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RESUMO

A hipersensibilidade do tipo retardado a PPD e tricofitina, bem como a capa-
cidade de sensibilização ao DNCB, foi estudada em l0 pacientes portâd.ores de
leishmaniose visceral antes e após o tratamento com antimonial pentavalente, e
em 10 indivíduos que constituiram o grupo controle. Ausência de resposta aos
testes intradérmicos com PPD e tricofitina foi documentada em g dos 10 pacien-
tes com calazar em atividade e, somente em 2 casos, a habilidade de sensibilÍzaçâo
com DNCB foi observada. Avaliação dos mesmos testes imediatamente após a cura
da doença revelou que 5 de 7 pacientes tiveram habilidade de responder pelo me-
nos a um dos antÍgenos. No grupo controle 4 de 10 pacientes tiveram uma respos-
ta positiva a um dos antigenos inoculados e ern 5 houve sensibitização com o
DNCB. A elevada freqüência de ausência de resposta a testes intradérmicos duran-
te a fase ativa da leishmaniose visceral traz a possibilidade de que, aliado à Cles.

nutriçáo e à baixa faixa etária, fatores relacionados com a presença do parasito
possam interferir na resposta imunológica do hospedeiro.

cDU 616.993 .161

Os portadores de leishmaniose visceral ha-
bitualmente apresentam-se com hipergamaglo-
bulinemia e se mostram incapazes de respon-
der a testes cutâneos com os antígenos de
Leishmânias,r3,r4. É de conhecimento mais re.
cente, a possibilidade de haver uma depressáo
da imunidade celular nesses pacientes; é que se
tem registrado diminuição de linfócitos em
áreas T dependentes de linfonodos 16, assim co-
mo baixa de resposta linfoproliferativa "in vi-
tro" ao estímulo com a fitohemaglutinina o. Enl
tretanto, o real papel da imunidade celular nd,

leishmaniose ainda não se definiu, necessitan-
do, pois, de melhores estudos.

INTRODUCÃO

(")

(1)

(2)
(3)

R'ealizado com o âuxÍlio do Conselho Nacional de Ðesenvolvimento CientÍfico e Tecnológico - CNpq - 
projeto

2222.8'748/80, do National Institute of Health (.Ar 16282) e do CEDRE - centro de Estudos d.e Doenças Regronais
Médico R'esidente do Hospital Prof. Edgard Santos - Faculdade de Medicina da Universidad.e Fed.eral da Bâhia.
Salvador, Brasil
Professor Titular de Doenças Infecciosas e Parasitá¡ias da Faculdade de Medicina da Universidad.e Federal da Bahia
Professor Assistente da Faculdado de Medicina da universidade Federal da Bahia

No presente trabalho foram realizâdos tes-
tes com variados antígenos, para a determina-
çáo de hipersensibilidade do tipo retardado, em
indivíduos com leishmaniose visceral, antes e
imediatamente após o tratamento da doença.
Estes dados foram comparados com as respos-
tas de indivíduos que compuseram um grupo
controle, e com a resposta linfoproliferativa "in
vitro" à fitohemaglutinina.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi fundamentado na
anáIise de dois grupos de indivíduos: a) dez pa-
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cientes internados no Hospital Prof. Edgard
Santos e no Hospital Martagão Gesteira, os
quais apresentavam quadro clínico e laloorato-
lial de leishmaniose visceral e em todos eles o
diagnóstico foi confirmado através do encon-
tro de leishmânias na medula óssea. Não ocor-
reram associações mórbidas importantes nestes
pacientes. Todos eram procedentes do interior
do Estado da Bahia, com idade variando de
dois a 20 anos. Quatro eram do sexo masculi-
no. Nove eram pardos e um preto. Em oito
pacientes havia sinais de desnutriçã,o. Sete nun-
ca haviam recetrido tratamento específico e três
já tinham usado, irregularmente, antimonial
pentavalente, sem contudo haver cura parasito-
lógica; b) Dez pacientes internados no Hospital
Edgard,:Santos, portadores de patologias cirúr-
gicas nã,b infecciosas e que se constituiriam no
grupo iontrole. Estes pacientes foram pareados
em sexo, idade e estado nutricional aos 10 pa-
cientes do grupo em estudo.

Visando detectar hipersensibilidade do tipo
retardado procedeu-se da seguinte forma: 1)
grupo de pacientes com leishrnaniose visceral

- estes foram testados antes e uma semana
após o tratamento com o antimonial pentava-
lente, cujo resultado foi considerado eficaz; 2)
grupo controle - testados somente uma vez.

Empregaram-se os seguintes antígenos: tri-
cofitina, proveniente do Alergofar, Rio de Ja-
neiro, preparado a partir do antígeno bruto nu-
rrla solução 1,,2100 e usado na dose de 0,1 ml;
atrtígeno contendo 5.10r de promastigotas de
t. braziliensis, empregado na d.ose d.e 0,1 ml,
fo¡necido pelo Instituto de Patologia Tropical
de Goiânia; PPD Rt 23 (5 þlmD fornecid.o pelo
Laboratório Merck, utilizado na dose de 0,1 ml.
Estes antígenos foram injetados intradermica-
mente na face anterior do antebraço.

Visando avaliar a capacidade de sensibiliza-
ção a um novo antígeno foi utilizado o dinitro-
clorobenzeno (DNCB) fornecido pelo Laborató-
rio Merck, constituÍdo de um primeiro disco ,4.

de sensibilização, contendo 2 mg e de um disco
B de resposta imune contendo 100 pg de antíge-
no. Os discos foram aplicados na face interna
dos braços, protegidos com esparadrapo; o in-
tervalo de aplicação entre os discos de sensibi-
lizaçáo e os de resposta imune foi de duas se.
manas. Realizaram-se as leituras 48 horas após
a injeçáo dos antígenos.

A leitura dos resultados, no caso dos testes
intradérmicos se fez através da mensuração do
diâmetro transversal da pápu1a formada, de
tal forma que.considerou-se-como não reator
O-4mm; como reator fraco 5 a I mm; e reator
forte acima de 10 mm.

Com relaçáo ao DNCB a reação cutânea lo-
cal representada por eritema indicava um Ees-
te positivo qualificado em (*); eritema e pápu-
la (-l-+); eritema, pápula e vesícula (++). O
teste era negativo quando náo havia reação.

A resposta linfoproliferativa .,in vitro" à
fitohemaglutinina foi realizada com linfócitos
obtidos do sangue periférico separados através
de gradiente de centrifugação usando Ficoll-hy-
paque 7. Após lavagem com meio RFMI 1640
(proveniente da Grand fsland Biological Com-
pany) as células eram ajustadas à concentraçáo
de 1 x 100 em RPMI suplementadol com l5% de
soro AB *. Para se obter as necessárias cultu-
ras, 0,2 ml contendo 2 x 10s células foram colo-
cadas erq placas de microtitulação apropriados
em triplicatas. A seguir, procedeu-se ao estÍmu-
lo dessas células com fitohemaglutinina (Sig-
ma) com diluição final variando de 1:10 a 1:100.
Após 72 horas, adicionava-se a H:-timidina nas
últimas 4 horas da cultura e posteriormente
avaliava-se a incorporação do radioisótopo em
contador de cintilação.

RESULTADOS

Os achados clínicos, laboratoriais e a res-
posta aos testes de hipersensibilidade do tipo
retardado dos dez pacientes estudados encon-
tram-se na Tabela I.

Quando da admissão observou.se que todos
os pacientes estavam anêmicos, com o hemató-
crito se fixando em média de 24,3Vo. Oito apre-
sentavam-se leucopênicos. Hiperglobulinemia foi
um achado em sete dos nove pacientes. Três
enfermos não se curaram com terapia antimo-
nial (casos 3, 4, 9). Os doentes 3 e 4 foram
posteriormente tratados, com sucesso, com an-
fotericina B e o paciente 9 faleceu.

Durante a fase ativa da doença somente
três dos dez pacientes apresentaram resposta
a pelo menos um teste cutâneo. O paciente B

respondeu ao PPD e os pacientes 4 e ? tiveram
a habilidade de serem sensibilizados com o
DNCB. Nenhum dos pacientes respondeu à rea-

ção de Montenegro.
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TABELA I
Hlpersensibilidade do tipo retardado em pacientes portadoÌes de calazàr antes e após o tratamento com antimonial

Paciente

1

2

4

5

6

7

B

I
10

Idade/Sexo

4lF

e/F

3/M
20/M
11/M
6/M
4/M

10/M
7/F

Reator fraco
Reator forte

Após a cura parasitológica houve resposta
em cinco dos sete pacientes estudados. pacien-
tes 5 e 10 que não responderam à tricofitina se
tornaram reatores fracos, e os pacientes 6 e B

que não foram sensibilizados pelo DNCB antes
do tratamento, tiveram respostas equivalentes
a três cruzês após o tratamento. O paciente T
conservou a resposta obtida antes do tratamen-
ùu.

Os resultados da hipersensibilidade do tipo
retardado no grupo controle encontram-se na
Tabela II. Sete dos dez pacientes deste grupo

TABELA II
Hipersensibilidade do tipo retardado em pacientes intelnados

no Hospital Prof. Edgard Santos (Grupo controle)

PPD

antes

Ilipersensibilidade do tipo retardado

TR,IC.

T-

DNCB

++-f

lrl

PPÐ

Paciente ldade/Sexo Hipersensibilidadedotipotetardado
PPD TR,IC, DNCB

náo realizaOo

RF*

;.
não realizado

RF*

apos

TRIC.

PFD; e o 1 e o 5, reatores fortes. euanto à res-
posta da tricofitina, apenas o doente 4 apresen-
tou fraca reatividade,

Em cinco pacientes portadores de calazar
e em três do grupo controle procedeu-se ao tes-
te de transformação linfoblástica utilizando co_
mo estimulante a fitohemaglutinina (Tabela
III). Exceto o paciente g que veio a falecer sem
ter acontecid.o cura parasitológica, todos os ou-
tros doentes tiveram uma resposta significante
a este mitógeno, com o índice de estimulação
variando de 52 a 163.

TABELA III
Resposta linfoproliferativa à fitohemagtutinina em

portadores de leishmaniose visceral

1

2

5

6

7

I
9

r0

4/F
e/M
5/F
3/M

20/M
11/M
5/F
4lF

1/M
L/F

DNCB

r-+ I
TT.i-
-.t--l--t

+

RF-*
RF*

;..

Reator fraco
Reato¡ forte

responderam a.pelo menos um d.os testes cutâ_
neos. Cinco foram sensibilizados pelo DNCB;
nos casos 3 e 7 verificou.se resposta equivalente
a três cruzes; e nos casos 4, 5 e g a duas cru-
zes. O paciente 2 se mostrou reator fraco ao
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RF*
+++

Tt
TT

-l--t-r-

L

Paciente

5

7

I
Controles

6
,l

I

Incorporação de H¡ timidina (CpM)

sem estimulação pHA

461 + 103

zoÐ = lJo
556:t 114

631 + 84

398 + 116

117 I 15

434 + 165

DISCUSSAo

,4, observação de que nove dos dez pacÍen.
tes com leishmaniose visceral não apresentaram
hipersensibilidade do tipo retardado aos diferen-
tes antÍgenos que são habitualmente capazes
de induzirem esta reação e que somente dois
de dez pacientes tiveram a capacidade de sen-

26082 + t265
43295 + 1355

28691 + 1439

45760 + 1230

1014 + 480

36730 + 2135

63885 + 6441

44869 + 1213
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sibilização a um novo antÍgeno d.emonstra a
existência de uma depressáo da resposta a tes-
tes cutâneos em portadores d.e calazar.

Vários fatores tais como id.ade, estado nu-
tricional, infecções virais, doenças consumptivas
e uso de drogas imunosupressoras são capazes
de afetarem as respostas à reações intradérmi-
s¿93,4,8,18. No calazar alguns destes fatores es-
tão presentes como a baixa faixa etária d.os
doentes e a deficiência nutricional. Estas variá-
veis devem ter desempenhado grande importân-
cia nos resultados obtidos e também influen-
ciando a baixa freqüência Ø0%) de positividade
da reação intradérmica à PPD e tricofitina no
grupo controle que foi pareado pela idade e
estado nutricional com os portadores de leish-
maniose visceral. Todavia, quando comparados
os dois grupos, fica evidente que a resposta a
testes cutâneos foi mais deprimida nos porta-
dores de calazar. Este fato levanta a possibili-
dade de que outros fatores relacionados com
a doençâ possam ter interferido na resposta a
estes testes. É bem documentada a capacidade
que tem anticorpos s, globulinas outras 10, e com-
plexos imunes 11 de suprimir a resposta imu-
nológica. Hipergamaglobulinemia é achado co-
mum na leishmaniose visceral, e nós temos ob-
servado complexos imunes circulantes em
grande freqüência nestes pacientes z.

O fato de que 5 dos 7 pacientes avaliados
após o tratamento com antimonial responderam
a pelo menos um dos testes cutâneos é de gran-
de interesse. Esta rápida reversão na depressão
da hipersensiloilidade de tipo retardado na leish-
maniose visceral 1s reforça a possibilidade de
que a cura parasitológica possa, ainda de uma
forma não explicada, restaurar a habilidade de
reagir a testes cutâneos. O ârgumento, entre-
tanto, de que a reversáo da resposta poderia
estar na dependência somente de uma recupera-
ção da deficiência proteíno-calórica em virtude
da administração de dieta balanceada durante
a internação e do desaparecimento da condição
consumptiva não pode ser afastada. Todavia,
vale ressaltar que em um dos nossos casos, a
despeito de suplementação proteíno.calórica e
de tratamento com antimonial. que náo resultou
em cura parasitológica, os testes cutâneos fo-
ram negativos. Este paciente após o uso de
nova série de antimonial com cura parasitoló-
gica reverteu a resposta.

Alguns Autores têm sugerido a ocorrência
de uma deficiência imunológica grave em por-

tadores de leishmanÍose visceral 6,13,16 s este d.is-
túrbio poderia por si só explicar os achados do
presente estudo. Entretanto, estes dados náo
têm sido comprovados" Nós temos avaliado a
resposta proliferativa a mitógenos, células alo-
geneicas e antígeno de leishmânia em pacientes
com calazat, bem como quantificadas as popu-
lações de linfócitos nestes pacientes r. Embora
uma diminuiçáo de linfócitos T tenha sido veri-
ficado em 257o dos pacientes estudados, as res-
postas "in vitro" a mitógenos e células alogenei-
cas estão preservadas. Este fato, juntamente
com a demonstração de que quatro dos cinco
pacientes no presente estudo responderam nor-
malmente à fitohemaglutinina, discorda da ob-
servação feita por GHOSE 6 e não comprova a
existência de um amplo defeito na imunidade
celular destes doentes l.

No presente trabalho foi documentado que
na leishmaniose visceral a hipersensibilidade do
tipo retardado a vários antígenos e a capacida-
de de se tornar sensibilizado a um novo antí-
geno está deprimida t. Embora hipersensibilida-
de do tipo retardado possa refletir "in vivo" a
imunidade celular r2,r7 a importância desta rea.
ção no mecanismo de defesa contra leishmânia
não é conhecida. Como o calazar acomete prin-
cipalmente crianças e tem um caráter consump-
tivo, a idade e o estado nutricional devem se
constituir os principais responsáveis por estes
achados. A possibilidade de que outros fatores
envolvidos na resposta imunológica e relaciona-
dos com a presença do parasito no hospedeiro,
estejam alterando a resposta celular "in vivo"
não pode, no entanto, ser afastada.

SUMMARY

Study of delayed hypersensitiviúy in visceral
Ieishmaniasis

Delayed hypersensitivity to recall antigens
and ability to become sensitized to DNCB was
evaluated in patients with visceral leishmaniasis
before and after treatment with pentavalent
anthimonial therâpy. Intradermal response to
PPD and tricophÍtin was observed in only 1 of
10 patients with visceral leishmaniasis and only
2 of 10 were sensitized by DNCB. Evaluation of
some of these subjects immediately after suc-
cessful treatment with pentavalent anthimonial
showed that in 5 out ? a positive response was
observed. Delayed type hypersensitivity to the
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same antigens was also observed in ? of 10
controls paired by age, and nutritional status.
The A.uthors suggest that besides malnutrition
which is observed in patients with Kala-Azar,
factors related to the disease may inhibit "in
vivo" host immunological responses.
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