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RESUMO

A hipersensibilidade do tipo retardado a PPD e tricofitina, bem como a capa-
cidade de sensibilizacio ao DNCB, foi estudada em 10 pacientes portadores de
leishmaniose visceral antes e apds o tratamento com antimonial pentavalente, e
em 10 individuos que constituiram o grupo controle. Auséncia de resposta aos
testes intradérmicos com PPD e tricofitina foi documentada em 9 dos 10 pacien-
tes com calazar em atividade e, somente em 2 casos, a habilidade de sensibilizacao
com DNCB foi observada. Avaliagdo dos mesmos testes imediatamente apds a cura
da doenca revelou que 5 de 7 pacientes tiveram habilidade de responder pelo me-
nos a um dos antigenos. No grupo controle 4 de 10 pacientes tiveram uma respos-
ta positiva a um dos antigenos inoculados e em 5 houve sensibilizacio com ©O
DNCB. A elevada freqiiéncia de auséncia de resposta a testes intradérmicos duran-
te a fase ativa da leishmaniose visceral traz a possibilidade de que, aliado & des-
nutricdo e & baixa faixa etdria, fatores relacionados com a presenca do parasito
possam interferir na resposta imunoldgica do hospedeiro.

INTRODUCAO

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 cutdneos com os antigenos de
Leishménia %134, E de conhecimento mais re-
cente, a possibilidade de haver uma depressio
da imunidade celular nesses pacientes; é que se
tem registrado diminuicio de linfécitos em
dreas T dependentes de linforiodos ¥, assim co-
mo baixa de resposta linfoproliferativa “in vi-
tro” ao estimulo com a fitohemaglutinina 6. En-
tretanto, o real papel da imunidade celular nd
leishmaniose ainda ndo se definiu, necessitan-
do, pois, de melhores estudos.

No presente trabalho foram realizados tes-
tes com variados antigenos, para a determina-
¢o de hipersensibilidade do tipo retardado, em
individuos com leishmaniose visceral, antes e
imediatamente apds o tratamento da doenca.
Estes dados foram comparados com as respos-
tas de individuos que compuseram um grupo
controle, e com a resposta linfoproliferativa “in

vitro” a fitohemaglutinina.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi fundamentado na
analise de dois grupos de individuos: a) dez pa-
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cientes internados no Hospital Prof. Edgard
Santos e no Hospital Martagio Gesteira, os
quais apresentavam quadro clinico e laborato-
rial de leishmaniose visceral e em todos eles o
diagndstico foi confirmado através do encon-
tro de leishmanias na medula dssea. Nao ocor-
reram associacOes morbidas 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 desnutricdo. Sete nun-
ca haviam recebido tratamento especifico e trés
ja tinham wusado, irregularmente, antimonial
pentavalente, sem contudo haver cura parasito-
16gica; b) Dez pacientes internados no Hospital
Edgard, Santos, portadores de patologias cirur-
gicas nfio infecciosas e que se constituiriam no
grupo controle, 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 leishmaniose visceral
— estes foram testados antes e uma semana
apds o tratamento com o antimonial pentava-
lente, cujo resultado foi considerado eficaz; 2)
grupo controle — testados somente uma vez.

Empregaram-se os seguintes antigenos: tri-
cofitina, proveniente do Alergofar, Rio de Ja-
neiro, preparado a partir do antigeno bruto nu-
ma solucdo 1/100 e usado na dose de 0,1 ml;
afltigeno contendo 5.10¢ de' promastigotas de
ij. braziliensis, empregado na dose de 0,1 ml,
fornecido pelo Instituto de Patologia Tropical
de Goiania; PPD Rt23 (5 w/ml) fornecido pelo
Laboratério Merck, utilizado na dose de 0,1 ml.
Estes antigenos foram injetados intradermica-
mente na face anterior do antebrago.

Visando avaliar a capacidade de sensibiliza-
¢do a um novo antigeno foi utilizado o dinitro-
clorobenzeno (DNCB) fornecido pelo Laborato-
rio Merck, constituido de um primeiro disco A
de sensibilizagéo, contendo 2 mg e de um disco
B de resposta imune contendo 100 zg de antige-
no. Os discos foram aplicados na face interna
dos bragos, protegidos com esparadrapo; o in-
tervalo de aplicacdo entre os discos de sensibi-
lizacdo e os de resposta imune foi de duas se-
manas. Realizaram-se as leituras 48 horas ap6s
a injecdo dos antigenos.

A leitura dos resultados, no caso dos testes
intradérmicos se fez através da mensuracio do
diametro transversal da pdpula formada, de
tal forma que -considerou-se-como ndo reator
O-4mm; como reator fraco 5 a 9 mm; e reator
forte acima de 10 mm. '

Com relagdo ao DNCB a reac¢io cutanea lo-
cal representada por eritema indicava um tes-
te positivo qualificado em (+); eritema e pdpu-
la (++); eritema, papula e vesicula (++H+). O
teste era negativo quando n#o havia reacio.

A resposta linfoproliferativa “in vitro” a
fitohemaglutinina foi realizada com linfécitos
obtidos do sangue periférico separados através
de gradiente de centrifugacio usando Ficoll-hy-
paque’. Apds lavagem com meio RPMI 1640
(proveniente da Grand Island Biological Com-
pany) as células eram ajustadas 3 concentracio
de 1 x 106 em RPMI suplementado) com 15% de
soro AB . Para se obter as necessdrias cultu-
ras, 0,2 ml contendo 2 x 105 células foram colo-
cadas em placas de microtitulacio apropriados
em triplicatas. A seguir, procedeu-se ao estimu-
lo dessas células com fitohemaglutinina (Sig-
ma) com diluicdo final variando de 1:10 a 1:100.
Apds 72 horas, adicionava-se a H3-timidina nas
ultimas 4 horas da cultura e posteriormente
avaliava-se a incorporagdo do radioisétopo em
contador de cintilacdo.

RESULTADOS

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

Quando da admissio observou-se que todos
os pacientes estavam anémicos, com o hemato-
crito se fixando em meédia de 24,3%. Oito apre-
sentavam-se leucopénicos. Hiperglobulinemia foi
um achado em sete dos nove pacientes. Trés
enfermos ndo 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 o0 paciente 9 faleceu.

Durante a fase ativa da doenca somente
trés dos dez pacientes apresentaram resposta
a pelo menos um teste cuténeo. O paciente 8
respondeu ao PPD e os pacientes 4 e 7 tiveram
a habilidade de serem sensibilizados com o
DNCB. Nenhum dos pacientes respondeu & rea-
cdo de Montenegro.
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TABEULAII

Hipersensibilidade do tipo retardado em pacientes portadores

de Calazar antes e apds o tratamento com antimonial

Hipersensibilidade do tipo retardado

antes

apos

Paciente Idade/Sexo PPD TRIC. DNCB PPD TRIC. DNCB
1 4/F — — —_ — — —
2 9/F _ —_ —_ — — —
3 5/F — — — nio realizado
4 3/M — - +++ ” »
5 20/M — —_ — — RF* —
6 11/M — — - — — At
7 6/M — - 4+ - - ++
8 4/M RFP* — — RF** — ++-+
9 10/M — — —_— néo realizado
10 1/F — — — — RF* +

* Reator fraco

** Reator forte

Apds a cura parasitologica houve resposta
em cinco dos sete pacientes estudados. Pacien-
tes 5 e 10 que ndo responderam a tricofiting se
tornaram reatores fracos, e os pacientes 6 e 8
que néo foram sensibilizados pelo DNCB antes
do tratamento, tiveram respostas equivalentes
a trés cruzes apds o tratamento. O paciente 7
conservou a resposta obtida antes do tratamen-
to.

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

TABELATII

Hipersensibilidade do tipo retardado em pacientes internados
no Hospital Prof. Edgard Santos (Grupo controle)

Paciente Idade/Sexo Hipersensibilidade do tipo retardado
PPD TRIC. DNCB
1 4/F RF** — —
2 9/M RF* — —
3 5/F — — At
4 3/M — RP* e
5 20/M RF** — -
6 11/M — — —
7 5/F — — 4
8 4/F - — W
9 /M — — 4+
10 1/P — — —

* Reator fraco

** Reator forte

responderam a.pelo menos um dos testes cuta-
neos. Cinco foram sensibilizados pelo DNCB;
nos casos 3 e 7 verificou-se resposta equivalente
a trés cruzes; e nos casos 4, 5 e 9 a duas cru-
zes. O paciente 2 se mostrou reator fraco ao
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PPD; e 0 1 e 0 5, reatores fortes. Quanto a res-
posta da tricofitina, apenas o doente 4 apresen-
tou fraca reatividade.

Em cinco pacientes portadores de calazar
e em trés do grupo controle procedeu-se ao tes-
te de transformac@o linfobldstica utilizando co-
mo estimulante a fitohemaglutinina (Tabela
III). Exceto o paciente 9 que veio a falecer sem
ter acontecido cura parasitolSgica, todos os ou-
tros doentes tiveram uma resposta significante
a este mitégeno, com o indice de estimulacio
variando de 52 a 163.

TABELA III

Resposta linfoproliferativa & fitohemaglutinina em
portadores de leishmaniose visceral

Incorporagio de H3? timidina (CPM)

Paciente sem estimulac@o PHA
3 461 + 103 26082 =+ 1265
4 265 = 156 43295 + 1355
5 556 =+ 114 28691 =+ 1439
ki 631 + 84 45760 + 1230
9 398 + 116 1014 + 480
Controles
6 117 = 15 36730 + 2135
ki 434 + 165 63885 + 6441
9 257 = 15 44869 £ 1213
DISCUSSAO

A observagdo de que nove dos dez pacien-
tes com leishmaniose visceral ndo apresentaram
hipersensibilidade do tipo retardado aos diferen-
tes antigenos que sfo habitualmente capazes
de induzirem esta reaco e que somente dois
de dez pacientes tiveram a capacidade de sen-



ANDRADE, T. M. de; TEIXEIRA, R.; ANDRADE, J. A. F. de; PEREIRA, C. & CARVALHO FILHO, E. M. de — Estudo
da hipersensibilidade do tipo retardado na leishmaniose visceral. Rev. Inst. Med. trop. S3o Paulo 24:298-302, 1982.

sibilizagdo a um novo antigeno demonstra a
existéncia de uma depressio da resposta a tes-
tes cutaneos em portadores de calazar.

Viérios fatores tais como idade, estado nu-
tricional, infeccbes virais, doencas consumptivas
e uso de drogas imunosupressoras sfo capazes
de afetarem as respostas & reaches intradérmi.
cas 34818 No calazar alguns destes fatores es-
tdo presentes como a baixa faixa etdria dos
doentes e a deficiéncia nutricional. Fistas varis-
veis devem ter desempenhado grande importan-
cia nos resultados obtidos e também influen-
ciando a baixa freqiiéncia (40%) de positividade
da reacfo intradérmica & PPD e tricofiting 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 cutdneos foi mais deprimida nos porta-
dores de calazar. Este fato levanta a possibili-
dade de que outros fatores relacionados com
a doenca possam ter interferido na resposta a
estes testes. E bem documentada a capacidade
que tem anticorpos 5, globulinas outras 10, e com-
plexos imunes ! de suprimir a resposta imu-
noldgica. Hipergamaglobulinemia é achado co-
mum na leishmaniose visceral, e nés temos ob-
servado complexos imunes circulantes em
grande freqiiéncia nestes pacientes 2.

O fato de que 5 dos 7 pacientes avaliados
apods o tratamento com antimonial responderam
a pelo menos um dos testes cutaneos é de gran-
de interesse. Esta rdpida reversfo na depressio
da hipersensibilidade de tipo retardado na leish-
maniose visceral 15 reforca a possibilidade de
que a cura parasitoldgica possa, ainda de uma
forma n&o explicada, restaurar a habilidade de
reagir a testes cutdneos. O argumento, entre-
tanto, de que a reversdo da resposta poderia
estar na dependéncia somente de uma recupera-
¢lo da deficiéncia proteino-caldrica em virtude
da administracdo de dieta balanceada durante
a interna¢ao e do desaparecimento da condicio
consumptiva nfo pode ser afastada. Todavia,
vale ressaltar que em um dos nossos casos, a
despeito de suplementacio proteino-caldrica e
de tratamento com antimonial. que nao resultou
em cura parasitolégica, os testes cutaneos fo-
ram negativos. Este paciente apés o uso de
nova série de antimonial com cura parasitold-
gica reverteu a resposta.

Alguns Autores tém sugerido a ocorréncia
de uma deficiéncia imunoldgica grave em por-

tadores de leishmaniose visceral 61316 ¢ este dis-
turbio poderia por si s6 explicar os achados do
presente estudo. Entretanto, estes dados nio
tém sido comprovados. N6s temos avaliado a
resposta proliferativa a mitégenos, células alo-
geneicas e antigeno de leishméania em pacientes
com calazar, bem como quantificadas as popu-
lagOes de linfdcitos nestes pacientes!. Embora,
uma diminuicdo de linfécitos T tenha sido veri-
ficado em 25% dos pacientes estudados, as res-
postas “in vitro” a mitégenos e células alogenei-
cas estdo preservadas. Este fato, juntamente
com a demonstracdo de que quatro dos cinco
pacientes no presente estudo responderam nor-
malmente & fitohemaglutinina, discorda da ob-
servacao feita por GHOSE ¢ e nio comprova a
existéncia de um amplo defeito na imunidade
celular destes doentes !.

No presente trabalho foi documentado que
na leishmaniose visceral a hipersensibilidade do
tipo retardado a varios antigenos e a capacida-
de de se tornar sensibilizado a um novo anti-
geno estd deprimida !. Embora hipersensibilida-
de do tipo retardado possa refletir “in vivo” a
imunidade celular 1217 3 importancia desta rea-
¢40 no mecanismo de defesa contra leishmaéania
ndo € conhecida. Como o calazar acomete prin-
cipalmente criancas e tem um cardter consump-
tivo, a idade e o estado nutricional devem se
constituir os principais responsdveis por estes
achados. A possibilidade de que outros fatores
envolvidos na resposta imunoldgica e relaciona-
dos com a presenca do parasito no hospedeiro,
estejam alterando a resposta celular “in vivo”
nao pode, no entanto, ser afastada.

SUMMARY

Study of delayed hypersensitivity in visceral
leishmaniasis

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 therapy. Intradermal response to
PPD and tricophitin 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 7 a positive response was
observed. Delayed type hypersensitivity to the
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same antigens was also observed in 7 of 10
controls paired by age, and nutritional status.
The Authors 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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