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ARTIGOS

IMUNIDADE HUMORAL E CELULAR EM INDIVIDUOS CURADOS
DE LEISHMANIOSE VISCERAL

Roberto Badard, Edgar M. Carvalho, Maria de La Gléria Orge Orge, Rodolfo S. Teixeira e

Heonir Rocha.

Foi realizada avaliagdo imunologica em 48 individuos com histéria pregressa de
leishmaniose visceral (L. V.) e em seis pacientes durante a fase aguda da doeng¢a e apés o
tratamento. Titulos significativos de anticorpos determinados pela técnica de imuno-
Sluorescéncia e/ou ELISA foram observados em 32 (67%) dos 48 casos. A avaliacdo da
resposta imune humoral e celular nos seis pacientes durante a fase ativa da doenga
demonstrou titulos elevados de anticorpos (média 9536 + 7169) e resposta linfopro-
liferativa ausente (323 £ 24). Apés o tratamento (3 e 6 meses) os titulos de anticorpos
56 cairam em trés dos seis pacientes, ao passo que linfocitos passaram a responder “in
vitro” a antigenos de leishmadnia (11909 * 5637). Estes dados demonstram que os
individuos que adquirem leishmaniose visceral ndo sdo geneticamente incapacitados de
responder a antigeno de leishmadnia e que a persisténcia de titulos elevados de anticorpos
anos apos o tratamento, sugere que o parasita permanega no hospedeiro apos a cura

clinica da doenga.

Palavras chaves: Leishmaniose visceral. Calazar. Sorologia. Imunidade celular.

Imunidade humoral.

Viarias anormalidades imunolégicas tém sido
documentadas em pacientes com leishmaniose visceral
(LV) tais como: hiperglobulinemia26, auséncia de
resposta a testes intradérmicos!, resposta linfo-
proliferativa “in vitro” deprimida a antigeno de leishma-
nia? 12, diminui¢do do numero de linfocitos T9 26 e
presenga de complexos imunes circulantes!O 19,
Apesar da ocorréncia de uma depressdo da resposta
imune celular, pacientes com leishmaniose visceral
apresentam titulos elevados de anticorpos anti-leishma-
nia4 11 28 o5 quais tém inclusive sido recentemente uti-
lizados como critério de diagnostico da doengal3 25,

Embora cura parasitologica baseada no desa-
parecimento da leishmania em esfregagos de material
obtido de medula 6ssea ocorra apos terapéutica eficaz,
nio tem sido bem determinado se as alteragdes da
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resposta imune se modificam apés o tratamento da
L. V. No presente trabalho, titulos especificos de
anticorpos, reagdo de Montenegro e resposta blasto-
génica a antigeno de leishmania foram determinados
em individuos com historia pregressade L. V., com a
finalidade de determinar a freqiiéncia com que as
alteragdes da resposta imune se revertem apos trata-
mento. Além disto, alguns pacientes com L. V. foram
avaliados imunologicamente durante a fase ativa da
doenga e depois da cura da enfermidade.

MATERIAL E METODOS

Grupo de pessoas com historia pregressa de
leishmaniose visceral — Quarenta e oito individuos
que tiveram, entre os anos de 1970 e 1983, o
diagnostico de leishmaniose visceral americana ba-
seado no quadro clinico e demonstragao de leishmania
através da pung¢ao medular, foram submetidos a uma
avaliagdo clinica e imunolégica no periodo entre seis
meses e 13 anos apds o tratamento. Todos eles tinham
sido tratados com antimonial pentavalente, tendo sido
considerados curados e por ocasido da avaliagdo ndo
apresentavam sintomas. A avaliagdo imunologica
constou do teste sorologico para antigeno de leishméa-
nia, reacdo de Montenegro e teste de transformagio
linfoblastica com -antigeno de leishmania, que foi
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realizado em seis pessoas. Todos estes casos foram
procedentes da regido de Jacobina-Bahia, uma area
reconhecidamente endémica de leishmaniose visce-
ral29 onde as cepas isoladas tém sido caracterizadas
como leishmania do complexo L. donovanil7.

Grupo com leishmaniose visceral ativa — Seis
pacientes com quadro clinico e laboratorial de leishma-
niose visceral e com leishméania demonstrada em
esfregago de material obtido de pungao de medula
ossea foram avaliados antes e apos o tratamento,
quando parasitas ndo mais puderam ser demonstrados
na pun¢do medular. Esta avaliagio compreendeu teste
sorologico e teste de transformagdo linfoblastica com
antigeno de leishmania.

Antigenos — Promastigotas de L. donovani
chagasi cepa MHOM/BR/80/BAI isolada de um
paciente portador de leishmaniose visceral atendido
no Hospital Prof. Edgard Santos, foram utilizadas
como fonte de parasitas. Sumariamente, promastigo-
tas na concentragdo de 5 x 107 parasitas/ml foram
lavadas em solugdo tampéo fosfato (PBS) pH 7.2 por
trés vezes, e submetidas a centrifugagio (600g 4°C, 30°).

Para o teste de imunofluorescéncia (IFA) os
parasitas lavados e intactos foram ressuspensos em
PBS formalina 1% e depositados em laminas para
IFA, de modo a conter 50 parasitas por campo. As
laminas foram enroladas em papel aluminio e coloca-
das em dessecador a -20°C até o uso.

Para o teste de ELISA, os parasitas lavados
foram ressuspensos em agua destilada estéril e proces-
sados através de sonicagdo (5 vezes durante 30 se-
gundos com intervalo de 1 minuto) utilizando a
freqiiéncia de 80 HTZ e em banho de gelo. Apos
verificagdo dos detritos celulares, a suspensdo foi
centrifugada a 20.000g por 30 minutos ¢ 4°C. O so-
brenadante foi separado e aliquotado em volumes de
1 ml e estocado a -70°C apés determinagdo da
proteina pelo método de Lowry20. Este mesmo prepa-
rado antigénico foi utilizado para a estimulagao ‘“‘in
vitro” no teste de transformagéo linfoblastica.

A reagido de Montenegro foi realizada utilizan-
do o antigeno padronizado contendo 5 x 107 para-
sitas/ml.

Técnica sorolégica — O teste de imunofluores-
céncia foi realizado com base em técnica ja anterior-
mente descrita’. Para o teste de micro-ELISA, foram
utilizadas placas plasticas apropriadas para sensibili-
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zagdo com antigeno soluvel (Linbro EIA Plastelot).
As placas foram sensibilizadas com o antigeno soluvel
de L. donovani em concentragio de 1011g/ml(100/ml
orificio). Apos 5 lavagens com PBS, Tween -20°C
0,05%, as placas foram secadas a temperatura am-
biente e guardadas a -20°C até uso. Para o teste, os
soros dos pacientes foram diluidos 1/100 em PBS
Tween 0,05% pH 7.2 e incubados na placa previa-
mente sensibilizada pelo antigeno por 45 min a 37°C.
Apos lavagens das placas com PBS Tween foi adicio-
nado o conjugado de anti-IgG humano (cadeia y espe-
cifica) — fosfatase alcalina (Sigma St. Louis, Mo,
USA) diluido 1/1000 em PBS Tween. Ap6s nova
lavagem das placas, o substrato enzimatico (p. ni-
trophenil-phosphato Sigma — 104), diluido em car-
bonato 0.05M em 1mM MgCl1 3, foi adicionado. Apos
30 min em temperatura ambiente a reagdo foi inter-
rompida pela adi¢do de 50Ul de Na OH 3M. As
absorbancias foram lidas em espectofotdmetro com
filtro 405nm?2 14,

Teste de transformagdo linfoblastica (TTL) -
Células mononucleares foram obtidas de sangue peri-
férico através da separagao por gradiente de densidade
usando meio de separagéo de linfocitos (Bionetics
Laboratory, Kensington, M. D. USA), como anterior-
mente descritol3. Apos a separagio as células foram
lavadas trés vezes em RPMI (Gibco Laboratories,
Grand Island, N. Y. USA) e ressuspensas na concen-
tragao de 1 x 106 por ml em meio suplementado com
15% de soro AB positivo. Aliquotas contendo 2 x 103
células em 0,2ml de meio foram entdo cultivadas em
triplicatas em placas de microtitulagio e estimuladas
com antigeno de L. donovani chagasi na concentra-
¢80 de 5 1ug de antigeno por orificio. Ao fim de seis
dias de incubagio, 1 «Ci de timidina (3H) foi entio
adicionado (atividade especifica 6.7 CimM, New
England Nuclear, Boston, Ms., USA) e 4 horas e meia
mais tarde as células foram colhidas e determinada a
incorporagio de timidina 3H em um contador de
cintilagdo. Os resultados do TTL estio expressos em
meédia e erro padrdo das contagens por minuto (cpm)
das triplicatas das culturas contendo ou ndo antigeno.

RESULTADOS

Das quarenta e oito pessoas com historia pre-
gressa de LV, 21 eram do sexo masculino e 27 do
sexo feminino. A idade variava de um a 15 anos, com
média e desvio padrao de 6 £ 4,2 e todos se apresen-
tavam sem queixas por ocasido da realizagdo deste
estudo. Em 40 destes casos foi constatado através do
exame fisico que 27 (67,5%) apresentavam hepato-
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megalia e 9 (22,5%) apresentavam hepatoespleno-
megalia. Sendo todos estes individuos domiciliados
em Jacobina, drea reconhecidamente endémica de
esquistossomose mansonica®, foi realizado exame
parasitologico de fezes o qual revelou que 17 (63%)
dos 27 individuos com hepatomegalia tinham ovos de
S. mansoni nas fezes. Dos nove que tinham hepa-
toesplenomegalia seis realizaram exame parasitologi-
co de fezes, e destes, quatro tinham esquistossomose.
Titulos de anticorpos foram considerados significa-
tivos quando eram igual ou superior a 1:32 pela técnica
de imunofluorescéncia® e quando a densidade otica
era igual ou superior a 0.050 pela técnica de ELISA
(dados ndo publicados).

O intervalo de tempo apos a cura da doenga,
bem como a freqiiéncia com que a reagdo soroldgica de

IFA ou ELISA foram positivas, acham-se na Tabela
1. Em 32 (67%) de 48 soros avaliados, titulos
significativos de anticorpos foram observados. Titulos
elevados foram encontrados com maior freqiiéncia em
individuos que tinham sido tratados ha menos de trés
anos, tendendo a diminuir quando aumentava o perio-
do entre a cura da doenga e avaliagdo. Nos individuos
com menos de um ano de cura 90% continuavam
apresentando sorologia positiva com titulos variando
entre 1:32 e 1:512. O teste soroldgico persistiu
positivo mesmo em 33% dos casos com mais de nove
anos de cura da enfermidade. Observamos ainda que
dos 32 soros positivos, 19 (59%) o foram por ambas as
técnicas, 9 (29%) soros s6 foram positivos pela técnica
de ELISA e 4 (12%) somente pela imunofluorescén-
cia. A técnica de ELISA detectou anticorpos em 28
(87%) dos 32 soros positivos.

Tabela 1 — Anticorpos anti-leishmdnia em individuos com histéria pregressa de leishmaniose visceral.

Numero de casos positivos nos

Intervalo de tempo entre a doenca e o testes soroldgicos

teste sorologico Percentagem
IFA* ELISA** Total
1 ano 17/19 17/19 17/19 89,5%
1 a3 anos 5/ 9 3/ 9 5/ 9 55%
3 a5 anos 2/ 1 3/ 17 4, 1 57%
6 a 8 anos 2/ 1 3/ 17 4/, 1 57%
9 a 13 anos 17 6 2/ 6 2/ 6 33%
Total 27/48 28/48 32/48 67%

* Técnica de imunofluorescéncia. Dados representam numeros de individuos com titulos iguais ou maiores que 1:32.

** Enzyme linked immunosorbent assay. Dados representam o numero de individuos com absorvancia igual ou superior a 0,050.

A imunidade celular foi avaliada em 32 dos 48
individuos tratados, através da reagcdo de Montenegro,
e em seis pessoas foi realizado teste de transformagio
linfoblastica, através da estimulagdo ““in vitro” dos
linfécitos com antigeno de leishméania. Somente cinco
dos 32 (15,5%) individuos tratados responderam a
reacdo de Montenegro. Entretanto, em todos os casos
onde foi testada a resposta blastogénica, houve boa
transformacao linfoblastica ao antigeno de leishméania
(Tabela 2). Enquanto a média de captacéo de timidi-
na 3H em culturas nao estimuladas foi de 602 + 168,
a média e erro padrao das culturas estimuladas com
antigeno de leishmania foi de 10985 + 3759 (p < 0.05
Student T Test). Tanto individuos com teste intra-
dérmico positivo, como negativo, responderam ““in
vitro” a transformagdo linfoblastica.

Com a finalidade de avaliar melhor, cronologi-
camente, as mudangas que ocorrem nos titulos de
anticorpos e na resposta linfoproliferativa “in vitro” a
antigeno de leishmania, seis pacientes tiveram estes
estudos realizados durante a fase ativa da doenga e
também foram reavaliados com menos de trés meses e
mais de trés meses apos o tratamento. A idade e sexo
destes seis pacientes, bem como os resultados destes
testes, encontram-se na Tabela 3. Somente em trés dos
seis pacientes estudados foi observada uma queda
significativa dos titulos de anticorpos quando compa-
radas as avaliagbes pré e pos-tratamento. Todavia,
nido houve diferenca estatisticamente significante
(p > 0.05) entre as médias dos titulos antes do tra-
tamento (9536 £ 7169) quando comparadas com a
média de titulos observadas com menos de trés meses
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Tabela 2 — Teste de transformagéo linfoblastica em individuos que tiveram leishmaniose visceral no passado.

Intervalo de tempo Reagdo Incorporacdo de 3H timidina**
Casos s* entre a doenga e 0 de
teste Montenegro Meio Antigeno de
Leishmania
cpm cpm

1 4/M 2 anos + 590+ 20 2167+ 59
2 6/M 4 anos 0 237+ 51 6150 = 355
3 15/F 6 anos 0 284+ 73 15450 £ 1084
4 8/F 7 anos 0 874 £ 112 12357 £ 1066
5 7/F 8 anos 0 1274 + 276 25665 1+ 1033
6 10/M 9 anos 0 355+ 44 4123 £ 255

* I/S = Idade/Sexo

** Dados representam média e erro padrio das contagens por minuto de triplicatas de culturas nio estimuladas (meio) ou

estimuladas com antigeno de leishmania (5]ig por orificio).

de cura(4704 + 6221) e com a determinada com mais
de seis meses de cura (4533 & 6322). Contrastando
com os achados da sorologia, uma mudanga significa-
tiva foi observada com referéncia a imunidade celular,

onde a média e erro padrio das culturas estimuladas
com antigeno de leishmania apos o tratamento foi de
11909 + 5637, comparadas com 323 + 24 quando os
linfocitos eram provenientes de individuos na fase
ativa da doenga.

Tabela 3 — Trtulos de anticorpos através da técnica de imunofluorescéncia e a resposta linfoproliferativa “in
vitro™ a antigeno de leishmdnia antes e apés o tratamento da leishmaniose visceral.

Titulos de anticorpos

Resposta linfoproliferativa*

Numero de casos

realizados s Ap6s Antes Apbs
Antes
<3 meses >3 meses ¢pm ¢pm
1 4/M 1024%* 1024%* 1024*% —_ -
2 24/M 4096 8000 8000 374 =77 2060 £ 2657
3 20/M 4096 128 128 277 £ 51 12323+ 55
4 17/M 16000 2048 1024 355+ 56 5680 £ 1191
5 19/M 16000 1024 1024 288 + 25 27574 + 2219
6 6/M 16000 16000 16000 — —
* Dados representam a média e erro padrdo da captagido de 3H timidina em triplicatas de culturas estimuladas com antigeno de
leishmaénia (51ig por orificio.)

**p > 0,05 pelo Serum Rank Test.

DISCUSSAO

Os resultados apresentados no presente tra-
balho documentam que titulos significativos de anti-
corpos anti-leishméania podem ser detectados por um
longo periodo de tempo apos a cura da leishmaniose
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visceral, ¢ que a resposta imunocelular especifica,
ausente durante a fase ativa da doenga pode ser
demonstrada. A capacidade de linfocitos de responder
“in vitro” a antigeno de leishmania foi também
observada em individuos que foram avaliados somente
apos a cura da doenga. Estes dados indicam que o
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individuo que adquire leishmaniose visceral ndo é
geneticamente incapacitado de responder ao estimulo
induzido por antigenos de leishmania, sendo incapaz
apenas durante, ou previamente a fase ativadadoenga.
Este dado abre uma nova perspectiva no entendimento
da patogénese da leishmaniose visceral, desde que
estudos em modelos experimentais que habitualmente
servem de base para o entendimento da patogénese das
doengas, sugerem que a aquisi¢do de leishmaniose esta
ligada & incapacidade de determinadas cepas de
camundongos de gerar uma resposta imune celular
quando infectados pela leishmanial6 22, Estes dados
nido sdo transponiveis para o que aparentemente
ocorre na leishmaniose visceral humana, desde que
mesmo os individuos geneticamente competentes para
responder imunologicamente tanto do ponto de vista
celular como humoral ao antigeno de leishménia
desenvolvem a doenga. Fica, portanto, configurado
que a depressdo da resposta celular observada durante
a fase ativa da leishmaniose visceral é adquirida. Este
fenomeno pode representar um estado de tolerancia do
sistema imune devido a presenga maci¢a de leishmania
no organismo, ou pode estar relacionado com outros
fatores envolvidos na regulagdo da resposta imuno-
légica como a presenga de anticorpos ou complexos
imunes.

A observagdo de que somente um numero
pequeno de individuos no pos-tratamento respondem
ao teste intradérmico com antigeno de leishménia ¢é
discordante dos achados da transformagao linfoblas-
tica, onde todos os pacientes avaliados tiveram uma
boa resposta linfoproliferativa “in vitro™ a antigeno de
leishmania. Embora ambos os testes estejam avalian-
do a imunidade celular, pelo menos duas possibilida-
des podem ser consideradas para explicar estes dados:
1) a populagdo de células participantes da hiper-
sensibilidade de tipo retardado é diferente das células
envolvidas na transformagdo linfoblastica; 2) os an-
tigenos utilizados nos dois testes foram diferentes, pois
a transformagio linfoblastica foi realizada com o
antigeno soluvel proveniente de formas promastigotas
de L. donovani, enquanto o antigeno utilizado na
reacdo de Montenegro foi um antigeno particulado de
L. mexicana. Suportando a segunda hipotese, existe o
dado recente de que, utilizando um antigeno soluvel de
L. donovani para realizagdo do teste intradérmico, 20
de 21 individuos com historia pregressa de leishma-
niose visceral apresentaram reag¢do positiva (dados
nio publicados).

Apesar da imunidade celular desempenhar um
papel mais relevante que os anticorpos na proteg¢do da

infecgdo mediada por leishmaniab 27-30, estes anti-
corpos sdo especificos para antigenos do parasita e tém
sido utilizados, com sucesso, no diagnéstico da leishma-
niose viscerall3 25, A documentagio, no presente
trabalho, de titulos bastante elevados de anticorpos
anti-leishmania durante a fase ativa da doenga, res-
palda as observagdes prévias do valor da determinagio
dos titulos de anticorpos no diagnéstico da L. V. Por
outro lado, a persisténcia de titulos elevados, a
despeito da ocorréncia de cura clinica e parasitologica
durante pelo menos os seis primeiros meses apds a
terapéutica, leva-nos a concluir que os titulos de anti-
corpos néo podem ser utilizados como critério de cura
daL. V.

A determinagio dos titulos de anticorpos de 48
individuos com histéria pregressa de leishmaniose
visceral revelou que em 32 (67%), titulos significa-
tivos persistem elevados por um longo periodo de
tempo. E verdade que, quando comparados com os
observados durante a fase ativa da doenga, os titulos
de anticorpos em individuos com mais de um ano de
tratdmento apresentam-se bem mais baixos, mas,
seguramente, significativos com relagio a controles
negativos avaliados no nosso servigo3. A razdo da
persisténcia de anticorpos mesmo ap6s muitos anos de
cura clinica da enfermidade nfo tem uma explicagio
no momento, embora a persisténcia de titulos elevados
de anticorpos seja encontrada em outras doengas
causadas por protozoarios como a doen¢a de Cha-
gas2! e a toxoplasmosed 23, Sabe-se que nestas
ultimas condigdes os parasitas persistem no hospe-
deiro por periodo longo de tempo, o que levaria a uma
constante estimulagdo do sistema imune 18 21, Na
leishmaniose visceral do Oriente, alguns individuos
desenvolvem uma forma cutinea de leishmanicse,
apos a cura clinica da doeng¢a, denominada de leishma-
niose dérmica pos-calazarl? e no Brasil, embora na
auséncia de manifestagdes cutidneas semelhantes as
observadas no velho mundo, leishmania ja foi identi-
ficada na pele de alguns individuos ap6s a cura
aparente da enfermidade3!. Estes dados, juntamente
com a observagdo no presente estudo da persisténcia
de titulos de anticorpos em individuos curados, reforga
a idéia de que estudos devem ser desenvolvidos no
sentido de melhor esclarecer a relagdo parasita-
hospedeiro, na leishmaniose, principalmente no que
concerne aos mecanismos de defesa do hospedeiro
contra leishmania, e no que se refere 4 capacidade da
L. donovani de conviver, por periodos longo de tempo
no hospedeiro, sem haver doenga clinica.
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SUMMARY

Immunological studies were done in 48 subjects
with a past history of visceral leishmaniasis and in
6 patients during the active phase of the disease and
shortly after treatment. Antibody titers determined by
immunofluorescence antibody test (IFA) or ELISA
were positive in 32 (67%) of the 48 persons that had
visceral leishmaniasis in the past. The mean antibody
titer by the IFA in the 6 patients with active visceral
leishmaniasis was 9536 + 7169 and 3H thymidine
uptake in the lymphocyte blastogenesis assay was
323 + 24. After treatment (3 and 6 months) antibody
titers had fallen only in 3 of the 6 patients and a
restoration of the lymphocyte proliferative response
was observed (11909 + 5637). These data demonstra-
ted that there is no genetic inability of the host who
acquire visceral leishmaniasis to develop a cellular
immune response to leishmania antigen. Moreover, the
longterm persistence of high antibody titers following
therapy suggests that the parasite may stay in the host
Jor long time even after apparent clinical cure of the
infection.

Key words: Leishmaniasis. Visceral leishma-
niasis. Kala-azar. Humoral immunity. Cellular immunity.
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