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RESUMO

Os protozoarios do género Leishmania, compreendem uma vasta
diversidade de espécies e estdo relacionados com a forma clinica da leishmaniose (LTA-
Leishmaniose Tegumentar Americana ¢ LV- Leishmaniose Visceral) diferindo quanto a
distribuigdo geografica, aos hospedeiros e vetores envolvidos, com variagdes nas taxas de
incidéncia e mortalidade de acordo com a regido. Apesar da ampla variedade de formas
clinicas encontradas em pacientes com LTA, podemos agrupa-las em trés tipos basicos:
leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose cutdneo-mucosa (LCM) e leishmaniose cutinea
difusa (LCD). O perfil da resposta imunoldgica na leishmaniose cutanea difere na ativagdo de
linfécitos T CD4+ Thl ou Th2. As células Thl e Th2 se identificam segundo o perfil de
citocinas que elas secretam, os linfocitos Thl produzem fundamentalmente citocinas
ativadoras da imunidade mediada por células tais como o INF-y, INFa, IL-2 e IL12. Por outro
lado, a sucetibilidade a infec¢do estd relacionada a resposta de célula Th2, que secretam
citocinas do tipo IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, TGF-[3, promovendo a resposta de anticorpos. Por
outro lado, na leishmaniose mucosa ha um mistura de perfil de resposta Thl e Th2, antes e
apos tratamento, com altos indices de IgA. Dados de literatura demonstram que existe uma
correlagdo positiva entre altos indices de IgE e a reacdo de Montenegro, sugerindo que
antigenos orientam a resposta T CD4+ para um perfil Th2.

Desta forma, buscou-se detectar niveis séricos de isotipos de
imunoglobulinas (IgG, IgM, IgA e IgE) em amostras de soros de pacientes infectados com
Leishmaniose cutdnea ¢ mucosa causada por Leishmania (Viannia) guyanensis, proveniente
do municipio de Manaus, estado do Amazonas, Brasil. A técnica empregada foi o ELISA.
Esta técnica utiliza extratos ou fracdes antigénicas do parasita.

Este estudo demonstrou que a técnica sorologica pelo método de ELISA
utilizando como substrato OPD ¢ sensivel para detectar a presenga de imunoglobulinas séricas
IgG e IgM em humanos infectados com a Leishmania (Viannia) guyanensis assim como a
infeccdo por esta espécie leva a produgdo de baixo niveis de IgG e IgM, ndo devendo ser
considerada como método util no diagndstico e sim como acompanhamento da evolugdo da
infecgao.

Palavras chave: 1. Leishmaniose tegumentar. 2. Imunoglobulinas, 3 Resposta humoral.
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ABSTRACT

The protozoa of the genus Leishmania has a great diverty of species and are related
whith the clinical form of American tegumentary Leishmaniasis (ATL) and Visceral
Leishmaniasis (VL) distinguish through the geographical distribuition, the reservoir hosts
and the vectors involved in the cycle, with incidence and mortality variation according with
the region. Although the clinical variation forms found in patients with ATL the ilness could
be grouped in three basics types: cutaneous leishmaniasis (CL), mucocutaneous leishmaniasis
(ML) and diffuse cutaneous leishmaniasis. The immune response profile differs in the
linfocyte activation of TCD4+ Thl or Th2. The Thl and Th2 cells could be identidied
through the secreted cytokines, the Thl linfocytes produced activators cytokines by
immunity cells mediated as well as the INFy, INF a, IL-2 and IL-12. Howerver the infection
susceptibility is related to Th2 cell response that secreted cytokine IL-4, IL-5, IL-6, IL-10,
TGF-B, promoting the antibody response. In the mucosal leishmaniasis has a misture of Thl
and Th2 response profile, before and after treatment, with higt levels of IgA. The leterature
shows that there is a positive correlation between the high levels of IgE and the Montenegro
reaction, suggesting that these antigens guide the TCD+ response to a Thl profile.

For this one, the levels of immunoglobulins isotypes (IgG, IgM, IgA and IgE) were
measured in the serum samples of 36 patients infected with cutaneos and mucosal
leishmaniasis caused by Leishmania (Viannia) guyanensis, from the Manaus municipality,
Amazonas State, Brazil. The technicals employed were ELISA and Western Blotting.

This study showed low levels of IgM and IgG in patients infected with L.(V.)
guyanensis by the ELISA method using the OPD substract tht was sinsible to detect the serics
immunoglobulins, for this method could not be used as diagnostic but is indicate to follow-up
the infection evolution.

Key-words: 1 Tegumentary Leishmaniasis, 2. immunoglobulins, 3. Humoral response.
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1. INTRODUCAO

A Leishmaniose tem despertado atencdo especial quanto a sua importancia médica e
econdmica, apresentando diferentes manifestacdes clinicas, dentre elas as formas visceral e te-
gumentar, encontrando-se a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) entre as oito doen-
cas infecto-parasitaria listada como de maior importancia pela Organizagdo Mundial de Satde
(ASHFORD, 2000). O conhecimento dos principais mecanismos de defesa imune contra os
diversos agentes infecciosos permite a compreensao da patogénese das doengas infectoparasi-
tarias e das varias estratégias do hospedeiro e do parasita. O sistema imunologico atua numa
rede de cooperagdo, envolvendo a participagdo de muitos componentes estruturais molecula-
res e celulares (MACHADO et al., 2002).

E fundamental o entendimento de que tanto a resposta Th1 como a Th2 sdo importan-
tes na defesa do hospedeiro contra as infec¢des. A resposta Thl esta relacionada com a defesa
contra protozoarios, bactérias intracelulares e virus, enquanto a resposta Th2 é mais efetiva
contra os helmintos e bactérias extracelulares (MILLS ; MCGUIRK P, 2004). Essas respostas
sdo também antagonicas, desde que o IFN- modula negativamente a resposta Th2, e a[L-4 ¢ a
IL-10 modulam negativamente a resposta Thl, o que permite uma homeostasia no sistema
imune e uma resposta imunologica balanceada. Adicionalmente, as células regulatérias da res-
posta imune que expressam moléculas e produzem interleucinas estdo envolvidas em modular
a resposta imune, impedindo ou diminuindo as conseqiiéncias das reagdes de hipersensibilida-
de e das doencas auto imunes (MACHADO et al., 2002).

Na LTA, fica dificil de se estabelecer um padrdo especifico de resposta imune, pela
complexidade da enfermidade e pelo numero de espécies que causam a doenga. Na leishmani-

ose cutanea a diferenca entre resisténcia e susceptibilidade reside na ativagdo de linfécitos T
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CD4+ Thl ou Th2 (O’NEIL et al., 1993). Testes sorologicos tém sido empregados, com con-
sideravel importancia, no diagnostico e em inquéritos epidemiologicos dessas enfermidades.
Além disso, a deteccdo de anticorpos anti-Leishmania possibilita avaliar a evolugao da infec-
¢do, bem como fornecer dados sobre as caracteristicas da resposta imune do individuo. Varia-
dos perfis e niveis de imunoglobulinas especificas anti -Leishmania spp. t€ém sido detectados
em pacientes com LTA, refletindo ndo sé a carga parasitaria, como também a espécie envolvi-
da e o tempo de infecgdo, além de fatores intrinsecos do proprio hospedeiro (GUTIERREZ et

al., 1991).

1.1 LEISHMANIOSE

As leishmanioses sdo um conjunto de doengas parasitarias causadas por mais de 20
espécies de tripanossomatideos do género Leishmania, cujo parasita digenético € transmitido
por insetos vetores, os flebotomineos do género Lutzomyia (Diptera: Psychodidae:
Phlebotominae). Afetam animais silvestres e domésticos (zoonose) e acometem o homem de
forma acidental, o qual também pode ser considerado agente disseminador da doenca
(ASHFORD, 2000; MARZOCHI et al., 1999).

As leishmanias apresentam dois estagios evolutivos distintos nos hospedeiros
vertebrados (roedores, edentados, canideos e primatas, incluindo o homem) e invertebrados:
1) promastigotas (com flagelo livre), que se desenvolvem no tubo digestivo do inseto e, ii)
amastigotas (com flagelo rudimentar intracelular), que parasitam o Sistema Fagocitico
Mononuclear (SFM) de animais vertebrados, multiplicando-se no interior de macrofagos por

divisdo bindria (ARIAS; FREITAS, 1977, SOUZA et al., 1997).
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As leishmanioses sdo endémicas em 88 paises, onde estima-se que 350 milhdes de
pessoas vivam em areas de risco, totalizando uma incidéncia de casos anuais de 600.000 e
uma prevaléncia de 12 milhdes (WHO, 2004).

O Brasil ¢ um dos paises com maior incidéncia de leishmanioses, onde numero de
casos passou de 21.800 em 1998 para 60.000 em 2003. Esta doenca ¢ a segunda maior
moléstia infecto-parasitaria na Amazonia, superada apenas pela malaria (SOARES; TURCO,
2003; WHO, 2004).

Conforme a forma de acometimento do homem, as leishmanioses dividem-se em
dois grandes grupos: as leishmanioses dermotrdpicas/mucotrdpicas (tegumentares) e as leish-
manioses viscerotropicas. O primeiro denomina-se assim porque afeta principalmente a estru-
tura da pele e, excepcionalmente, das mucosas das vias aéreas superiores, sendo reconhecidas
clinicamente trés apresentagdes: a leishmaniose cutanea (LC), a leishmaniose mucosa (LM), e
a leishmaniose cutanea difusa (LCD). As formas viscerotropicas afetam 6rgaos internos como
baco, figado, linfonodos ¢ medula 6ssea, denominado de calazar ou febre de dum-dum
(CENEPI, 2000; MARZOCHI et al., 1999).

As principais manifestagdes da doenga variam de acordo com a espécie do agente
patogénico gerando diferentes aspectos clinicos, patologicos, imunologicos (WILSON;
PEARSON, 1990).

No Brasil, o perfil da leishmaniose estd mudando, devido a expansdo humana para
areas endémicas florestais, de uma zoonose transmitida acidentalmente ao homem, para uma
doenca de interface rural-urbana (OLIVEIRA-NETO et al., 1988). Nas ultimas décadas, as
analises epidemiologicas da LTA tém sugerido mudangas no padrdo de transmissdo da
doenga, inicialmente considerada zoonose de animais silvestres, que acometia ocasionalmente
pessoas em contato com as florestas. Posteriormente, a doenga comegou a ocorrer em zonas

rurais, ja praticamente desmatadas, e em regides periurbanas. Observa-se a existéncia de trés
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perfis epidemioldgicos: a) silvestre (zoonose de animais silvestres, transmissdo em areas de
vegetacdo primaria); b) ocupacional ou lazer (em areas de exploragdo desordenada da floresta
e derrubada de matas para construcdo de estradas, extracdo de madeira, atividades
agropecuarias, ecoturismo) e c¢) rural ou periurbana- areas de colonizag¢do ou periurbana, areas
onde houve adaptagdo do vetor ao peridomicilio (MSB, 2007).

Na Amazodnia, surtos epidémicos de leishmaniose estdo associados a derrubadas de
matas para construgdo de estradas, implantagdo de novos nucleos residenciais, treinamento de
militares, entre outros (ARAUJO FILHO, 1981). As infec¢des sdo ocasionadas por sete
espécies de leishmanias, seis do subgénero Viannia: Leishmania (V.) braziliensis VIANNA,
1911, L. (V.) guyanensis FLOCK, 1954, L. (V.) lainsoni SILVEIRA et al., 1987, L. (V.) naiffi
LAINSON; SHAW, 1989, L. (V.) shawi LAINSON et al., 1989, L. (V.) lindenbergi
SILVEIRA et al., 2002 ¢ uma do subgénero Leishmania: L. (L.) amazonensis LAINSON;
SHAW, 1972. A comparagao entre dados clinicos da doenga e os agentes etiologicos revelou
que 83% dos casos notificados nesta regido foram ocasionados pela L. guyanensis
(SILVEIRA et al., 2002).

A L.(V.) braziliensis, apresenta distribui¢do em todo o territdrio brasileiro, além de
varios paises da América Central e do Sul (de Belize até a Argentina), sendo provavel que
nem todos os casos correspondam exatamente ao mesmo parasita, mas que exista um
complexo de subespécies. Existem poucas informacdes sobre seus hospedeiros silvestres,
tendo sido relatados parasitas semelhantes em roedores (4dkodon sp., Proechimys sp., Rattus
sp., Oryzomys sp. € Rhipidomys sp.) e marsupiais (Didelphis sp.). Apesar de L. (V.)
braziliensis ser encontrada em varias espécies de animais domésticos como o cao, eqiiinos e
mulas, ainda ndo havia sido feita a identificagdo de animais silvestres como reservatorios
primarios desta espécie, apenas suposi¢des. Estudo realizado pelo Centro de Pesquisas Aggeu

Magalhdes (CPqQAM/FIOCRUZ) no municipio de Amaraji, situado na zona da mata de
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Pernambuco, revelou que o roedor Bolomys lasiurus (rato-do-mato) é o reservatdrio primario
deste parasita e o Rattus rattus (rato-preto) — sinantropico ou doméstico, o reservatdrio
secundario na regido, mantendo assim o ciclo zoonotico da doenga (BRANDAO-FILHO et
al., 2003). Esta espécie apresenta como vetor a Lutzomyia wellcomei (antropofilico, com
picadas diuturnas e de maior atividade nas esta¢des de chuva), na Serra dos Carajas, além de
outras espécies (Lu. whitmani, Lu. migonei, Lu. pessoai, Lu. intermedia e Lu. carrerai) que
vém se adaptando em dareas peridomésticas e em florestas primarias. Na transmissao
peridoméstica, apresentam-se como hospedeiros: cavalos, jumentos, cies e gatos. A L.
braziliensis acometem no homem a LC e a LM (LAINSON, 1997; SILVEIRA et al, 1997,
MSB, 2000).

A L. (V.) guyanensis esta amplamente distribuida no Brasil (Amazonas, Para,
Amapa e Roraima) ao norte do rio Amazonas e leste do rio Negro e em outros paises como
Guianas, Peru, Equador e Venezuela. Seus principais hospedeiros sdo: edentados
(Choloepus didactylus e Tamandud tetradactyla), marsupiais (Didelphis marsupialis) e
roedores (Proechimys sp.), sendo transmitida pelos vetores Lu. umbratilis (primariamente) e
secundariamente pela Lu. anduzei e Lu. whitmani (MSB, 2000). Estes fleb6tomos tém a
caracteristica de repousar em troncos das arvores em terra firme apos o repasto, ¢ quando
perturbados, durante o dia ou a noite, atacam em grande numero, causando inumeras lesdes
chamadas “pian-bois”. Causam ao homem a LC, com multiplas lesdes, e raramente lesdes nas
mucosas (LAINSON, 1997; SILVEIRA et al, 1997; MSB, 2000).

A L. (V.) lainsoni, distribui-se pela regido Amazodnica, encontrada no Para e, em
recente estudo, em Rondonia. Tem como hospedeiro vertebrado o roedor Agouti paca. A Lu.
ubiquitalis ¢ o unico vetor conhecido e de baixa antropofilia, ocasionando com pouca

freqiiéncia a LC (LAINSON, 1997; SILVEIRA et al, 1997; MSB, 2000).
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A L. (V.) naiffi, distribui-se pelo Brasil (Amazonas e Pard) e na Guiana Francesa.
Tem como hospedeiro o tatu Dasypus novemcinctus, sendo transmitida pela Lu. paraensis,
Lu. ayrozai e Lu. squamiventris. Estas espécies apresentam alta antropofilia cujos habitos
zoofilicos sdo pouco conhecidos. Causam ao homem, principalmente a LC (LAINSON,
1997; SILVEIRA et al, 1997; MSB, 2000).

A L. (V.) shawi, encontrada no Estado do Pard, tem como hospedeiros os primatas
(Cebus apella e Chiropotes satanas), as preguicas “real” (Choloepus didactylus) e “bentinha”
(Bradypus tridactylus) e o quati (Nasua nasua), sendo considerado como vetor a espécie do
complexo Lu. whitmani que tem como habitat natural os troncos de florestas primarias,
atacando avidamente o homem quando perturbadas. Causam ao homem, principalmente a LC
(LAINSON, 1997; SILVEIRA et al, 1997, MSB, 2000).

A L. (V.) lindenbergi, foi isolada de lesdes cutaneas de soldados em treinamento em
uma area de reserva florestal no Estado do Para por Silveira et al. (2002). Nao existem relatos
de infecgcdes em animais ou flebotomineos. A provavel espécie transmissora ¢ a Lu. antunesi
(MSB, 2007).

A L. (L) amazonensis apresenta-se distribuida no Brasil (Amazonas, Para,
Rondonia, sudoeste do Maranhdo, Bahia, Minas Gerais e Goias), principalmente na bacia
amazonica, em areas de florestas primarias e secundarias tipo varzea e igapd e, em outros
paises como Colombia, Paraguai, Bolivia e Guiana Francesa. Seu principal hospedeiro
silvestre € o Proechimys sp. (rato-soia), além de outros roedores (Oryzomys sp., Neacomys
sp., Nectomys sp € Dasyprocta sp.); os marsupiais (Metachirus sp., Philander sp., Didelphis
sp. € Marmosa sp.) e a raposa (Velpus sp.). Este parasito tem como principal vetor a Lu.
flaviscutellata, uma espécie de habito noturno e pouco antropofilica e as espécies Lu. reducta

e Lu. olmeca nociva, como vetores secundarios, no Amazonas ¢ em Rondonia. E responsavel
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no homem pelas formas clinicas da LC, LCM e por uma forma sem tratamento conhecida por

LCD anérgica (LAINSON, 1997; SILVEIRA et al, 1997; MSB, 2000).

1.2 A LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

A Leishmaniose Tegumentar ja era conhecida como um grupo de doencas
dermatoldgicas semelhantes entre si, e sua apresentacdo clinica era associada a lesdes
cutdneas, geralmente ulcerosas e, por vezes, com comprometimento da mucosa oronasal
(PESSOA; BARRETTO, 1948).

Rabello (1923a, 1923b) criou o termo Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA),
denominagdo que abrange tanto a forma cutdnea como a forma mucosa da doenca. Vianna
(1912, 1914) e d’UTRA; SILVA (1915) introduziram o uso do tartaro emético, antimonial
trivalente, na terapéutica da LTA. Os antimoniais pentavalentes s6 foram sintetizados a partir
da década de 20, permanecendo como a droga de elei¢do para o tratamento das leishmanioses
(MSB, 2006).

Durante a década de 70, foi dado um novo impulso ao conhecimento da LTA na
Regido Amazonica, quando LAINSON e SHAW (1972), com base em critérios clinicos,
epidemioldgicos e bioldgicos, propuseram uma nova classificacdo das leishmanias do Novo
Mundo, dividindo-as em dois grandes grupos (complexos): o complexo L. mexicana € o L.
braziliensis (MSB, 2006).

Quando comparadas as taxas de incidéncia de LTA nas diversas regioes brasileiras,
o Norte do Brasil foi a regido que apresentou a maior taxa durante o periodo de 1993 a 2003,

devido a dois padrdes epidemiologicos distintos; um relacionado a expansdo das fronteiras
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agricolas e outro ao crescimento de regides periurbanas, com possivel adaptagao dos parasitas
a reservatorios extra-silvestres (OMS, 2004).

No Estado do Amazonas, a LTA ¢ primariamente uma zoonose em que o ciclo de
transmissdo ocorre entre os flebotomineos € os animais silvestres. Na maioria das vezes, o
homem se infecta ao alterar o ambiente, interpondo-se no ciclo silvestre ao penetrar nesse
ecossistema (LAINSON, 1985). A doenga ocorre, mais habitualmente, na forma de surtos
epidemioldgicos. Dessa forma, o grau de exposicdo dos individuos acometidos esta
relacionado diretamente a assentamentos populacionais agricolas planejados ou mais
freqlientemente oriundos de processos de ocupagdo na periferia da cidade, em sua maioria,
desordenadas (GUERRA et al., 2001; PAES, 1998). Em decorréncia, os individuos ficam
expostos aos vetores, pois grande parte das casas em assentamentos populacionais recentes
sdo construidas muito proximas da orla da floresta e os individuos sdo alcangados pelo raio de
acao desses vetores, que chegam as casas também atraidos por diversos fatores como a luz, a
presenga de animais sinantropicos como o Didelphis marsupialis, animais domésticos € o
préprio homem. A despeito disso, a transmissdo nessa area parece ser transitoria, visto que,
uma vez completada a urbanizagdo, a transmissao ¢ interrompida (ANDRADE, 2005; PAES
etal.,1991; GUERRA et al., 1998).

Segundo Grimaldi et al. (1991), os parasitas do género Leishmania apresentam um
maior polimorfismo genético nesta regido, comparado com cepas isoladas em outras areas
endémicas. Este fendmeno pode estar correlacionado com a maior variedade de espécies de
flebotomos vetores e animais reservatorios presentes na Amazdénia (GRIMALDI; TESH,
1993).

A endemia associada com este patdégeno incide em focos rurais e urbanos (75,9% e
24,1% dos casos, respectivamente), sendo a doenca comum em jovens do sexo masculino,

que trabalham no campo. Embora o encontro de lesdo cutanea (90,7%), em geral ulcerada
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(78%), predomine como forma clinica, o registro de casos (9,3%) com lesdo mucocutanea ¢

de interesse, pois confirma outros estudos (NAIFF et al., 1988; GRIMALDI et al., 1991).

1.2 FORMAS CLINICAS DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

Varia¢des quanto a severidade das leishmanioses vao desde uma forma benigna até
multiplas lesdes cutaneas ou infec¢des viscerais (EDILEUZA et al., 2000). As diferentes
espécies do género Leishmania produzem grande variedade de manifestagdes clinicas que
dependem da interacdo entre a resposta imune do hospedeiro vertebrado e da invasibilidade,
tropismo e patogenicidade deste parasito (ASHFORD et al., 1992; DESJEUX, 1996).

A forma LC ¢ caracterizada por lesdes ulcerosas, indolores, tinicas ou multiplas. O
periodo de incubagdo da doenga varia de 1 a 4 semanas, surgindo entdo, uma lesdo inicial,
constituida por papula eritematosa, unica ou multipla, situada geralmente em regido
descoberta do tegumento, que corresponde ao ponto de inoculagdo pelo flebotomo. Nesta
etapa, pode-se ainda encontrar linfangite e adenopatia regional. As lesdes evoluem formando
ulceras, as quais apresentam bordos altos, irregulares e infiltrados (aspecto em moldura de
quadro), com fundo granuloso, de coloragdo vermelho-vivo, podendo estar coberta por
exsudato seroso ou sero-purulento. No mesmo doente, podemos encontrar lesdes com
diferentes fases evolutivas, eventualmente sendo observado lesdes satélites (lesdes menores
ao redor da ulcera), podendo evoluir para cicatrizagdo espontanea ou dar origem a placas
vegetantes verrucosas (SAMPAIO; RIVITTI, 2001).

Nos pacientes com LC, o teste cutdneo ao antigeno de Leishmania sp. (Teste de
Montenegro) ¢ positivo indicando que hd desenvolvimento de uma resposta imune celular
contra o parasita, a qual persiste apos a cura da lesdo (CASTES et al., 1983; SARAVIA et al.,
1989). Observa-se também o desenvolvimento de uma resposta imune humoral, a qual ndo

esta associada com prote¢ao. A resposta humoral compreende uma produgao inicial de IgM,
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seguida da producao de IgG1, IgG2, IgG3 e algumas vezes de IgA e IgE (RODRIGUES et al.,
1996).

Alguns autores propdem uma classificagdo clinica baseada em critérios, como a
fisiopatogenia a partir do local da picada do vetor, aspecto, localiza¢do das lesoes, incluindo a
infeccdo inaparente (testes soroldgicos e IDRM positiva, individuos aparentemente sadios,
residentes em areas de transmissao, historia prévia negativa de LTA e auséncia de cicatrizes
cutaneas suspeitas de LTA) a leishmaniose linfonodal (auséncia de lesdo cutidnea e
linfadenopatia localizada que precede a lesdo cutanea). Classicamente a doenga se manifesta
sob duas formas a Leishmaniose cutanea e a mucocutanea (MSB, 2007).

Marzochi (2001) e o Ministério da Saude (2007) classificam as formas clinicas da
leishmaniose cutanea em (Figura 1):

Forma cutdnea localizada: Representa o acometimento primdrio da pele. A lesdo ¢
geralmente do tipo ulcera, com tendéncia a cura espontanea e apresentando boa resposta ao
tratamento, podendo ser unica ou multipla. Na Regido Norte, as lesdes multiplas sao
freqiientemente causadas por L. (V.) guyanensis e parecem estar relacionadas as multiplas
picadas de Lu. umbratilis. A forma localizada pode acompanhar-se de linfadenopatia regional
e de linfangite nodular e costuma apresentar Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM)
positiva.

Forma cutdnea disseminada: E uma expressdo relativamente rara que pode ser
observada em até 2% dos casos. As duas espécies reconhecidas como causadoras desta
infeccdo sdo a Leishmania (V.) braziliensis e a Leishmania (L.) amazonensis. Esta forma de
apresentacdo ¢ caracterizada pelo aparecimento de multiplas lesdes papulares (geralmente
mais do que 10 lesdes cutaneas) e de aparéncia acneiforme que acometem varios segmentos
corporais, envolvendo com freqliéncia a face e o tronco. S3o encontrados poucos parasitas

nestas lesdo, além de titulos elevados de anticorpos séricos anti-Leishmania e resposta
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variavel na Intradermorreagdao de Montenegro. Outros aspectos a serem destacados nesta
forma clinica sdo: o acometimento de mucosa concomitante, observado em até 30% dos
pacientes ¢ as manifestacdes sistémicas, como febre, mal-estar geral, dores musculares,
emagrecimento, anorexia, entre outros (MSB, 2007).

Forma recidiva cutis: caracteriza-se por evoluir com cicatrizagdo espontanea ou
medicamentosa da ulcera, com reativacao localizada geralmente na borda da lesdo. A resposta
a terapéutica € pobre ou ausente e geralmente a Intradermo Reacdo de Montenegro (IDRM)
apresenta-se positiva (MSB, 2007).

Forma cutanea difusa: no Brasil, a doenca é causada pela L. (L.) amazonensis.
Constitui uma forma clinica rara, porém grave, que ocorre em pacientes com anergia ¢
deficiéncia especifica na resposta imune celular a antigenos de Leishmania. Inicia de maneira
insidiosa, com lesdo inica e ma resposta ao tratamento; evolui de forma lenta com formagao
de placas e multiplas nodulagdes nao ulceradas recobrindo grandes extensdes cutaneas. A
resposta a terapéutica ¢ pobre ou ausente ¢ geralmente a IDRM apresenta-se negativa (MSB,
2007).

A forma clinica mucosa ou mucocutdnea é conhecida como espundia, nariz de tapir
ou de anta. Nesta forma, a principal caracteristica ¢ o comprometimento da mucosa nasal que
pode se estender por todo trato respiratorio superior (MARSDEN, 1986). O agente etioldgico
¢ a L(V.). braziliensis estando a L.(L.) amazonensis ¢ L.(V.) guyanensis raramente associada
a esta manifestagdo (BARRAL et al., 1991). No Brasil, a forma mucosa ocorre em 3% a 5%
dos pacientes infectados por L.(V.) braziliensis; destes, cerca de 1% pode evoluir para dbito
(MSB, 2006).

Um dos aspectos mais tipicos da doenga causada pela L.(V.) braziliensis é a
freqliéncia com que os parasitas produzem, meses ou anos apds a lesdo inicial primdria, lesdes

destrutivas secundarias envolvendo mucosas e cartilagens. Estas lesdes secundarias podem

XXV



ocorrer por extensdo direta de uma lesdo primaria ou através da disseminagdo hematogénica.
Cerca de 70% dos casos com lesdo de mucosa aparecem dentro dos primeiros cinco anos.

Carvalho et al., (1985) sugerem que a natureza cronica e destrutiva da doenga pode
ser em conseqiiéncia a uma intensa resposta mediada por células aos antigenos de
Leishmania. Os pacientes com LCM também apresentam resposta positiva aos testes de
Montenegro, porém com dificil confirmagao parasitologica devido a escassez parasitaria, €
por apresentar dificil resposta terapéutica (SOUSA- ATTA et al, 2002).

Segundo Marzochi (2001) e o Ministério da Saude (2007) a leishmaniose mucosa
apresenta-se sob as seguintes formas clinicas:

Forma mucosa tardia: é a forma mais comum. Pode surgir até varios anos apos a
cicatrizacdao da forma cutanea. Classicamente estd associada as lesdes cutaneas multiplas ou
de longa duragdo, as curas espontaneas ou aos tratamentos insuficientes da LC.

Forma mucosa de origem indeterminada: quando a LM apresenta-se clinicamente
isolada ndo sendo possivel detectar nenhuma outra evidéncia de LC prévia. Tais formas
estariam provavelmente associadas as infecgdes subclinicas ou lesdes pequenas, nao
ulceradas, de evolugdo rapida e que teriam passado despercebidas sem deixar cicatrizes
perceptiveis.

Forma mucosa concomitante: quando a lesdo mucosa ocorre a distancia, porém ao
mesmo tempo que a lesdo cutanea ativa (nao contigua aos orificios naturais).

Forma mucosa contigua: ocorre por propagagdo direta de lesdo cutanea, localizada
préxima a orificios naturais, para a mucosa das vias aerodigestivas. A lesdo cutdnea podera
encontrar-se em atividade ou cicatrizada na ocasido do diagnostico.

Forma mucosa primaria: ocorre eventualmente pela picada do vetor na mucosa ou

semimucosa de 1abios e genitais.
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Lelshmanlcse Tegumentar Americana

Leishmaniose Laizhmaniose
Cutdnea Mucosa
{11 Forma Cutansa Unica (6] Forma Mucosa Tardia
(2] Forma Cutdnea Maktipla (7] Forma Mucosa
(3 Forma Cutdnea Concomitanta
Disseminada (& Forma Mucosa Contigua
(4] Forma Recidiva Citis (%) Forma Mucosa Primaria
{51 Forma Cutdnea Difusa {10] Forma Mucosa
Indeterminada
Leishmeania brazillens's
01,2, 3,4 Lelshman by brazillensis
Lelshimania amazonensis (6,789 10]
(1,2 3,4,5) Leishmanln ainazenensis
Lelshimania guyanensis 183

Figural. Formas clinicas das Leishmanioses no Brasil (Marzochi, 2001; MSB, 2007).

1.4 DIAGNOSTICO

O diagnostico das leishmanioses abrange aspectos epidemiologicos, clinicos e
laboratoriais que incluem pesquisas parasitologicas e/ou imunologicas (GONTIIO;
CARVALHO, 2003).

O diagnostico clinico da doenca baseia-se nas caracteristicas da lesdo, associada a
anamnese, onde os dados epideminologicos sdo de grande importancia. Além da procura
direta do parasita em raspado da lesdo cutanea, a observacao do agente etioldgico pode ser
obtida por diferentes métodos laboratoriais, tais como cultura, inoculagdo em hamster e
exame histopatologico (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

A confirmacao do diagndstico requer a identificagdo do patdogeno ou de seus
produtos nos tecidos ou fluidos bioldgicos do hospedeiro. Porém, nem sempre isso €
possivel, quer pela auséncia do agente infeccioso, quer pela falta de sensibilidade dos métodos
utilizados ou por falhas técnicas. Para suprir as deficiéncias das técnicas parasitologicas, os
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métodos imunoldgicos diretos ou indiretos t€ém sido amplamente utilizados na pesquisa de
antigenos, anticorpos ou imunocomplexos, devido a sua rapidez, simplicidade de execugao,
possibilidade de automagéo a baixo custo operacional (FERREIRA; AVILA, 2001).

Em infeccdes causadas por leishmanias, individuos humanos desenvolvem
anticorpos especificos que constituem a base do sorodiagnostico refletindo nao s6 a carga
parasitaria, mas também a espécie envolvida, o tempo de infeccdo e fatores intrinsecos do
proprio hospedeiro (GUTIERREZ et al., 1991).

O diagnostico soro-imunologico para detecgdo de anticorpos nos soros de pacientes
pode ser dividido em dois grupos: testes que utilizam antigenos integros (parasitas inteiros)
pela IFT (imunofluorescéncia indireta) e o teste de aglutinagdo direta (TAD) e os testes que
utilizam extratos soliveis ou fragdes antigénicas especificas na pesquisa de anticorpos anti-
Leishmania no sangue periférico (soro ou plasma). Para isso as técnicas mais utilizadas sdo:
contraimunoeletroforese (CIE), ELISA e¢ o Western blotting (SANTOS- GOMES et al.,
2000).

O exame diagnostico ideal ¢ aquele que, quando positivo, indica com certeza a
presenca da doenca e, quando negativo,indica a auséncia da mesma. Em outras palavras, pode
ser dito que a sensibilidade de um teste ¢ a capacidade do mesmo de reconhecer os
verdadeiro-positivos e a especificidade ¢ o poder de distinguir os verdadeiro-negativos
(ALMEIDA; ROUQUAYROL, 1990).

Na forma visceral, a resposta soroldgica ¢ positiva na maioria dos casos. Mary et
al., (1992) verificaram que anticorpos especificos da infeccdo humana causada por
Leishmania podiam ser caracterizados através do Western blotting, quando estes ndo eram
detectados através dos classicos testes soroldgicos (ELISA e IFI). Desta forma, os testes
sorologicos tém sido empregados com consideravel importdncia no diagnodstico € em

inquéritos epidemiologicos dessa enfermidade. Além disso, a andlise de anticorpos anti-
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Leishmania permite avaliar o curso evolutivo da infec¢do, bem como, fornecer dados sobre as

caracteristicas de sua resposta imune (BADARO; REED, 2001).

1.4.1- TESTES SOROLOGICOS

1.4.1.1 Ensaio imuno enzimatico (Enzyme Linked Immunosorbent Assay -

ELISA)

O ELISA ¢ um método quantitativo em que a reacdo antigeno-anticorpo ¢€
monitorada por medida da atividade enzimatica. Desde que foram introduzidos em 1971 no
diagnéstico sorologico, vém sendo avaliados para deteccdo de anticorpos especificos na
leishmaniose (BADARO; REED, 2001).

O termo ELISA foi utilizado pela primeira vez por Engvall e Perlman em 1971. Seu
principio basico ¢ a imobilizagdo de um dos reagentes em uma fase sélida (em placas de
poliestireno), enquanto outro reagente pode ser ligado a uma enzima, com preservacao tanto
da atividade enzimatica como da imunoldgica do anticorpo (SANCHES, 2001). O teste
detecta quantidades extremamente pequenas de antigenos ou anticorpos, podendo ter elevada
precisdo se os reagentes e os parametros do ensaio forem bem padronizados.

Os critérios de positividade nos testes de ELISA dependem do limiar de reatividade
ou “cut-off” que deve ser fixado para cada teste, dispensando muitas vezes dilui¢des
sucessivas de soros. Os antigenos utilizados sdo de importancia crucial para defini¢do da
especificidade do teste, como por exemplo, os antigenos especificos 119kD, 123kD, HSP70,

42kD, GP63, rK26. Estes novos antigenos nos sistemas enzimaticos fazem parte destes testes
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como instrumentos mais eficientes no diagndstico sorologico das leishmanioses (FERREIRA;
AVILA, 2001).

Atualmente, os microtestes (micro-ELISA) s3o os mais empregados nos
diagndsticos sorologicos de anticorpos de LTA, com emprego de antigenos na forma de
extrato protéico e apresentando uma sensibilidade de 70,6,% superior as das demais técnicas
sorologicas, especificidade de 73,2% e uma precisao de 72,7% (SANTOS- GOMES et al.,
2000).

Segundo Ferreira e Avila (2001), o ELISA tem sido empregado amplamente para a
pesquisa de anticorpos, apresentando como vantagens a possibilidade de utilizar um tunico
conjugado em diferentes sistemas e conjugados classe-especificos para a determinagdo de
anticorpos de diferentes classes. Este método apresenta também caracteristicas de elevada
sensibilidade e especificidade técnica, objetividade de leitura e possibilidade de adaptagdo a

diferentes graus de automagao.

1.5- FISIOPATOGENIA

A transmissdo da Leishmania ocorre quando formas promastigotas metaciclicas
(infectantes) sdo inoculadas no hospedeiro vertebrado pela fémea do inseto vetor, durante o
repasto sanguineo (MOLL, 1996).

As leishmanias sdo suscetiveis a acdo de neutrdfilos, células com grande potencial
de produzir H,0, (Peroxido de Hidrogénio) e NO (Oxido de Nitrogénio). Mas, ao penetrarem
no hospedeiro e infectarem os macrofagos, livram-se dos ataques dos neutrdfilos
(TRUJILLO et al., 1999; SOUZA et al., 2005).

A fagocitose das leishmanias requer sua aderéncia @ membrana dos macréfagos, por

meio da interagdo entre as lecitinas destes fagocitarios e os receptores CR3 de glicoproteinas e
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agucares de superficie, como a GP63 (glicoproteina de 63 KDa) e o LPG (lipofosfoglicose)
presentes na membrana do parasito (FERREIRA; AVILA, 2001; OMS, 1990).

Uma vez os parasitos interiorizados nos macrofagos, os antigenos que foram
processados e apresentados as células T também determinardo uma resposta do tipo Thl ou
Th2, dependendo da espécie de leishmania e da suscetibilidade do hospedeiro. Portanto, um
perfil de citocinas Thl, com produ¢do de IL-2, IFN-y e IL-12, presentes em quantidades
suficientes, pode regular a resposta imune, ativar os macrofagos e controlar ainda a nivel de
pele a infecgdo (FERREIRA; AVILA, 2001).

Quando a producao de IL-4 e IL-10 (citocinas tipo Th2) for excessiva, observa-se
uma baixa ativacdo macrofagica e, consequentemente, o aparecimento das formas clinicas da
doenga. Uma caracteristica comum ¢ encontrada nas diferentes variedades clinicas da LTA, o
acumulo temporario de células do SFM (hiperplasia) nos tecidos invadidos. As espécies de
leishmanias dermotrdpicas levam inicialmente a produgdo de um histiocitoma na pele, ao
contrario das viscerotropicas que provocam hiperplasia das células do SFM dos orgaos
afetados (OMS, 1990; FERREIRA; AVILA, 2001).

As infec¢des por Leishmania sdo caracterizadas pela habilidade que té€m estes
parasitas para escapar da destruicdo extracelular e penetrar em células fagociticas, onde vao
resistir ao seu poder antimicrobiano, persistindo mesmo na presenga de resposta imune celular
do hospedeiro (BOGDAN et al., 1996; CUNNINGHAM, 2002; ROGERS et al., 2002).

H4 um consenso geral de que as células T e a imunidade mediada por células
contribuem para a patogénese das diferentes formas de LTA (TRUJILLO et al., 1999).

Na leishmaniose humana, o papel da resposta imune celular mediadas por Thl
demonstra envolvimento principalmente na eliminacdo de patégenos intracelulares e nas
respostas imunoldgicas. Por outro lado, os linfécitos Th2 estdo envolvidos na indugdo da

resposta humoral e nos fendomenos de eosinofilia. As caracteristicas diferentes das sub-
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populagdes Thl e Th2 implicam em fungdes diferentes no curso da elaboragdo da resposta
imune (KEMP, 1997; BOGDAN;ROLLINGHOFF, 1998)

As células Thl produzem fundamentalmente citocinas ativadoras da imunidade
mediada por células, tais como, o INF-y, INFa, a IL-2 e IL12 e esta relacionada ao controle
da infeccdo (COFFMAN; CARTY, 1986; COFFMAN et al, 1988). Por outro lado, a
suceptibilidade a infec¢do esta relacionada a resposta de células Th2, que secretam citocinas
do tipo IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, TGF-B (FERREIRA; AVILA, 2001).

Estas sub-populagdes também induzem a sintese de anticorpos de isotipos diferentes
em todas as manifestacdes clinicas da LTA (TRUJILLO et al., 1999).

As células Thl induzem respostas de anticorpos dominadas pelo isotipo IgG2,
enquanto as cé¢lulas Th2 favorecem a sintese de isotipos IgGl, IgE e IgA (COFFMAN;
CARTY, 1986; COFFMAN et al, 1988). Para ATTA AM et al., (1998) ha uma provavel
correlacdo positiva entre os altos indices de IgE e a reacdo de Montenegro, sugerindo que
estes anticorpos participam do processo de imunorregulacdo na leishmaniose cutanea. Além
disso, a detec¢do de anticorpos IgE especificos na leishmaniose visceral tem sido
correlacionada com a fase ativa da doenga (PINHEIRO, 2004).

Em todas as formas clinicas da LTA, a resposta imune ¢ dependente de células T e,
de maneira geral, aceita-se que a diferenca entre resisténcia e susceptibilidade a infec¢do por
Leishmania esteja relacionada com o nivel de expansdo de células Thl ou Th2. Assim como
a intensidade da resposta humoral estd relacionada com a carga parasitaria e com a
cronicidade da infeccdo (PIRMEZ et al., 1993; BACELLAR et al., 2002; TRUJILLO et al.,
1999).

Pacientes que contraem a forma cutdnea localizada apresentam lesdes com poucos

parasitos, tendendo para cura espontdnea. Desenvolvem uma resposta do tipo Thl, com
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citocinas IFN-y e IL-12, com predominancia de isotipos IgG1, IgG2, 1gG3 (O’NEIL et al.,
1993; da-CRUZ et al., 2002., SOUSA-ATTA et al., 2002).

A leishmaniose cutdnea disseminada manifesta resposta imunoldgica variada, tanto
ha uma forte resposta de células T como uma auséncia de imunidade celular (CARVALHO et
al., 1994). Individuos com Leishmaniose cutanea difusa apresentam perfil Th2, com presenca
de IgG4 e elevados niveis de IL-4 (CACERES —DITTMAR et al., 1993, BONFIM et al.,
1996).

A LCM apresenta uma elevada resposta por células T especificas, tanto Thl como
Th2, sendo direcionada para uma resposta Th1. Esta resposta exacerbada esta associada a uma
cronica e severa destrui¢do tecidual, em razdo de uma forte resposta inflamatoria e a escassez
de parasitas nas lesdes. (MARSDEN, 1986; BACELLAR et al., 2002; MATOS et al., 2005. a
resposta do tipo Thl ¢é fracamente regulada por IL-10 e TGF-B, encontradas em niveis
diminuidos, mostrando que uma resposta inadequada do tipo Thl, considerada protetora na
maioria da forma dessas doengas, pode levar a uma imunopatogénese exacerbada
(BACELLAR et al., 2002; AMATO et al., 2003).

A LM também esta associada a elevados titulos de anticorpos circulantes, como
IgGl e, principalmente IgG3 (RODRIGUEZ et al., 1996; JUNQUEIRA PEDRAS et al.,
2003).

Assim como as formas clinicas, espécies diferentes também induzem a respostas
diferentes. Matta et al. (2005), verificaram diferengas na resposta imune em pacientes
infectados por L.(V.) guyanensis e L(V.) braziliensis.

Pacientes com infec¢des causadas por L.(V.) guyanensis demonstraram reduzido ou
nao detectavel reconhecimento de antigenos homologos pelas células T, associadas aos altos

niveis das citocinas IL-10 e IL-5, com baixos titulos de anticorpos.
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Em 2005, Romero et al., demonstraram que a infec¢do por L(V.) guyanensis induz a

uma resposta imune humoral bem mais reduzida do que por L. braziliensis.

2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Detectar os niveis séricos de isotipos de imunoglobulinas (IgG, IgM, IgA e IgE) em
amostras de soros de pacientes infectados com Leishmaniose cutdnea e mucosa causadas por
Leishmaniose (Viannia) guyanensis, provenientes do municipio de Manaus, Estado do

Amazonas, Brasil.

2.2 Especificos

2.2.1 Detectar os niveis séricos de isotipos de imunoglobulinas para espécie de L.
(L.) guyanensis em pacientes com quadro clinico confirmado de LTA;

2.2.2 A partir dos resultados obtidos, comparar os titulos de imunoglobulinas (IgG,
IgM, IgA e IgE) detectados nos soros humanos, correlacionando a espécie, formas clinicas e
fase da doenga (aguda/cronica) de cada amostra testada;

2.2.3 Verificar se existe correlagdo da presenca de niveis séricos de IgE com os
resultados de enduragdo obtidos previamente, pelas reagdes intradérmicas (Intradermoreagao
de Montenegro/IDRM) e o nimero de lesdes cutaneas nas diferentes formas clinicas da

leishmaniose e espécies de leishmanias envolvidas na infecgao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAS DE SORO/PACIENTE

Foram utilizadas 36 amostras de soros de pacientes com diagndstico - clinico,
bioldgico e molecular, confirmados para LTA com L. (V.) guyanensis, assim como, 14
amostras de soros controles provenientes de voluntirios sem qualquer informacdo de
desenvolvimento da doenga (controle negativo), embora de area endémica e alguns (CTNG6,
CTN9, CTN14) ja terem realizado intradermoreacdo de Montenegro a cerca de 10 anos atras
com resultados negativos. As amostras de soros foram cedidas pela soroteca do Laboratorio
de Leishmaniose e Doenga de Chagas, INPA, Amazonas - Brasil. Todas as amostras de soro
foram coletadas no periodo de novembro de 1985 a mar¢o de 1996 e manipuladas de acordo
com normas de biosseguranca (COSTA, 2000) e seguindo as normas do comité de ética para a
realizacdo de pesquisas em humanos (Processo aprovado no. 042/2006 CEP-INPA).

Na tabela 3 encontram-se discriminadas informagdes individuais quanto aos dados
demograficos, tempo de evolucdo e formas clinicas dos pacientes com Leishmaniose
Tegumentar utilizados neste estudo.

As amostras de soros foram divididas em grupos caracterizados como:

1. Experimentais:

l.a. Amostra de soro de pacientes com diferentes formas clinicas da LTA (LC,
LMC);

1.b. Amostras de soros de pacientes nos quais foram feitos teste intradérmico;

1.c. Amostras de soros de pacientes nos quais ndo foram feito teste intradérmico;
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2.Controles (Tabela 1):

Controles negativos:

2.a. Voluntarios sem antecedentes de nenhum tipo de lesdo cutanea ocasionada

por Leishmaniose sem teste de Montenegro;

2.b. Voluntarios sem antecedentes de nenhum tipo de lesdo cutdnea ocasionada

por Leishmaniose com teste de Montenegro negativo;

Controles positivos:

2.c. Amostras

de soros

de pacientes com lesdes diagnosticadas como

Leishmaniose cutanea com cura espontanea ou por tratamento e teste de Montenegro positivo;

Tabela 1. Caracteristicas dos grupos controle do teste sorologico.

N° registro grupo Idade Sexo Logradouro Ocupacao OBS.
controle (anos)

Controles negativos
- Grupo 1
CTNI1 22 F  Zona Oeste Estudante de veterinaria
CTN2 43 F  Zona Norte Técnica de laboratorio
CTN3 36 F  Zona Norte Técnica de laboratorio
CTN4 36 F  Zona Sul Servigos gerais
CTNS 45 F Zona Pesquisadora *
CTN6 21 M  Zona Oeste Estudante
CTN7 25 M  Zona Leste Estudante
CTNS 45 M  Zona Norte Técnico de Laboratorio *
CTN9 54 F  Zona Leste Pesquisadora
CTNI10 23 F  Zona Sul Farmacéutica
CTNI11 54 M  Zona Sul Professora
CTNI12 54 M Zona Sul Técnico de Laboratorio *
- Grupo 2
CTNI13 50 M  Zona Leste Técnico de Laboratoério  campo
CTN14 56 M  Zona Leste Técnico de Laboratério  campo
Controle Positivo
MHOM/BR/95/IM4103 36 F Zona Norte  Doméstica
MHOM/BR/95/IM4106 36 F BR174 Industriario
MHOM/BR/95/IM4203 26 M Reserva Ducke Caminhoneiro
MHOM/BR/95/IM4231 16 M AMO10 Jardineiro
MHOM/BR/95/IM4256 20 F AMO10 Estudante

Grupo 1: Individuo negativo para Leishmaniose Tegumentar Americana sem ter realizado teste de
IDRM; Grupo 2: Individuo negativo para Leishmaniose Tegumentar Americana com teste de IDRM
negativo; * Individuos com provavel contato com o parasita devido sua ocupacao profissional; M: sexo

masculino; F: Sexo feminino.
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3.2. TECNICAS SOROLOGICAS

3.2.1 Preparacio dos antigenos soluaveis:

Os antigenos utilizados na pesquisa foram obtidos das formas promastigotas das
espécies L. (L.) amazonensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) naiffi e L. (V.) braziliensis (Tabela 2),
cultivadas em meio RPMI (SIGMA- 1640), suplementado com 10% de soro bovino fetal
(SFBI) [Cultilab, Campinas, BR], 1% de antibidtico (200U/mL de penicilina e 200 pg/mL de
estreptomicina) ¢ 1% de L-glutamina (Gibco BRL-Life Technologies, New York, USA) a
25°C até atingirem a fase estacionaria. Os parasitas (10°) foram colhidos, lavados por
centrifugacdo em solu¢do salina tamponada com fosfato (PBS pH 7,3). O precipitado final foi
suspenso em tampao de lise (solu¢do contendo EDTA 0.2M pH 8.0; Tris 1.0M pH 7.3; NaCl
2.0M e agua tridestilada q.s.p.) contendo inibidores de protease (Iodoacetamina 1mM, O-
fenantrolina ImM e Fluoreto fenil-metil-sulfonil - PMSF ImM). Em seguida, os parasitas
foram submetidos a trés ciclos de congelamento (N, liquido-196°C)/descongelamento (banho-
maria, 37°C). O lisado foi centrifugado a 39500g por 10 minutos. O sobrenadante foi colhido,
a concentragdo protéica determinada pelo método de Bradford (1976) e estocado a -20°C até

0 momento do uso.

Tabela 2. Origem e identificacdo das espécies de Leshmania utilizadas neste estudo.

Designagio” Espécies Origem Geografica
MHOM/BR/75/IM4147 L. (Viannia) guyanensis Par4, Brasil
MHOM/BR/75/IM2903 L. (V.) braziliensis Para, Brasil
MHOM/BR/00/IM2773 L. (V.) naiffi Amazonas , Brasil

MHOM/BR/77/LTB0016  L.(Leishmania) amazonensis ~ Bahia, Brasil

"Designagio original: Hospedeiro [M=Mammalia;, HOM=Homo sapiens/pais de
origem/ano de isolamento/c6digo original.
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3.2.2 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

3.2.2.1 Reacio enzimatica:

Placas de poliestireno (Nunc Denmark, Maxi Sorp), com 96 pogos foram
sensibilizadas com 2,5ug/mL de antigeno em 100uL/po¢o de Tampao Carbonato (pH 9,6),
sendo incubadas por 18 horas a 4°C em camara umida e, em seguida lavadas quatro vezes
com Solugcdo de Lavagem (ST) contendo 0,05% de Tween-20 e 0,9% de NaCl.
Posteriormente os sitios remanescentes das placas foram bloqueados com 150uL/poco com
Tampao de Bloqueio contendo com 2% de leite Molico desnatado e incubadas durante 30
minutos a 37°C em camara umida, sofrendo quatro lavagens posteriores com ST. As
amostras de soro foram adicionadas (100uL/pogo, em duplicata) nas diluicdes de 1/10, 1/20,
1/40, 1/80 em Tampao de incubagdo (PBSCT) contendo 0,05% de Tween 20 e 0,25% de
Leite Molico desnatado. Apods incubagdao por 30 minutos a 37°C, as placas foram lavadas e
nelas adicionado o conjugado imunoenzimatico (anticorpos policlonais SIGMA) anti-IgG (A-
0293), IgM (A-0420), IgE (A-9667) ou IgA (A-0295) humana produzidos em cabra, ligados a
peroxidase, na diluicdo de 1:40.000, 1:50.000; 1: 10.000 e 1:5.000 em PBSCT
respectivamente, no volume de 50uL/pogo, sendo posteriormente incubadas por 30 minutos a
37°C. Em seguida, as placas foram lavadas novamente, sendo adicionado o substrato
enzimdtico contendo orto-fenilenodiamina (OPD) [SIGMA P5412-100TAB] em tampao
Citrato de Sddio/acido citrico, pH 5 e 4uL de H,O,, (50ulL/pogo). Apods o desenvolvimento da
cor por 15 minutos, a reac¢do foi interrompida com H,SO, 4N e a leitura efetuada em leitor de

microplaca (BIO TEK) a 492nm.
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3.2.2.2 Calculo do limiar de reatividade (“cut-off”)

O “cut-off’, ou limiar de reatividade, definido com a técnica de ELISA, foi
determinado a partir dos resultados obtidos com as amostras de soros humanos
comprovadamente negativos em comparagdo aos de resultados positivos. Os ensaios de
ELISA foram feitos em duplicata e em diferentes dias, para comprovar a reprodutibilidade
dos resultados. Foi utilizado o célculo de média da DO de no minimo 10 amostras de soros
negativos, somado a duas vezes o desvio padrdo. Acima dos valores calculados foi
considerado como positivo. Assim, baseado na distribuicdo das freqiiéncias dos titulos

definimos, para cada antigeno utilizado, o valor limite considerado como positivo nos testes.

4. RESULTADOS

Neste estudo foram avaliados os resultados obtidos quanto & andlise clinica,
parasitolégica e imunoldgica de 36 pacientes com Leishmaniose Tegumentar Americana
causada por L. (V.) guyanensis. Deste total analisado, 33 apresentavam a forma cutanea e trés
com a forma mucocutanea contigua (Tabela 3).

Dos 36 pacientes com L (V.) guyanensis, sete (19,44%) eram do sexo feminino ¢ 29
(80,56%) do sexo masculino (Figura 2).

Figura 2. Percentual de casos de Leishmaniose Tegumentar Americana por

Leishmania (Viannia) guyanensis agrupados por sexo.

Do total de casos de LTA por L. (V.) guyanensis, 91,6% (33/36) apresentavam a
forma cutanea e 8,4% (3/36) a forma mucosa contigua. Dos 33 pacientes que apresentavam
leishmaniose cutanea, 29 (29/33, 87,87%) tinham lesdes com tempo de evolugdo entre 15 e 90

dias e quatro (4/33, 12,12%) entre 120 e 240 dias.
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Quanto a forma cutanea 21,21% (7/33) eram do sexo feminino e 78,78% (26/33)
masculino. Os casos de LTA foram também agrupados pela faixa etaria de acordo com a
classificagdo segundo a Secretaria de Assisténcia a Satade (MSB, 1993).

Tabela 3. Dados demograficos, tempo de evolucdo e formas clinicas dos pacientes com

Leishmaniose Tegumentar.

Registro por Area de provavel Tempo
No. registro da IDRM Forma area de infecciao (Manaus, lesao
amostra/codigo OMS* IDADE SEXO (mm) clinica Transmissao AM) (meses)
MHOM/BR/89/IM3597 7 F 10,0 x 10,8 Mu 7 AMO10 km 77 12
MHOM/BR/93/IM3991 33 M 46,0 x 60,2 Mu 19 BR174 kml45 8
MHOM/BR/95/IM4094 23 M 4,0x 4,0 Mu Rio Javarim 12
MHOM/BR/95/IM4190 20 M - C 3 AMO10 km42 4
MHOM/BR/95/IM4207 26 F 7,0 x 8,0 C 5 Reserva Ducke 26km 0,5
MHOM/BR/95/IM4139 44 M - C 15 BR174 ZF3 km42 0,5
MHOM/BR/94/IM4017 38 M 28,0 x 28,0 C 13 BR174 ZF2 km23 1
MHOM/BR/95/IM4106 36 F 11,0x 12,5 C 13 BR174 km23 1
MHOM/BR/95/IM4203 26 M 10,8 x 10,8 C 5 Reserva Ducke km26 1
MHOM/BR/95/IM 4217 23 M 9,5x9,5 C 17 BR174 km100 1
MHOM/BR/95/IM4231 16 M 8,8x 8,8 C 7 AMO10 km77 1
MHOM/BR/95/IM 4213 26 M - C 4 Sta Etelvina- Manaus 1
MHOM/BR/95/IM 4225 26 M - C 4 Monte Sidio- Manaus 1
MHOM/BR/95/IM 4227 21 M - C 3 JorgeTexeira Manaus 1
MHOM/BR/96/IM4248 20 M - C 1 Japiim- Manaus 1
MHOM/BR/05/IM5292 30 F - C 2 S. Jorge- Manaus 1
MHOM/BR/95/IM4216 30 M - C 14 BR174 km36 1,5
MHOM/BR/95/IM4115 30 M - C 5 Reserva Ducke km26 1,5
MHOM/BR/95/IM4135 38 M 9,5x10,3 C 15 BR147 m 42 1,5
MHOM/BR/95/IM4219 23 M 9,1 x9,1 C 7 AMO10 km77 1,5
MHOM/BR/95/IM4222 52 F 7,0 x 10,3 C 4 AMO10 km47 1,5
MHOM/BR/95/IM4224 17 M 8,0x9,1 C 3 AMO10 km42 1,5
MHOM/BR/95/IM4114 40 M 6,0x7,5 C 5 Reserva Ducke Km26 2
MHOM/BR/95/IM4145 19 M 5,0x 5,0 C Janauaca 2
MHOM/BR/96/IM4256 20 F 6,8x7,6 C 5 AMO010 km60 2
MHOM/BR/95/IM4110 14 M - C 3 AM 010 km 42 2
MHOM/BR/95/IM4152 21 M - C 2 AMO010 km30 R4 2
MHOM/BR/95/IM4186 29 M - C 3 JorgeTexeira Manaus 2
MHOM/BR/95/IM4212 38 M - C 2 BR174 km39 3
MHOM/BR/95/IM4103 36 F 25,0x 31,0 C 4 Sta Etelvina Manaus 3
MHOM/BR/95/IM4107 20 M 33,0x 62,5 C 18 BR174 km126 3
MHOM/BR/95/IM4198 17 M 75x 7,5 C 5 Reserva Ducke km26 3
MHOM/BR/95/IM4228 36 M 8,0x 12,0 C 3 JorgeTexeira Manaus 3
MHOM/BR/95/IM4108 25 M 10,0 x 10,0 C 1 AM 010 km 20 5
MHOM/BR/95/IM4143 17 M - C 6 AMO10 km68 5
MHOM/BR/95/IM4147 27 M 11,5x 11,5 C 16 BR174 km70 8

*Codigo da OMS (Organizagdo Mundial de Saude). Designagdo original: Hospedeiro (M=Mammalia;.
HOM=Homo sapiens/pais de origem/ano de isolamento/c6digo original). (-): Nao foi realizada a IDRM; M:
sexo masculino; F: sexo feminino; Mu: forma mucosa contigua; C: forma cutanea;
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Do total de casos de LTA em individuos do sexo feminino, foi descrito um caso
(14,29% - 1/7) em crianga (1-12 anos) com idade de sete anos e 85,71% (6/7) na faixa etaria
adulta (20-59 anos). Do total de individuos do sexo masculino, verificou-se um caso (3,4% -
1/26) em pré-adolescente com 14 anos de idade; 17,24% (5/26) na faixa etaria adolescente

(15-19 anos) e 79,32% (23/26) em adultos (Figura 3).

Figura 3. Percentual de casos de Leishmaniose Tegumentar Americana causado por

Leishmania (Viannia) guyanensis de acordo com sexo, faixa etdria e forma clinica.

Quanto ao total de casos de LTA por L. (V.) guyanensis (diagnosticados no
Laboratério de Leishmaniose e Doenga de Chagas, no periodo de novembro de 1985 a marco
de 1996), distribuidos por faixa etaria (MSB, 1993) independente da forma clinica e sexo,
verificou-se maior ocorréncia na faixa etaria adulta com 80,55% (29/36), considerada a mais

produtiva (Figura 4).

1-2,77%
W-2,77%

-13,89%

IV - 80,55%

Figura 4. Distribuicdo em percentual dos casos de Leishmaniose Tegumentar Americana
diagnosticados no Laboratorio de Leishmaniose e Doenga de Chagas, no periodo de
novembro de 1985 a marco de 1996 por faixa etaria segundo o Ministério da Satude (1993).
Faixa I (crianca): 1-12 anos; Faixa II (pré-adolescente): 12 a 15 anos; Faixa III (adolescente):

15 a 19 anos; Faixa IV (adulto): 20-59 anos e Faixa V (maduro): mais de 60 anos.
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Todos os pacientes com a forma cutanea que fizeram exame direto por escarificagao
tiveram resultado positivo, sendo que 36,36% (12/33) apresentavam lesdo unica; 54,54%
(18/33) com duas a nove lesdes ¢ 9,1% (3/33) com mais de 10 lesdes, sendo 19 o nimero
maximo de lesdes apresentadas por paciente no grupo estudado. Todos os trés casos de lesoes
mucosas foram também positivos ao exame direto em impressdo de lamina corada pelo
método de Giemsa e apresentaram lesdes cutaneas (um, trés e 11 anos) antes de
desenvolverem a forma mucosa.

Os 57,57% pacientes, com a forma cutanea de L. (V.) guyanensis que fizeram a IDRM,
apresentavam lesdo cutanea e tiveram reagdo positiva com resultados de enduragdo variando
de 5,0 x 5,0 mm e 33,0 x 62,5 mm. Pacientes altamente reativos na IDRM (acima de 15 mm
de enduragdo) apresentaram lesdes multiplas e a detecgdo de parasitas ao exame direto foi
dificultosa ~ (MHOM/BR/94/IM4017,  28x28mm; MHOM/BR/95/IM4103,25x3 1mm;
MHOM/BR/95/IM4107, 33x62,5mm).

36 pacientes infectados por L. guyanensis,de acordo com o histoérico individual, ¢
sugestivo que a transmissao da doenca tenha ocorrido em dreas com caracteristicas rurais
(Figura 5), distribuidas ao longo das rodovias AM010, BR174 e 4reas de reserva (Reserva

Ducke).

Cidade de
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Figura 5. Mapa do municipio de Manaus com casos de Leishmania (Viannia) guyanensis
distribuidos por localidade. As legendas representadas por numeros encontram-se
discriminadas na tabela 4 e foram agrupadas de acordo com as areas de transmissdo (zonas da

cidade de Manaus, Rodovias AM010 e BR174). Mapa do Google earth/Landsat.

Quanto a ocorréncia de casos de LTA em relagcdo a profissdo/ocupagao/atividade
verificou-se um maior nimero de casos em estudantes, pedreiros e técnicos de laboratorio,
procedentes de areas rurais de Manaus, principalmente de moradores das estradas AM-010 e

BR-174 (Figura 6).
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Figura 6. Distribuicdo de casos de Leishmaniose Tegumentar Americana quanto a

profissdo/ocupacao/atividade.
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1. Estudo de casos de trés pacientes com Leishmaniose mucosa contigua causadas por

L. (V.) guyanensis (MARZOCHI, 2001; NAIFF, 1998).

Dentre os trés pacientes que apresentaram lesdo mucosa, um (MHOM/BR/95/IM4094)
com co-infeccdo com HIV ndo apresentou reatividade ao teste IDRM, os outros dois
(MHOM/BR/89/IM3597 ¢ MHOM/BR/93/IM3991) apresentaram-se reatores positivos com
enduracdo de 10,0 x 10,8 mm e 46,0 x 60,2 mm, respectivamente. Geralmente o que se
observa nos casos de forma clinica mucosa sdo individuos com uma resposta a IDRM
altamente reativa. Este dado confirmou-se na resposta de hipersensibilidade tardia (IDRM) no
paciente MHOM/BR/93/IM3991. Este ultimo altamente reativo era paciente do sexo
masculino que j& havia contraido LTA ha 10 anos atrds, tendo curado clinicamente,
apresentando alteragdes na regido nasal com dificuldades respiratorias a cerca de oito meses,

quando realizado o diagnostico.

MHOM/BR/89/IM3597: crianga do sexo feminino, sete anos de idade, com lesdo cutanea
suspeita de LTA (sem confirmacdo parasitolégica) no membro inferior esquerdo, usou
medicacdo (quatro inje¢des de benzetacil e glucantime) verificando-se cicatrizagdo da lesao
cutanea no periodo de um més. Um més apoOs a cicatrizagdo, observou-se o surgimento de
lesdo na mucosa nasal (alteragdes nas areas septais das narinas) e 12 meses depois buscou
diagnostico para esta infec¢do. Sua moradia refere-se ao bairro da Alvorada II em Manaus.
No entanto, a mesma visitava balneario no km 47 da AM 010. A maie relatou ocorréncia de
varios casos de LTA neste local. IDRM reativo, reisolamento do parasita de biopsia da

mucosa nasal em animal de laboratorio.

MHOM/BR/93/IM3991: adulto do sexo masculino, 36 anos de idade, agricultor,

apresentando lesdo mucosa na regido nasal. Em 1982 apresentou lesdo cutdnea no membro
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superior esquerdo, seguida de outras lesdes disseminadas pelo corpo, tratado com 50 doses de
glucantime. Onze anos depois notou surgimento de lesdo na mucosa nasal com incémodos
respiratorios e sintomas de sinusite. Morador do Km 452 da BR 147, acostumado a cacar. O
paciente apos uso de 70 ampolas de glucantime ainda apresentava atrofia e fibrose da cabega
do corneto inferior esquerdo, sem sinais de processo infeccioso nasal com mucosas integras
em fase de resolugdo da infeccdo. Paciente altamente reativo na IDRM, com presenca de
linfonodo regional infartado. Exame direto positivo e reisolamento do parasita de biopsia da

mucosa nasal em animal de laboratorio.

MHOM/BR/95/IM4094: adulto do sexo masculino, 23 anos de idade, operador de moto
serra, morador do bairro do Coroado III em Manaus, portador de HIV. Em 1986 contraiu LTA
no Rio Javari, AM, desenvolvendo cinco lesdes cutaneas distribuidas pelos membros
inferiores que cicatrizaram apos uso de 10 ampolas de glucantime. Trés anos apds o
tratamento, verificou-se a presenca de alteragdes na mucosa nasal, agravado apos trauma na
regido, aumentando assim o processo inflamatério. Em 1995 o paciente procurou
atendimento, apresentando uma lesdo na testa, uma no membro inferior direito, perfuragdo no
septo nasal e a regido nasal com edema e perfuracdes de septo. Paciente ndo reativo na IDRM,
exame direto negativo para lesio do membro inferior e da testa, e positivo para lesdo da

narina com reisolamento do parasita de bidpsia da mucosa nasal em animal de laboratorio.

2. Detecgdo do nivel de isotipos de imunoglobulinas pelo método de ELISA em individuos
humanos infectados por L. (V.) guyanensis:

Um total de 36 soros de pacientes com Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

foram testados para a presenga dos isotipos de IgG, IgM, IgA e IgE contra o antigeno

homologo.

xlv



As andlises sorologicas permitiram determinar niveis séricos de IgG e IGM em
individuos com a forma clinica cutanea ¢ mucosa de acordo com a diluigao dos soros. Niveis
de imunoglobulinas séricas IgE e IgA nao foram detectados pelo método utilizado.

Na figura 7, verifica-se os niveis séricos de IgG, numa diluicdo de 1:40 nos soros

controles (controle negativo e positivo) do teste.
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Figura 7. Niveis séricos de 1gG, na dilui¢do de 1:40 em soros de pacientes controles (Tabela

1.) do teste de ELISA.

Na figura 8, dos trés casos de forma mucosa contigua, verifica-se a presenga de niveis
detectaveis de IgG na diluicio de 1:40, em apenas um dos pacientes
(MHOM/BR/95/IM4094), que apresentava-se em fase destrutiva da mucosa nasal, com
lesdes cutaneas, portador de HIV e nao reator para IDRM. Os outros dois pacientes nao
produziram titulos consideraveis de IgG sérico. Quanto a deteccdo dos titulos de IgM, IgA e
IgE nestes pacientes, os valores encontrados de DO (densidade 6tica) foram considerados

negativos.
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Figura 8. Niveis séricos de IgG (em diferentes diluigdes) detectados pelo método de ELISA

em pacientes com a forma clinica mucosa contigua de Leishmaniose causada por Leishmania

(Viannia) guyanensis. Valores de Cut-off em diferentes dilui¢cdes 1:10 = 0,026; 1:20=0,0056

1:40=0,0062 e 1:80=0,023166.

Na figura 9, observam-se os niveis séricos de IgG em trés dilui¢des (1:20, 1:40 e 1:

80) de 12 pacientes com a forma cutinea de L. (V.) guyanensis, que nao realizaram

intradermorreacdo. Nota-se resposta humoral em alguns destes casos com produgdo de niveis

de IgG variaveis.
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Figura 9. Titulos de IgG pelo método de ELISA de casos de Leishmaniose

Tegumentar em individuos que ndo realizaram a intradermoreagdo. Valores de Cut-off em

diferentes dilui¢des diluigao 1:20: 0,0066; 1:40: 0,0037; 1:80: 0,0025.
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Resultados sorolégicos foram agrupados graficamente de acordo com os valores de
enduragdo obtidos pela IDRM. Apesar de observada variagdo individual quanto a produgdo de
anticorpos nos casos de leishmaniose cutanea, nao verificou-se relacio direta com a resposta
ao teste intradérmico, apesar dos niveis detectaveis de IgG ou niveis um pouco mais reduzidos
deste isotipo em individuos com valores elevados no teste intradérmico (Figura 10). No
entanto, a amostragem foi pequena para que se possa discutir a relagdo dos niveis humorais de
anticorpos em pacientes com L. (V.) guyanensis com a resposta de hipersensibilidade tardia.

N3o foi detectada a presenca de niveis de imunoglobulinas IgE no soro destes pacientes.
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Soro de pacientes

Figura 10. Titulo de IgG (diluigdo 1:20) pelo método de ELISA de casos de Leishmaniose
agrupados de acordo com os valores de enduracdo obtidos pela IDRM. Valor do Cut-off na

diluigdo de 1:20 : 0,006.

Na tentativa de relacionar os niveis de produgdo de IgG com a fase da doenga na
figura 11 observa-se que pacientes em fase cronica apresentaram baixos valores séricos deste
isotipo.

Na Figura 12 observa-se os niveis séricos de IgM na diluicdo de 1:20, em pacientes
com a forma cutanea de L. (V.) guyanensis, que apresentavam evolucdo da doenca entre 15
dias e oito meses. Além de reduzidos niveis de IgM, ndo verificou-se relagcdo direta com o

tempo de evolucdo da lesdo.
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Na figura 13 verifica-se comparativamente os niveis séricos de imunoglobulinas IgG e
IgM em individuos que desenvolveram a forma cutanea, com relagdao ao tempo de evolugao.
Apesar do reduzido nimero amostral observa-se o aumento dos niveis de IgG em relagdo a
IgM em alguns dos pacientes com 1 més de infeccao.

Na figura 14 observam-se os baixos niveis séricos de IgG e [gM em pacientes com a
forma mucosa, com excecdo do paciente IM4094, HIV positivo, IDRM negativo e que

produziu niveis mais elevados de IgG.

Figura 11. Titulos de IgG na diluicdo de 1: 20, pelo método de ELISA de casos de
Leishmaniose Tegumentar em individuos em fase aguda e crdonica. Valor do Cut-off na

diluig¢ao de 1:20: 0,005.
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Figura 12. Titulos séricos de IgM na dillui¢do de 1:20, em pacientes com a forma cutanea de
L. (V.) guyanensis, que apresentavam evoluc¢ao da doenga entre 15 dias e oito meses. Valor do

Cut off na dilui¢ao de 1:20: 0,004
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Figura 13. Niveis séricos de anticorpos (IgG e IgM) na dilui¢do de 1:40 em pacientes
infectados com a forma cutanea de Leishmania (Viannia) guyanensis. Valor do Cut-off na

diluicao de 1:40 para IgM: 0,0019 ¢ 1gG: 0,005.
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Figura 14. Niveis séricos de anticorpos (IgG e IgM) na diluicdo de 1:40 em pacientes
infectados com a forma mucosa de Leishmania (Viannia) guyanensis. Valor do Cut-off na

diluicao de 1:40 para IgM: 0,0019 e IgG: 0,005.



5. DISCUSSAO

O diagnostico da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) em areas endémicas
freqiientemente ¢ baseado nos aspectos clinicos, algumas vezes combinados com exames
parasitologicos e/ou imunologicos, nem sempre eficazes.

Os métodos tradicionais de diagndstico da LTA envolvem a detec¢ao de amastigotas
nos exames de esfregago e histopatologico de tecidos e cultura de promastigotas
(parasitolégicos). Os métodos indiretos de diagnosticos sao os imunoldgicos que incluem a
sorologia e o teste intradérmico. Estes testes sdo realizados com a utilizagdo de parasitas
integros ou extratos, constituindo-se como uma valiosa ferramenta no diagnodstico da LTA.

A técnica empregada no presente trabalho foi de ensaio imunoenzimeatico - Elisa.
Esta técnica utiliza extratos do parasita ¢ o antigeno ¢ aplicado em solucdo bruta. A
leishmaniose vem ocorrendo de forma endémico-epidémica apresentando diferentes padrdes
de transmissao, relacionados ndo somente a penetracdo do homem em focos silvestres, mas
freqiientemente ocorre em areas de expansdo de fronteiras agricolas. Tem-se evidenciado a
presenca da doenga em areas de colonizagdo antigas. Nestas, ¢ possivel que tenha havido
adaptacao dos vetores e reservatorios a ambientes modificados. A doenga ¢ um importante
problema de satde publica pela sua magnitude e transcendéncia .

Neste trabalho um total de 36 soros de pacientes, com diagnostico clinico e portador
de lesdes compativeis com leishmaniose tegumentar causada por L. (V.) guyanensis, foram
analisados, demonstrando maiores prevaléncias para o sexo masculino e nas faixas etérias
entre 20 ¢ 59 anos, principalmente nas estradas AM- 010 e Br-174, possivelmente estao
relacionadas a uma maior exposicao desses individuos aos vetores nas suas atividades de lazer

e nao laboral como ¢ caracteristico desta infecgao.
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Segundo Name et al. (2005), a leishmaniose mucosa contigua pode ocorrer em
qualquer idade, sendo mais freqiiente em individuos entre vinte e quarenta anos, devido ao
tempo de evolugdo da doenga. O acometimento mucoso ocorre em 1/3 dos casos, o que
explica a presenga de apenas trés (8,4%) paciente relatados neste estudo. Geralmente esta
forma se manifesta tardiamente (dois a dez anos apos o inicio da infec¢do) do mais comum
em pacientes com idades acima de trinta anos, no entanto verificamos a presenca de um
paciente com apenas sete anos de idade e que ja desenvolvia a doenga a um ano.

Segundo Passos et al. (1993), o maior nimero de leishmaniose tegumentar americana
entre homens e adultos sugere transmissdo extradomiciliar em populagdo economicamente
ativa, enquanto essa ocorréncia entre mulheres, criangas e pessoas com ocupacao nio agricola
sugere a transmissao intra e/ou peridomiciliar, além do que, o baixo nimero de casos no sexo
feminino indica que ndo estd havendo urbanizagdo da doenca, que ainda mantém carater
essencialmente de ciclo silvestre.

A verificacdo da maioria dos pacientes com lesdo Unica, nos membros superiores
e/ou inferiores com um tempo médio de evolucdo da doenga de 30 dias confirmam dados
observados por Rosen (1994) e por Guerra (2003).

No aspecto laboral, os individuos com atividade nas proximidades ou em contato
direto com a floresta apresentam maior nimero de casos (CASTRO et al., 2002). Porém esta
relacdo direta dos casos de LTA com a atividade profissional ndo foi observada neste estudo
(Figura 6), alguns desses casos, principalmente em estudantes e técnicos que desenvolviam
atividades profissionais em campo, assim como, operador de moto-serra e militar
apresentaram infeccdo em decorréncia da exposi¢do em area de mata. Na maioria dos casos
verifica-se que a infec¢do geralmente ocorre devido a atividades de lazer, como a visitagdo a

balnearios em igarapés proximos a areas devastadas em ambientes rurais. Essas notificacdes
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de pessoas com contagio de LTA devido a atividades de lazer também ocorrem em outras
regides do Brasil (CASTRO et al., 2002).

A infeccdo por Leishmania normalmente, leva a indugdo de resposta imune
complexa, caracterizada tanto por reagdes mediadas por células como pela produgdo de
anticorpos. A natureza da resposta imune celular desempenha um papel fundamental na
determinagdo da resposta imune humoral pela producdo de isotipos especificos de
imunoglobulinas (RODRIGUEZ et al., 1996). Diferentes fases da doenga em que se
encontram os pacientes no momento do diagnoéstico clinico podem ser fatores determinantes
para diferenciar titulos de anticorpos. Entretanto, a determinagdo de anticorpos nao pode ser
usada isoladamente para o diagndstico da leishmaniose tegumentar em areas endémicas.
(CHIARI et al., 1973 a, b MENDONCA et al., 1988).

Em LTA, a forte imunidade mediada por células e a predominancia de isotipos IgG
nas leishmaniose cutdneas tem sido associadas ao perfil de resposta Thl (CASTES et al.,
1983; CARVALHO et al., 1985). Neste estudo detectou-se a classe IgG anti-Leishmania
presente na maioria das amostras de soros de pacientes com LTA (Figura 9), confirmando
dados da literatura.

Alguns trabalhos da literatura demonstram que existe uma correlagdo positiva entre
altos indices de IgE e a reacdo de Montenegro, sugerindo que estes anticorpos participam do
processo de imunorregulacdo na leishmaniose cutanea. Além disso, Rocha et al. (1999)
detecta em pacientes nos estagios iniciais de LC, maior produ¢do de IL-10 em detrimento de
IFN-y, ocorrendo troca deste perfil ao longo da evolu¢do da doenga, onde citocinas
proinflamatorias passam a ser predominantes. No entanto, apesar de 29 dos 36 pacientes
estarem em fase inicial da doenca e 19 pacientes terem tido reacdo de Montenegro positiva,

niveis significativo de isotipos de IgE nao foram detectados.
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Pacientes com LM costumam apresentar IDRM exacerbada com varios centimetros
de enduragdo, o que se confirmou no paciente MHOM/BR/95/IM3991, o qual apresentou
maior enduragdo verificada neste estudo, e negativados em pacientes soropositivos para HIV,
dado confirmado no pacientes MHOM/BR/95/IM4094, com IDRM negativo e soropositivo
para HIV (figura 6), assim como altos titulos de anticorpos da classe IgG anti-leishamania,
que nao sdo anticorpos protetores (CRUZ et al., 1992)

Dados da literatura demonstram que niveis de IgM se correlacionam com a fase
inicial da LTA, assim como altos niveis de IgA estdo relacionados com comprometimento
mucoso (LABRADA, et al., 1989). Embora muitos dos pacientes apresentassem pouco tempo
de evolugdo das lesdes, altos niveis de anticorpos da classe IgM ndo foram detectados, assim
como ndo foram detectados niveis significativos de IgA em pacientes com lesdo mucosa,
diferindo assim de dados da literatura.

Os testes soroldgicos detectam anticorpos anti-Leishmania circulantes no soro dos
pacientes com titulos geralmente baixos.. Nas lesdes ulceradas por L. (V.) braziliensis a
sensibilidade do ELISA esta em torno de 70% no primeiro ano da doencga; enquanto que nas
lesdes por L. (V.) guyanensis a sensibilidade ¢ menor. Alguns pacientes sdo persistentemente

negativos.
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6. CONCLUSOES

A andlise dos casos de Leishmaniose tegumentar causada por L. (V.) guynensis nos
permitiu concluir que:

No municipio de Manaus ¢ possivel identificar a provavel existéncia de dois padroes
epidemiologicos da transmissao da LTA. O padrao cléssico, com o acometimento principal-
mente de adultos, de homens, de lavradores, ao lado de um novo padrao, com aumento do
acometimento de mulheres, de faixa etaria heterogenias e de profissao nao relacionadas com
atividades na mata, e procedentes de regides metropolitanas;

AIDRM ¢ um método auxiliar no diagnostico que deve ser analisado cuidadosamente
principalmente quando realizados em primoinfec¢ao e em formas mucosas e forem considera-
dos negativos.

A andlise comparativas dos dados obtidos no presente estudo permitiu concluir que:

A técnica soroldgica pelo método de ELISA utilizando como substrato o OPB ¢ sen-
sivel para detectar a presenca das imunoglobulinas séricas de IgG e IgM em humanos infecta-
dos com a Leishmania (Viannia)guyanensis;

Verificou-se que a infeccao pela Leishmania (Viannia) guyanensis leva a producao
de baixos niveis de IgG e IgM, nao devendo ser considerada como método util no diagndstico

e sim como acompanhamento da evolugao da infecg¢ao.
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