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RESUMO

Realizamos a reacio de imunofluorescéncia indireta em 37 soros de individuos
com leishmaniose tegumentar americana, apresentando lesGes cutdneas recentes e
reagio de Montenegro positiva, utilizando antigeno homélogo. O tempo de evolugho
da lesdo inicial, a comprovacdo parasitolégica da infecgio e a idade do paciente
ndo exerceram influéncia, estatisticamente significante, nos titulos de anticorpos
fluorescentes. Os pacientes com lesGes cutdneas miltiplas, apresentaram titulos
significativamente mais altos do que os obtidos em soros de pacientes com uma
Unica lesfo. A maior média de titulos foi assinalada no grupo entre 0 a 9 anos
de idade. O maior niimero de casos de leishmaniose ocorreu entre individuos de
10 a 19 anos, apesar da populagio acima de 20 anos também estar exposta a
infeccdo. Julgamos que somente apds estudos mais pormenorizados sobre o meca-
nismo do desenvolvimento da imunidade na leishmaniose muco-tegumentar, serd
possivel analisar o papel da imunidade em relagfio ao titulo de anticorpos circulantes.

INTRODUCAO

Tendo em vista a variacio dos niveis de
anticorpos nas diversas formas clinicas da
leishmaniose tegumentar ® % °, realizamos a
reagdo de imunofluorescéncia (RIF) em so-
ros de pacientes apresentando lesGes cutineas
recentes, visando a interpretacdo dos valores
dos titulos obtidos.

Algumas observagbes sobre a influéncia da
forma ‘clinica da doenga, tempo de evolucdo
e atividade da infeccio nos niveis de anti-
corpos circulantes foram anteriormente assi-
naladas ® 8 9 10,

MATERIAL E METODOS
Antigeno

Usamos como antigeno formas de cultura
obtidas de Leishmania braziliensis isolada

de um caso humano de leishmaniose muco-
cutanea no Cearad, em 1960 por Alencar e
mantida em meio NNN.

Soros

Os soros foram coletados de pacientes com
leishmaniose tegumentar, na &area endémica
do Vale do Rio Doce, Minas Gerais (Mapa
1). Estes pacientes apresentavam lesbes cuta-
neas recentes e reagdo de Montenegro posi-
fiva.

Esquema geral das reagbes

Distribuimos aproximadamente 0,05 ml de
cada diluicdo dos soros, em solucio salina
tamponada pH 7.2, nas liminas com anti-
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Mapa 1 — Mapa da regido indicando as localidades de procedéncia dos casos de

leishmaniose tegumentar

geno. A preparagio foi incubada a 37°C
durante 40 minutos, em cadmara umida. As
laminas, apés lavadas duas vezes em solugio
tampao, foram secas a temperatura ambiente
e em seguida incubadas por 40 minutos com
conjugado. Utilizamos antigamaglobulina hu-
mana marcada e diluida em solucdo de Tween
80 a 2%. A antigamaglobulina empregada
foi marcada com isotiocianato de fluores-
ceina segundo a técnica de CHERRY & col.”.
A relagdo fluoresceina-proteina foi 16 (mi-
crogramas de fluoresceina/miligramas de
proteina) e o conjugado quando titulado
mostrou-se efetivo em uma diluicio de 1/80.
Removemos o conjugado das ldminas por la-
vagem em salina tamponada e agua destilada,

e adicionamos solugdo (1/1000) de azul de
Evans. Apés 5 minutos removemos o corante
por lavagem, e as l&minas foram preparadas
com glicerina neutra.

Leitura dos resultcdos

Utilizamos microscépio ZEISS GF25 equi-
pado com ladmpada ultra violeta OSRAM
HBO 200. Usamos como filtros de barreira
os n.>* 53 e 44 ZEISS e como filtros de
excitagdo os BG 12 e UG 5.

Consideramos positivas todas as prepara-
¢bes que apresentaram fluorescéncia amarelo
esverdeada caracteristica e semelhante a ob-
servada com os soros testemunhas, compro-
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TABELA I
Freqiiéncia da distribuicBo dos titulos de anticorpos fluorescentes em 37 soros positivos
~para Leishmania braziliensis, relacionada ao tempo de aparecimento da lesdo inicial, de
acordo com informacdes do paciente, utilizando antigeno homdlogo. .

.

Tempo aproximado Reciproca dos titulos
de aparecimento da N.o de
lesdo inicial, S0ros MGRT
em meses 1 45 90 180 360 720 1440
1 1 2 2 1 1 — 1 8 78
2 e 1 2 — 2 1 — 6 180
3 i 2 4 1 1 — — 9 58
4 — — — 2 2 1 — 5 314
5 — 3 1 - — — — 4 53
6 — 1 2 2 — — — 5 103
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Grafico 1 — Curva de anticorpos circulantes em soros positivos para Leishmania
braziliensis, de acordo com o tempo de evolucdo da lesdo inicial, utilizando antigeno
homologo
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vadamente positivos, Critério semelhante foi
adotado nos casos negativos, sendo a colora-
¢do vermelho-alaranjada comparada com a
coloracdo obtida com os soros padrdes ne-
gativos. Além disto, foi realizado sempre um
controle de conjugado, a fim de eliminar a
possibilidade de fluorescéncia inespecifica.

Cdlculos estatisticos

A fim de comparar os resultados obtidos
nos diferentes grupos utilizamos a média
geométrica da reciproca dos titulos (MGRT)™.

Nos casos em que fol necessiria uma ana-
lise comparativa de dados usamos a distri-
buigdo de ¢ de Student, com n — 2 graus de
liberdade ¢ @« = 1% ou a = 5%.

RESULTADOS

Os resultados da RIF em casos recentes de
leishmaniose tegumentar, sio apresentados de
acordo com o tempo de aparecimento da
lesfo inicial (Tabela I e Grafico 1), namero

de lesbes (Tabela II), exames parasitolégi-
cos positivos (Tabela III) e idade do pa-
ciente (Tabela IV).

DISCUSSAO

Os resultados das reacbes realizadas em
37 soros mostraram que hd uma variagdo
nos titulos de anticorpos de acordo com o
tempo de evolugdo da lesfio inicial (Tabela
I). Essa variagio, no entanto, nfo é homo-
génea nem constante, indicando que, em ca-
sos com um a seis meses de evolucgdo, outros
fatores podem influir nos niveis de anticor-
pos. O encontro de um titulo médio (MGRT)
significantemente mais alto nos casos apre-
sentando lesbes multiplas (Tabela IT) pode
ser atribuido & presenca de maior niimero
de parasitas e conseqiiente aumento do esti-
mulo antigénico. Entre os soros de pacientes
com exames parasitologicos positives, o nii-
mero de reacbes negativas fol maior do que
o do grupo com exames parasitolégicos nega-
tivos (Tabela III). No entanto, a diferenca

TABELA 11
Freqiiéncia dos titulos de anticorpos fluorescentes em soros de pacientes com leishmaniose
tegumentar +, agrupada de acordo com o numero de lesdes, usando antigeno homoélogo

Numero de Reciproca dos titulos No de
lesdo SOr0S MGRT
1 45 90 180 360 720 1440 ’
Unica 2 9 8 5 4 — — 28 24
Multipla — 1 3 1 1 2 1 a 429

+ Diagnosticada clinicamente e com reacdo de Montenegro positiva

TABELA IIT

Frequéncia dos tifulos de anticorpos fluorescentes em soros de pacientes com leishmaniose
tegumentar +, lesbes recentes, com exames parasitolégicos positivos e negativos, utilizando
antigeno homdlogo

Exames Reciproca dos titulos No de MGRT
itolégico: SOoros
parasitologicos 1 45 90 180 360 720 1440
Positivos 2 2 5 5 3 1 — 18 85
Negativos — 7 6 2 2 1 1 19 103

+ Diagnosticada clinicamente e com reacio de Montenegro positiva
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TABELA IV
Fregiiéncia dos titulos de anthOl‘pOS fluorescentes, segundo o grupo etdrio, em soros de
pacientes com leishmaniose tegumentar+, com lesdes recentes, utilizando antigeno homélogo

Ldade Reciproca dos titulos Ne de MGRT "
sSOoros
1 45 90 180 360 720 1440
0 —| 10 1 3 4 2 2 — — 12 70 20,7
10 —| 20 6 6 2 2 2 1 1 20 27 34,4
20 —| 30 2 — 3 1 1 1 1 8 46 13,9
30 —| 40 3 3 2 1 3 — — 12 34 20,6
40 —| 50 3 1 — 1 1 — — 6 10 10,4
Total 15 13 11 7 9 2 2 59 e 100,0

+ Dilagnosticada clinicamente e com reacdo de Montenegro positiva

entre as MGRT, néo foi significativa. Os
titulos de anticorpos sfo relativamente bai-
xos, em ambos os grupos, o que pode ser
atribuido a presenca de lesdes recentes.

Os titulos de anticorpos agrupados segundo
a idade (considerando-se que trabalhamos
com uma amostra selecionada), revelaram
que a maijor prevaléncia de leishmaniose
ocorreu em individuos entre 10 a 19 anos,
apesar do grupo entre 20 e 39 anos estar
igualmente exposto & infeccdo. A menor
ocorréncia foi assinalada nos individuos aci-
ma de 40 anos. A maior média de titulos
ocorreu no grupo de O a 9 anos, provavel-
mente devido ao menor grau de imunidade.
Fato semelhante foi observado no Municipio
de Vila Queiroz, Sio Paulo, onde a incidén-
cia de leishmaniose apresentava variacGes
entre os componentes das familias residentes
em locais préximos a matas, onde havia
grande nimero de insetos vectores. Segundo
PEssOA **, esta variagio estaria provavelmen-
te ligada a imunidade natural e adquirida.
A imunidade natural poderia ocorrer através
de um mecanismo semelhante ao assinalado
para a malaria. Quanto & imunidade adqui-
rida poderia se admitir como resultante de
formas abortivas, de carater benigno, que
evoluiriam mais ou menos rapidamente, sem
deixar nenhuma cicatriz, porém trazendo
imunidade duradoura. Esses individuos fre-
quentemente apresentariam reacio de Mon-
tenegro negativa.

308

Julgamos, no entanto, que todos esses ar-
gumentos nfo representam uma explicacio
definitiva do fato. Apesar de Bray &
Laivson ® % * e Convit & KERDEL VEGas S
afirmarem que o parasitismo pela L. brazi-
liensis, nos casos de lesdes tegumentares ou
muco-tegumentares, confere imunidade sub-
seqiiente a cura, o mecanismo pelo qual o
hospedeiro pode oferecer resisténcia ao de-
senvolvimento intracelular do parasita ainda
ndo é bem conhecido. BrycesoN & col.®
sugerem que talvez o mecanismo celular de
desenvolvimento de imunidade em cobaios
contra Leishmania enrietii possa servir como
base para a anilise do papel das células
mediadoras da imunidade especifica, na re-
sisténcia a infeccdio intracelular na leishma-
niose cutdnea humana.

Somente apés conhecimento mais porme-
norizado do assunto seria possivel analisar
o papel da imunidade, em relagio ao titulo
de anticorpos circulantes na infecciio por
Leishmania braziliensis.

SUMMARY

Fluorescent antibody test in cases of American
leishmaniasis with recent cutaneous lesions

IFA test has been carried out on 37 sera
from individuals with American cutaneous
leishmaniasis, showing recent cutaneous le-
sions and positive Montenegro test. Homolo-
gous antigen was used.




CHIARI, C. de A.; MAGALHAES, P. A. & MAYRINK, W. — Pesquisa de anticorpos, por imunofluo-
rescéncia, em soros de pacientes com leishmaniose tegumentar americana apresentando lesfes
cutiineas recentes. Rev. Inst, Med. trop. Sdo Paulo 15:304-309, 1973.

Duration of initial lesion, positive parasi-
tological diagnosis and age of patients were
of no statistical significance as. to fluorescent
antibody titers. With sera from patients with
multiple cutaneous lesions, titers were signi-
ficantly higher than from patients with only
one lesion. Highest mean titers were found
within the age range from 0 to 9 years.
Higher incidence of leishmaniasis was found
among individuals from 10 to 19 years of
age, although population over 20 years were
also exposed to the infection. We consider
that the role of immunity in relation to
circulating antibody titers can only be ana-
lyzed after the immunity development me-
chanism of muco cutaneous leishmaniasis is
more thoroughly studied.
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