WD Ly SdIW — LG
sjusSeoy — +++ - WINYUSN SeSIW & D v sL— %
ajueseal OBN — + 4+ + wWnYUIN Sou® € WD W Sd — 56
ojuaseal OBN —_— ERNRS + WNYUIN soue ¥ WD 89 SgL — e
91ua3eal OBN —_— + 4+ -+ + WNYUIN s9soul ¥ 0 j£14 SaH — €6
9jue3edI OBN —_ + 4+ + + + 4 wNYusaN oue T WO 9g OIWAd — &g
2juadesy
91UoWaAIT STIIIS + 44+ + WNYUIN soue € WD ] L — T8
9juadear 0BN — 44+ o+ + VWINYUIN sosowl g D 62 TdA - 0%
 9judBear 0BN — + 4+ + + Q1UdIOIINSUT SOu® g D 09 SN — 6T
9juadeal OBN o + 4+ + 4+ 4+ + 9UDIOIINSUT sou® QT pge] LT S"TIN — 8T
9juadesd OBN — + 4+ + e WNYUIN sou® ¥T ‘W 09 TdW — LT
sjuesesy
9]UUIRADT — + 4+ + — — WD (43 IO — 9T
9juadeal 08BN —_ + 4+ + + + 9UBIOIINSUL soue 0T ‘WO ¥e ‘ST — ST
Jjuadeay — 4+ 4 [ IUBIINSUT s9sowI ¢ ‘D 8% ‘S'D — PL
9jua8ear OBN —_— 4+ + WNYUIN soue gT WO <9 TI'S'IN — €T
djua3ead 0BN SITIIIS + 4+ N 91uULIOIINSUT soue g el <18 ONI — Gt
djuadeal OBN — 4+ 4 + SIUBIDIINSUT oue T ko) 02 SOH — TT
ajuadeoy SIS + 4+ + v WNYUIN sou® g W €9 ava — ot
9jusadeal OBN geuowrnd Isomaagn,, 4+ 4+ + JuUABPIINSUT soue g TN PL VI — 6
9jua3®val OBN Jeuowind asornaIaqn,y, 4+ + + 9jusINSUI oue T WD Sh VAN — 8
21us8®'ar OBN — 4+ 4+ ++ + 4 WNYUIN sosowt 9 o} oL oV — L
sjuadeoy
IUDUIDAIT asovtwolseryg SIS + 4+ 4+ + 4 UINYUIN s9s9UIL 9 TATD 14 XA — 9
— — ERTR TN + WNYUIN S9S9UI ), ko) TG 'odgd — 9§
— — + 4+ 4 + WRYUIN soue QT+ W 517 qaI - P
—_ — T + + UWINYUIN soue g "W j£i4 8 — €
— — 4o 4 juLIOIINSUY — TIND 68 OLS — ¢
— — 44+ + + djuaoInsur soue 8 WO 514 Tad — T
CHIFATAND) S9IUBINDITD 0133 UIUOIN 0BINTOAD BOIULTD
OUVHOVIN SEPEIO0SSE  sedue0d soduaoonuy ap o0'dedy OIUIUEIBLL wmx o%EwB dE.SW opepI TN

sajuemoa sodrodorjue o9p sesmbsad se18) WEIOL STend SOU BSOONUI-09URIND ISOIUBWIYSIST| OP SOSBD 2IqQS SieIad sopeq

I VIZdV.L

249



BITTENCOURT, A. L.; SODRE, A. & ANDRADE, Z. A. — Pesquisa de anticorpos circulantes pelo

método de imunofluorescéncia na leishmaniose tegumentar.

247-252, 1968.

Rev. Inst. Med. trop. SGo Paulo 10:

Usaram-se como antigeno formas leptémo-
nas de L. braziliensis pifanoi obtidas em meio
de cultura N.N.N. que foram coradas pela
técnica indireta de imunofluorescéncia’®,

Técnica — Foi retirada do meio de cultu-
ra uma suspensio de leptémonas a qual foi
lavada duas vézes em salina tamponada.
Desprezou-se o sobrenadante e féz-se uma
suspensdo usando 1 ml de salina. No centro
de uma limina bem limpa marcou-se um
quadrado com 1 ¢m de lado e sdbre éle colo-
caram-se duas gotas da suspensdo. Deixou-se
secar & temperatura ambiente. Sébre as la-
minas bem sécas puzeram-se duas gotas do
s6ro a estudar e deixou-se 1 hora em am-

- biente umido, para as laminas ndo secarem.
As laminas foram depois lavadas trés vézes
em salina tamponada durando cada lavagem
cinco minutos.  Posteriormente colocou-se
antigamaglobulina humana marcada * prévia-
mente adsorvida com pé de figado de porco
e deixou-se durante uma hora tendo cuidado

para que as liminas ndo secassem. Em se- -

guida voltou-se a lavar por trés vézes em
salina, cada lavagem de cinco minutos. Mon-
taram-se as ldminas com glicerina tampona-
da.pH 7,2. Foram examinadas em micros-
copio “Zeiss”, com luz ultravioleta for-
necida por ldmpada de vapor de mercirio
HBO-200, Osram, utilizando-se dois filtros
excitadores BG12 e {iltros protetores OG5,
Os resultados foram classificados de 1 a 4
cruzes, de acdordo com a intensidade da
fluorescéncia esverdeada. Foram considera-
das negativas as ldminas que ndo mostra-
vam fluorescéncia, as reagdes positivas foram
arbitrariamente consideradas como 4 +, 3 +
e 2+ de acordo com a sua intensidade e
1+ quando duvidosa, tal como anteriormen-
te feito por Wirriams & col. '3,

RESULTADOS

Dos vinte e nove soros de leishmaniose
tegumentar, forma cutdneo-mucosa, encontra-
mos 15 resultados fortemente positivos (4+),
13 positives (3+) e apenas um fracamente
positivo (2+). Reacbes cruzadas fortemente
positivas (4+) encontraram-se em dois casos
de calazar; positivas (3+) em um caso de
lupus eritematoso difuso e em um filho de
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paciente chagasica aparentemente normal;
fracamente positiva (2+) em um caso de blas-
tomicose sul-americana, um caso de doenca
de Chagas, um de ftlcera tropical, um de
tuberculose ¢ um de lupus eritematoso difu-
s0, e reactes duvidosas em um de blastomi-
cose sul-americana, dois de tuberculose, um
de lupus eritematoso fixo e em um filho de
chagésica aparentemente normal. Nos pa-
cientes curados o resultado foi duvidoso ou
negativo. Mesmo nos pacientes que anterior-
menté tinham reagio fortemente positiva
(4+) esta tornou-se duvidosa ou negativa.

Os doentes de leishmaniose difusa tiveram
reacio que oscilou enire positiva (3+) e
fortemente positiva (4+). Nao houve re-
lagdo entre essa oscilacdo e o tratamento es-
pectfico.

DISCUSSAO

De nossas observagbes conclui-se que a
pesquisa de anticorpos circulantes, pelo mé-
todo indireto de imunofluorescéncia, mostra-
se de real valor no diagnéstico da leishma-
niose tegumentar. Esta reacio diminue, Jtor-
nando-s2 mesmo negativa com a cura, po-
dendo assim funcionar como contrdle tera-
péutico, o que ndo acontece com o teste de
Montenegro, que, como indicado, pode per-
durar indefinidamente positivo.

Encontramos reagdes cruzadas positivas
3+ e fortemente positivas 4+ apenas com o
calazar, lupus eritematoso e com o séro de
uma crianca aparentemente normal, filha de
chagisica.

ReagBes cruzadas com o calazar j4 tinham
sido observadas® e deverdo ocorrer logica-
mente entre todas as variedades de leishmai-
nias. SADUN & col.? referem que as reagGes
cruzadas entre os géneros Leishmania e Try-
panosoma sdo bem menos intensas que entre
as diversas espécies de tripanosoma. Encon-

_ tramos reagbes cruzadas 24 com doenca de

Chagas., Estranhamos a positividade 3+ do
séro de um filho de chagéasica de 5 anos de
idade, normal clinica e laboratorialmente.
Como encontramos reagdes negativas em ou-
tros  filhos de ‘chagésicas igualmente normais
nfo sabemos explicar o porque da positivida-

*  QObtida comercialmente do Baltimore Biological Laboratory‘
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de neste caso. Como em nosso meio a doen-
ca de Chagas é endémica fizemos, para me-
lhor avaliar a eficiéncia déste método, rea-
¢io de Machado Guerreiro na maioria dos
soros. A reacio de Machado Guerreiro foi
reagente em trés casos e levemente reagente
em outros trés casos donde se conclui que a
positividade dos nossos casos ndo foi devida
a reagdes cruzadas com doenga de Chagas.

Acreditamos que as duas reagbes cruzadas
observadas com lupus eritematoso difuso se-

TABELA II

Casos de - contrdle utilizados para pesquisa de
anticorpos circulantes na leishmaniose cutaneo-
mucosa, cujos resultados foram negativos

SIfilis ... 4 casos
Tuberculose ................ 4 casos
Esporotricose ............... 1 caso
Ulcera tropical ............. 7 casos
Piodernﬁfe vegefante ....... 1 caso
Psoriase ................... 1 caso
Toxopiasmose .............. 1 caso
Brucelose .................. 1 caso
Tricofitose verrucosa ..... 1 caso
Individuos normais ......... 6 casos

jam devidas & existéncia de auto-anticorpos
anti-niicleo nestes soros. DuxpBury & col. ®
encontraram reagdes cruzadas apenas em um
dos oito casos de lupus que incluem no seu
estudo sdbre calazar. Estes Autores, no en-
tanto, nao referem qual a forma de lupus
eritematoso dos seus casos.

Outras reagbes cruzadas fracamente positi-
vas 2+ foram observadas com um caso de
tuberculose, um de tlcera tropical e outro
de blastomicose sul-americana. Este ultimo
apresentava reacdo de Machado Guerreiro
positiva.  Esta positividade pode ter sido
devida a reacdo cruzada com doenca de
Chagas. '

Nao nos pareceu haver relacio entre o
nivel de anticorpos circulantes e a -forma’
clinica da doenca, o tempo de evolugio e a
intensidade da reagio de Montenegro.

Encontramos leishmanias em apenas um dos
vinte casos de leishmaniose cutdneo-mucosa
que foram. biopsiados.

A presenca de anticorpos circulantes na.
leishmaniose difusa confirma que esta nao
6 uma forma anérgica de leishmaniose. Igual-
mente os aspectos imunopatolégicos desta pa-
rasitose evidenciam uma resposta imunace-
lular, muito embora esta seja mais fraca que
a encontrada na leishmaniose cutineo-muco-

. TABELA III
Pesquisa de anticorpos circulantes em pacientes submetidos a tratamento especifico

Forma Reacgdo de ~ Antico'rpos
Nome clinica Montenegro Evolucao circulantes -
A.C C. + -+ Antes com (-+ + + +) anticorpos cir- Negativo
culantes. Curada ha 1 ano.
J.S. C.M. + + Antes com (+ + + +) anticorpos cir- Duvidoso
culantes. Apc’)s 3 meses trat. (720 ml
Glucantime)
G.M.S. C.M. ++++ Ap6s 6 meses tratamento (1.000 ml Negativo
Glucantime) ’
J.G.S. M. +++ Curado ha 10 anos Duvidoso
0.C.B. C.M. + Curado ha 4 anos Duvidoso
B.R. C.M. + + Curado ha 10 anos . Duvidoso |
C. = Cuténea -
C.M. = Cutaneo-mucosa
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sa® Observagbes idénticas as nossas foram
feitas por Bray & ‘Lawson 3. Estes Autores
tentaram explicar o aparecimento de anti-
corpos circulantes nos seus casos de leish-
maniose -difusa pela destruicio das leishma-
nias com o tratamento ou pela possibilidade
de uma associagio com uma tripanosomiase.
Em nossos casos foi possivel afastar estas
duas possibilidades, podendo-se concluir que
os anticorpos circulantes encontrados foram
produzidos como resposta imunitdria & pre-
senca de L. braziliensis pifanoi.

SUMMARY

Detection of circulating antibodies in tegu-
mentary leishmaniasis, by the immunofluo-
rescence. technique

Circulating antibodies against leishmania
were detected in the sera of patientes with
muco-cutaneous leishmaniasis by means of
the immuno-fluorescence technique.  Such
antibodies decrease or even disappear after
the cure of the disease, unlike the Montene-
gro’s test which tends to remain indefini-
tely positive. Therefore, its demonstration
can be useful both as a diagnostic test and
as a criterion for cure. In the sera of patients
with the diffuse form of leishmaniasis, a
form which has been thought hitherto to
be an anergic one, circulaling antibodies
were also demonstrated.

False negative reactions were absent and
cross reactions were occasionally observed,
being most intense in the sera of Kala-Azar
patients,
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