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REVISAO

IMUNOLOGIA DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

Manoel Barrai-Netto, Roberto Badaré, Aldlna Barral e Edgar M. Carvalho.

A leishmaniose cutdnea se constitui num impor-
tante problema de satide na América Latina; envolve
uma extensa area das Américas, se estendendo da
peninsula de Yucatan no México até o norte da
Argentina. Além das suspeitas de que a incidéncia das
leishmanioses esteja aumentando, as sérias conse-
qiéncias das formas graves da doenga levaram a
Organizagdo Mundial da Saude a incluir as leishma-
nioses entre as seis doengas parasitarias escolhidas
para estudo prioritario.

Os parasitas do género Leishmania tém ciclo
biologico relativamente simples. No vetor invertebrado
apresentam as formas promastigotas a qual, mede
cercade 10-15 um de comprimento por 1,5 a 3,5 umde
largura, tem aspecto fusiforme e flagelo inico. Quando
da alimentagédo dos flebotomineos as formas promas-
tigotas sdo inoculadas no vertebrado; nestes animais o
parasita assume a forma amastigota, com cerca de
2-4 ym de didmetro, de forma arrendondada ou leve-
mente ovulada, aqual tem vida predominantemente in-
tracelular.

A ocorréncia de leishmaniose clinicamente apa-
rente em um hospedeiro estd na dependénciado tipo do
parasita, da resisténcia natural do hospedeiro a infec-
¢do e da resposta imunologica contra o parasita que
representa a resisténcia adquirida. A resisténcia na-
tural do hospedeiro a infec¢do pela Leishmania foi
bem determinada em camundongos infectados com
Leishmania donovani quando Bradley 24 mostrou que
a capacidade de resistir a infec¢dao nas quatro primei-
ras semanas apos a inoculagéo era controlada por um
gen autossdmico dominante localizado no cromos-
somo 1 e denominado de LSH1. Estudando a resis-
téncia a infecgdo por Leishmania tropica Howard,
Hale e Chan-Liew 7!, determinaram que esta estava
também controlada por um gen autossémico dominan-
te. Todavia este gen é diferente do LSH e nao se
relaciona com o complexo H-2.

Quando a Leishmania supera a resisténcia
natural oferecida pelo hospedeiro e nele se estabelece,
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entram em cena 0os mecanismos constituidos da resis-
téncia adquirida representado pela resposta imune.

Penetracao e Estabelecimento do Parasita

A forma promastigota se aproxima do macro-
fago principalmente pelo pélo flagelar. Segue-se um
contato que pode envolver qualquer parte do corpo
parasitario 42 107, embora haja uma freqiiéncia maior
de adesdo pela regido do flagelo 158. As evidéncias
sugerem que nao ha direcionamento das promastigotas

pelo flagelo, ag contrario o0 macrofago parece se dirigir
até o parasita2s,

Pearson e cols!2! ao descreverem a interagéo entre
as formas promastigotas de Leishmania donovani e
fagocitos humanos salientam o fato de se formarem
longos pseudopodos em torno do flagelo que se
estendem ao corpo do parasita. O flagelo é rapidamen-
te encarcerado porém a ingestdo do corpo é mais lenta.
Nos estudos realizados com macrofagos de roedores
também sdo observados os longos pseuddpodos, mas
ndo ha relato do retardo no fechamento dos pseudo-
podos em torno do corpo parasitario.

Agentes inibidores da fagocitose como a cito-
calasina B, diminuem o potencial infectivo da
Leishmania mexicana para macrofagos humanos ou
de camundongos “in vitro” 3 156, mas ndo diminuem a
capacidade de penetragdo numa célula tumoral de
baixo poder fagocitico 84. Estes dados levaram a
sugestdo dos termos de “fagocitose induzida” 84 ou
fagocitose “facilitada” 42 para caracterizar o processo
de penetragdo parasitaria.

Apesar de ndo terem sido descritas estruturas
especiais da Leishmania que pudessem facilitar a sua
penetragéio nas células, a Leishmania donovani pode
infectar células de potencial fagocitico baixo como
hepatdécitos (in vivo) e fibroblastos da pele humana
“in vitro” 41, Estes dados sugerem uma participa¢do
ativa do parasita na fagocitose.

Nao se conhecem com precisdo as estruturas
envolvidas na interagéo da superficie do macrofago € o
parasita. E possivel que polissacarideos e monossacari-
deos ja demonstrados na superficie das promastigotas
sejam importantes34 55 157, Bray2’ demonstrou a par-
ticipagdo de um ligante envolvendo a aglutinina de
germen de trigo na superficie da promastigota, a qual
se liga a uma porgiao N-acetil-glucosamina, como
receptor no macréfago. Um mecanismo semelhante ao
descrito para a ligagdo de Escherichia coli com
células 144,
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A possibilidade de penetragdo mesmo na au-
séncia de soro sugere que receptores para a por¢do Fc
de imunoglobulinas ndo sdo essenciais 122, A partici-
pagao de fatores de sistema complemento ¢ dificil de
ser avaliada devido ao fato dos macrofagos serem
capazes de sintetizar alguns destes componentes.
Vesiculas obtidas da membrana plasmatica de macro-
fagos humanos se ligam, *‘in vitro”, a promastigotas de
Leishmania trépica, exibindo caracteristicas de uma
interagido receptor-ligante em termos de especificidade,
saturabilidade, inibigdo competitiva e independéncia
de temperatura; levando assim a suposi¢do de existén-
cia de um ou mais locais intrinsecos de ligagdo 80,

Virios estudos demonstraram a presenga de
antigenos parasitarios na membrana de macrofagos
infectados. A demonstragdo de tais antigenos foi
realizada por imunofluorescéncia em macrofagos de
camundongo %8 ou em macrofagos humanos 2! infec-
tados por Leishmania donovani. Estes estudos evi-
denciam a possibilidade da apresentacdo de produtos
parasitarios aos linfocitos através do processamento
antigénico pelos macrofagos. Uma demonstragdo mais
direta desta apresentagdo de antigenos foi oferecida
por Louis e cols 91 92, de que macrofagos parasitados
ou pulsados com antigeno sdo capazes de estimular a
proliferagdo de linfocitos sensibilizados.

A presenga de antigenos parasitdrios na super-
ficie dos fagocitos mononucleares pode funcionar
como um estimulo para a proliferagdo de células T ou
a produgdo de anticorpos, mas ¢ também possivel
imaginar que tais macrofagos se tornem susceptiveis a
destrui¢do por linfocitos T citotoxicos ou por meca-
nismos de ADCC (*) mediados por outras células,
como sugerido por Bryceson e cols 32,

Células esplénicas imunes promovem a destrui-
¢do “in vitro”, de macrofagos parasitados 101, mas o
mecanismo nao esta esclarecido.

Handman e cols %6 estudando macrofagos de
camundongos Balb/c (susceptiveis a infec¢do por
Leishmania tropica) e de CBA/H (moderadamente
resistentes) mostraram que ambos apresentavam anti-
genos parasitarios na superficie, apos a incubagdo com
antigeno bruto. Contudo, os macrofagos de camun-
dongos Balb/c ndo foram capazes de sensibilizar
células singénicas para a reagdo de hipersensibilidade
tardia ao antigeno, enquanto os macrofagos de CBA/H
o faziam. A incapacidade dos macrofagos de Balb/c
foi relacionada com uma expressao funcional reduzida
dos antigenos de histocompatibilidade na superficie
celular, o que explicaria a alta susceptibilidade da
linhagem. Também relacionando a exposigéo de anti-
genos pelo macrofago com o destino da infec¢do ha um
interessante relato de Gorczynski e MacRae 59, mos-

(*) ADCC = Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity.
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trando que células aderentes da pele de camundongos
Balb/c infectados por Leishmania trdpica ndo indu-
zem a proliferagao de linfocitos de Balb/c, CBA ou da
sua geragdo F;. Salienta-se que os linfocitos das
diferentes linhagens foram imunizados em camundon-
gos BCF irradiados e reconstituidos com células de
medula 6ssea. Uma indicagdo da boa regulagdo que
existe nestes casos foi dada pelos mesmos autores, ao
demonstrar que estas células aderentes de pele de
camundongos Balb/c sdo capazes de induzir eficien-
temente a proliferagao linfocitaria. Para isto é neces-
sario que se utilize como fonte de antigeno fator
excretado pelos parasitas ao invés do parasita vivo.

Sobrevivéncia de Le/shmania no
Citoplasma do Macréfago

O vacuolo parasitoforo se funde com lisossomas
secundarios, e disto pode resultar dano para as formas
promastigotas, mas nao para as formas amastigotas.
Isto levou Lewis e Peters 85 a sugerir que a sobrevi-
véncia da Leishmania estd relacionada com a sua
capacidade de transformar-se rapidamente em amas-
tigota.

Virias diferengas foram descritas no tipo do
vacuolo parasitoforo, variando desde a espécie até o
estagio intracelular do parasita. No caso da Leish-
mania mexicana as formas promastigotas ou amas-
tigotas induzem a formagéo de vaciolos diferentes em
macrofagos de camundongo. Nio foi comprovada, no
entanto, qualquer relevancia do tipo de vacuolo for-
mado e a sobrevivéncia do parasita 99.

Ha dois tipos principais de vaciolos, um que
circunda a Leishmania em estreita justaposi¢do de
membranas e vacuolos grandes, nos quais, aparece
uma zona clara em torno do parasito. A fusido dos
lisossomas ocorre, principalmente, com os vacuolos
largos, como demonstrado pelo deposito de material
marcado ¥, Se estes vaciolos aparecem pela fusdo
repetida de varios lisossomas ou se resultam de
pressdo osmotica elevada no vacuolo nio é assunto
esclarecido.

Pouco se conhece sobre as necessidades nutri-
cionais da Leishmania, principalmente das formas
amastigotas. A demonstragdo da fusao de lisossomas
com os vacuolos parasitéforos evidenciou que produ-
tos do meio extracelular podem chegar até os parasi-
tas, mediados pelo sistema vacuolar dos macrofagos 4.

Para sobreviver no interior dos macrofagos a
Leishmania néo se utiliza de mecanismos como a
inibicao da fusao dos lisossomas com o vacuolo
parasitoforo, como o Toxoplasma gondii 73, ou o
Mpycobacterium tuberculosis 8 ou o escape para o
citosol, como o Trypanosoma cruzi8!.

Embora desconhecidos os mecanismos que
permitem a sobrevivéncia da Leishmania no interior
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do macrofago levanta-se a hipotese de que ou a
Leishmania é refrataria intrinsecamente, ou que pro-
dutos do parasita sejam capazes de degradar e/ou
inativar as enzimas lisossomais. De qualquer maneira
esta capacidade de sobreviver ao ataque enzimatico é
um atributo do parasita vivo, ja que parasitas nao
viaveis quando fagocitados sdo prontamente digeridos.
A sobrevivéncia da Leishmania nas células
fagociticas mononucleares depende da forma do para-
sita e da caracteristica da célula fagocitica. Por
exemplo, a fusao fagolisossomal pode resultar em
dano para as formas promastigotas, mas ndo para as
formas amastigotas. Por outro lado a capacidade de
destruir a Leishmania varia se a célula efetora ¢ um
monocito ou se é um macrofago tecidual. Enquanto
células retiradas do sangue periférico destroem pro-
mastigotas, células mononucleares cultivadas
“in vitro” por mais que cinco dias perdem a capaci-
dade de destruir estas formas permitindo que estas se
transformem em formas amastigotas 112, Desta ma-
neira a sobrevivéncia da Leishmania no macrofago
logo apds a infecgdo, pode também estar relacionada
com a sua capacidade de transformar-se rapidamente
em amastigotas, ou pelo fato da Leishmania infectar
um macrofago residente o qual teria sua capacidade
diminuida de destruir as formas promastigotas.

RESISTENCIA ADQUIRIDA

1. ATIVACAO CELULARE
DESTRUICAO PARASITARIA

A presenga da Leishmania no interior do
macrofago parece alterar pouco a capacidade funcio-
nal destas células 2. A capacidade de secregdo extra-
celular ¢ o potencial de destruigdo celular num meca-
nismo de citotoxicidade celular dependente de anti-
corpo (ADCC) permanecem inalterados exceto quan-
do a carga parasitaria é extremamente elevada.
Passwell e cols 19 demonstraram que a presenga de
Leishmania nao altera a secregio normal de lisossoma,
nem eleva a secre¢do de PGE, ou do anionte supe-
roxido em monocitos humanos.

Substancias estimuladoras inespecificas do sis-
tema fagocitico mononuclear, como o BCG, podem
fornecer protegdo contra a infecgdo de camundongo
pela Leishmania tropica 155, Por outro lado o mesmo
agente empregado apos o inicio da infec¢do murina
pela Leishmania mexicana resultou em agravamento
das lesoes 62, Avila e cols 9 mostraram que o glucan
também pode determinar inespecificamente resistén-
cia contra Leishmania braziliensis ¢ Leishmania
mexicana.

Apods a fagocitose de microorganismos os leu-
cocitos sofrem um processo de extrema ativagdo da
cadeia respiratoria, resultando numa rapida utilizagao

de oxigénio molecular. Este fen6meno caracteriza a
nivel bioquimico, o processo de ativacdo dos fagocitos,
o qual ¢ avaliado pelo aumento da capgcidade destas
células de fagocitar, destruir e digerir os micro-
organismos.

A sobrevivéncia de qualquer parasita no interior
do macrofago depende de um complexo balango de
influéncias que incluem: a) a habilidade do parasita em
ativar ou ndo o metabolismo respiratorio dos fagdcitos;
b)a capacidade do fagocito em elaborar produtos
toxicos intermediarios do metabolismo do oxigénio;
c)a resisténcia do parasita a tais produtos; e
d) a disponibilidade de peroxidase.

A série de reagbes enzimaticas do processo
respiratorio conduz a formagao de produtos instaveis
do oxigénio os quais sdo toxicos para patdgenos
extracelulares e intracelulares. A redu¢do do oxigénio
para dgua leva a produgdo do anionte superéxido (O3)
e do perdxido de hidrogénio (H»O5). Estes compostos
reagem entre si e formam o radical hidroxila (OH) e 0
oxigénio unimodal.

Diferentes estudos coincidem em mostrar que
as formas promastigotas sao susceptiveis de destrui-
¢ao por produtos do metabolismo oxidativo 122, Entre
os varios produtos toxicos deste metabolismo o
peroxido de hidrogénio se mostrou necessario e sufi-
ciente para a destrui¢ao da forma promastigota, a qual
¢é deficiente em enzimas de degradagao de H,O4, como
o glutation peroxidase ¢ a catalase 112113, O mesmo
autor demonstrou também que a forma amastigota é
mais resistente ao ataque e contém quantidades subs-
tancialmente maiores destas enzimas. O que ressalta
porém na relagdo entre a forma amastigota e o
macrofago € a capacidade do parasita penetrar nesta
célula sem despertar a ativagdo do metabolismo
oxidativo e por isto ndo induzir a formagao dos
produtos toxicos.

A maioria das células ativadas “in vivo” ndo
responde ao desafio com a forma amastigota; sugerin-
do que mecanismos moduladores presumivelmente ao
nivel da membrana plasmatica tornem estas células
incapazes de responder a este estimulo. Por outro lado,
células infectadas “invivo” com amastigotas de
Leishmania donovani ndo se tornam ativadas, indi-
cando que este nao € um estimulo adequado para
ativagao celular.

Em contraste com estes achados em macréfagos
de camundongos est4 o trabalho de Pearson e cols 120
mostrando que em macrofagos humanos tanto as
formas promastigotas quanto amastigotas estimulam a
ativagdo do metabolismo respiratorio. Neste caso a
forma amastigota é melhor estimuladora que a pro-
mastigota. Os autores concluem que o metabolismo
oxidativo nao protege os macrofagos da infecgdo
mesmo com as formas promastigotas. A discrepancia
com os dados obtidos de camundongos pode ser
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explicada pela intrinseca capacidade oxidativa baixa
dos macrdfagos humanos, associado a sua deficiéncia
em mieloperoxidase. Nesta mesma linha de argumen-
tagdo, os leucocitos polimorfonucleares humanos,
capazes de uma elevada resposta respiratoria e pos-
suidores de mieloperoxidase, sdo mais eficientes na
destrui¢do da Leishmania.

Substéancias carreadoras de elétrons, como as
fenazinas, tiazinas e quininas, quando em contacto
com células vivas podem ser reduzidas a produtos
intermediarios auto-oxidaveis. No processo de reoxi-
dagéo ocorre a geragdo de peroxido de hidrogénio e
anionte superdxido. Salientando a susceptibilidade da
Leishmania a estes compostos, Rabinovitch e cols 130
demonstraram que amastigotas ou promastigotas de
Leishmania mexicana amazonensis siao destruidas
por baixas concentragées de meta-sulfato de fenazina
e outros agentes transportadores de elétrons.

Ressaltando o papel desempenhado pelo para-
sita na resisténcia do ataque do macrdfago ativado,
Scott, Sacks e Sher 42 mostraram diferengas de
susceptibilidade entre diferentes cepas de Leishmania.
Enquanto a Leishmania tropica (usando uma cepa
que induz doenga autolimitada no camundongo) foi
destruida pelos macrofagos, a cepa Maria de Leis-
hmania mexicana (a qual produz uma doenga pro-
gressiva fatal nos camundongos) foi capaz de sobrevi-
ver no interior dos macréfagos ativados.

Analisando o outro pélo do bindmio parasita-
hospedeiro diversos estudos tém avaliado o papel de
macrofagos obtidos de diferentes origens. Usando
principalmente diferentes espécies ou linhagens de
animais nas quais o curso da doenga difere. Revendo
diversos dos seus proprios dados, e de outros pesqui-
sadores, Mauel 99 relaciona uma extensa série de
coincidéncias entre resisténcia e susceptibilidade
“in vivo” com positividade e negatividade em diversos
testes “in vitro”. Sugerindo assim que resisténcia ou
susceptibilidade a Leishmania seriam decorrentes de
caracteristicas intrinsecas, bioquimicas ou fisiologicas,
do macrofago que facilitariam ou ndo o crescimento
parasitario. O que é também afirmado por Nacy e
cols. 115 Em contraste com a hipStese acima estdo os
dados que demonstram que macrofagos ativados por
produtos de linfécitos, mesmo quando provenientes de
linhagens de animais susceptiveis a infecgdo, sdo
capazes de destruir Leishmania donovani 117,

2. PAPEL DOS LINFOCITOS T E
SEUS PRODUTOS

Observagdes clinicas e resultados de diversos
sistemas experimentais conduziram a nogdo geral-
mente aceita de que a recuperagdo e a resisténcia
imune a leishmaniose se devem ao componente celular
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da resposta imunoldgica, relegando a participagao
humoral a um segundo plano.

As formas de leishmaniose cutianea que evoluem
para cura espontdnea sdo acompanhadas de marcante
positividade nas reagdes de hipersensibilidade tardia
em resposta a antigenos parasitarios. A presenca de
anticorpos é observada de maneira irregular e apre-
senta titulos baixos.

Por outro lado, a auséncia de resposta imune-
celular se observa nas formas da doen¢a que nao
apresentam cura espontinea e nas quais altos titulos
de anticorpos especificos coexistem com o parasita,
como na leishmaniose visceral e na leishmaniose
cutaneo-difusa.

Atividades auxiliadoras

Andlise em conjunto de diversos estudos
salienta o papel preponderante da imunidade mediada
por células na recuperagdo da infecgdo também nos
animais experimentais pelas diversas espécies de
Leishmania. Estes achados sdo:

a) Animais que se recuperam espontaneamente da
infecgdo leishmanidtica apresentam resposta
imuno-celular 34,

b) Procedimentos que diminuem a reatividade celular
como indugdo de tolerancia ou irradiagdo por
raios X tornam as lesées mais graves 35,

c) A indugdo de uma resposta de hipersensibilidade
tardia, mesmo a antigeno néo relacionado, no local
da inoculagdo do parasita bloqueia o estabeleci-
mento da leishmania 8,

d) A presenca de resposta imune do tipo celular esta
presente nos animais resistentes e ausente nos
animais susceptiveis a infec¢ao por Leishmania 1.

e) Experimentos de transferéncia passiva de células
delimitam que o efeito protetor contra a Leishmania
reside na populagéo de linfocitos T 129,

f) A resolugdo da infec¢do por Leishmania tropica
nos camundongos “alto” e “baixo” respondedores
tipo Biozzi é independente do nivel de anticorpos 65.

Hill 9 acompanhou, através da transferéncia
adotiva de imunidade, o desenvolvimento de resistén-
cia adquirida de camundongos C3H/He infectados
pela Leishmania major. A resisténcia era medida
através da capacidade dos animais receptores em
inibir o crescimento de um inéculo parasitario padro-
nizado. Determinou, deste modo, que a resisténcia
adquirida se desenvolve rapidamente e alcanga o nivel
maximo quando ocorre a interrupgdo da multiplicagdo
parasitdria no local da lesdo primadria.

A visdo geralmente aceita é que, em conformi-
dade com outros patogenos intracelulares, a destrui-
¢do de Leishmania é mediada pelos macrdfagos
ativados através das reagGes imunocelulares. Outras
interpretagdes seriam a de que linfdcitos T sensibili-
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zados especificamente 32 ou outras células como os
polimorfonucleares 6 63 fossem citoliticos para o para-
sita extracelular ou para macrofagos infectados.

Os macrofagos de cobaia fagocitam e permitem
a sobrevivéncia da Leishmania enrietti. Se tais ma-
crofagos forem, porém, cultivados com linfocitos
singénicos, que tenham sido estimulados (numa cultu-
ra mista de linfdcitos ou pela Concanavalina A), eles
sdo capazes de destruir a Leishmania enrietti 192, O
mesmo fendémeno foi observado por Coutinho 47 com
linfécitos sensibilizados por Leishmania major.

A Leishmania tropica é fagocitada e se multi-
plica no interior de macréfagos peritoneais nio esti-
mulados de camundongos. Neste modelo a exposigao
dos macrofagos a linfocina antes da infecgdo pelo
parasita resultou num decréscimo da taxa de infecgéo;
¢ os macrofagos que se tornaram infectados inibiram a
multiplicagdo parasitaria 117,

O relato de Handman e cols 67 no qual reconhe-
cem no fator estimulador de colonias de macrofagos e
granulocitos o papel ativo na estimulagao dos macro-
fagos, ndo foi confirmado em estudos posteriores.
Usando fragées do sobrenadante de linhagem celular
EL-4, Nacy e cols 116 sugerem que a fragdo respon-
savel pela ativagcdo macrofagica apresenta muitas
semelhangas com o interferon gama. Utilizando so-
brenadantes de linhagens celulares ricos em diferentes
linfocinas, Titus e cols!46, também atribuem a
atividade parasiticida a0 MAF/interferon gama.

Uma avaliagdo mais objetiva do papel dos
linfocitos T no cursq da infecgdo, na cura das lesées e
no desenvolvimento de resisténcia a reinfecgdo, neces-
sita do estudo de populagées homogéneas de linfo-
citos T especificamente sensibilizados para Leishma-
nia. Louis e cols 92 desenvolveram “in vitro” linha-
gens celulares e clones de linfocitos T responsivos a
antigenos de Leishmania trépica. O estudo de tais
populagdes celulares demonstrou que elas expressa-
vam fenétipo Lyt 1+2—, colaboravam com linfocitos B
na produgdo de anticorpos. Quando especificamente
estimuladas, eram capazes de produzir linfocinas
ativadoras de macrofagos (para agao leishmanicida).
Estas células também transferiram a reatividade para
areacdo de hipersensibilidade cutdnea tardia, quando
inoculadas em camundongos normais 38, As popula-
¢0es celulares homogéneas realizam assim, “in vitro”,
todas as fungGes linfocitarias correlacionadas com a
prote¢do do hospedeiro e apresentam caracteristicas
fenotipicas e funcionais de células auxiliadoras.
Paradoxalmente, quando injetadas em camundongos
infectados estas células promovem um agravamento
das lesdes 87, Isto sugere que a susceptibilidade a
leishmaniose cutanea pode estar associada a um
funcionamento normal dos linfocitos T. Nestes casos
os linfocitos T poderiam estar atraindo macréfagos
permissivos 147, Neste caso a susceptibilidade seria

decorréncia de um defeito intrinseco do macré-
fago 17115, de algumas subpopulagdes macrofagi-
cas %9 ou do limiar de ativagdo dos macrofagos nos
animais susceptiveis 19. Ha outras sugestdes de um
funcionamento normal, ou até exacerbado, do compo-
nente linfocitario T nas linhagens susceptiveis. Barral-
Netto e cols!® demonstraram um aumento da pro-
dugdo de interleucina-2 em camundongos Balb/c
no curso da infecgdo por Leishmania mexicana ama-
zonensis; ¢ Titus e cols 145 obtiveram um efeito
curativo na infec¢do de Balb/c por Leishmania major,
com o uso de anticorpo monoclonal anti-L3T4, o qual
impede a ativagdo da célula T por antigeno.

3. PAPEL DOS LINFOCITOS B
E ANTICORPOS

Embora existam anticorpos contra Leishmania
em praticamente todas as formas de leishmaniose
tegumentar, a sua presenca e intensidade nao se
correlaciona com prote¢ao do hospedeiro. Nos mode-
los de leishmaniose murina também néo foi demons-
trado qualquer efeito protetor do soro imune 9.

As linhagens de camundongos selecionadas por
Biozzi pelas suas caracteristicas de marcante ou
discreta produgdo de anticorpos contra antigenos
naturais, sdo conhecidos como “alto” e “baixo”
respondedores. Os camundongos “alto” respondedo-
res produzem altos titulos de anticorpos anti-Leish-
mania quando infectados por Leishmania tropica,
mas tém uma baixa atividade macrofagica, e neles se
desenvolvem lesGes ulcerativas progressivas e graves.
Inversamente os “baixo” respondedores, com baixos
titulos de anticorpos mas intensa atividade macrofa-
gica, desenvolvem uma doenga menos grave e de cura
espontinea 65, Os mesmos autores também demons-
traram que a irradiagdo de camundongos infectados
pela Leishmania tropica, em niveis capazes de abolir
a produgdo de anticorpos, ndo interferindo com as
células T supressoras, nao modifica o curso da leséo,

Outras evidéncias de que anticorpos néo pro-
tegem o hospedeiro contra o estabelecimento de
infecgdo foram observadas em experimentos com
Leishmania trépica, nos quais a transferéncia de soro
obtido de animais imunizados (e resistentes a infec¢éo)
para animais isogénicos ndo alterou o curso da doenga
nos animais receptores; apesar do uso, iniciado antes
da infecgdo, de quantidades abundantes de soro imune
e por um periodo prolongado de tempo 74.

Sacks e cols 137 avaliaram o curso da infecgdo
por Leishmania major ou Leishmania mexicana
amazonensis em camundongos resistentes (C3H/Hel)
ou susceptiveis (Balb/c) os quais foram tornados
deficientes em linfocitos B pelo tratamento com soro
anti-IgM de camundongo desde o nascimento. O curso
da infec¢do do animal resistente ndo foi alterado, e,
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mais importante, na auséncia de anticorpos o camun-
dongo Balb/c permaneceu com os testes de hipersen-
sibilidade cutdnea tardia positiva e foi capaz de
controlar o crescimento da leséo.

Apesar de ndo serem benéficos, ou mesmo
serem prejudiciais a protegdo e a resolugdo das lesoes,
os anticorpos podem estar envolvidos em outros
fenomenos, dos quais o mais importante aparece ser a
modulagdo da interagdo parasita-macrofago.

a. Anticorpos citofilicos e opsonizagéo

Utilizando soro imune de coelho contra amas-
tigotas e avaliando a infec¢do de macrofagos ou
polimorfonucleares humanos em cultura, Chang 43
observou que havia um decréscimo no nimero de
amastigotas de Leishmania donovani no interior das
células. O uso de parasitas opsonizados levava aos
mesmos resultados, porém menos marcantes. Pelo
estudo da cinética da reagdo e com a utilizagdo de
células de pacientes com doenga granulomatosa croni-
ca (deficientes no metabolismo oxidativo) o autor
concluiu que a diminuigdo do numero de parasitas no
interior das células humanas se devia a uma inibigao
da fagocitose na presenga do soro imune.

Ao estudar o efeito do soro obtido de camun-
dongos C57B1/6 re-infectados, Herman 68 observou a
presenca de anticorpos citofilicos e opsonicos para as
formas amastigotas de Leishmania donovani,em soro
obtido no periodo inicial de re-infecgdo. O efeito final
foi um aumento da aderéncia e ingestio dos parasitas.
Ao avaliar o soro obtido em periodo mais tardio a
percentagem de macrofagos capazes de ingerir para-
sitas estava maior ou igual ao nivel obtido com o uso do
soro controle normal. Pearson e cols 12! relataram que
a auséncia de soro reduz a fagocitose de Leishmania
donovani por macrofagos humanos. Reis e cols 132
(enviado para publicagdo) estudaram o efeito do soro
de camundongos susceptiveis (Balb/c) ou resistentes
(C57B1/6) infectados por Leishmania mexicana
amazonensis. Mostraram que o soro de ambas as
linhagens aumenta a interiorizagdo dos parasitas nos
macrofagos, porém somente quando obtido na fase
tardia de infecgdo (7 semanas ou 5 meses). Mais ainda
foi mostrado que a absor¢do de anticorpos anti-
Leishmania reduz, ou abole, o efeito facilitador da
penetragdo nestes soros. Estes dados ilustram que
anticorpos podem alterar a interagdo da Leishmania
com o macrofago, € mais ainda que este efeito pode ser
diferente de acordo com o periodo de infecgéo.

O aumento da fagocitose ndo resulta, todavia
num efeito protetor do soro. A penetragdo da Leish-
mania num macrofago nio ativado (ou incapaz de ser
ativado) pode facilitar a sobrevivéncia do parasita.
Visto assim, o efeito de aumentar a fagocitose pode ou
ndo ser protetor para o hospedeiro, a depender do
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estado de ativagdo dos macrofagos. Ja a capacidade
dos anticorpos em diminuir a fagocitose poderia se
correlacionar com protegdo do hospedeiro ao evitar
que o parasita alcance a célula onde se reproduz, e por
expor a Leishmania aos efeitos citotoxicos dosoroe a
acdo dos polimorfonucleares.

Diversos estudos 100 128 129 mostraram que
apesar do soro ndo ter uma atividade protetora isola-
damente ele pode apresentar um efeito sinergistico na
protecdo oferecida pela transferéncia de células
imunes. Nestes estudos nio se demonstrou claramente
se o efeito sérico decorria da presenga de anticorpos,
ou de outros fatores.

b. Ativagédo policlonal

Varias doengas parasitarias cursam com uma
hipergamaglobulinemia policlonal, entre as quais a
leishmaniose visceral. A presenca de produtos para-
sitarios poderia ser capaz de causar uma ativagio
policlonal de linfocitos B, seguida de uma produgio
exacerbada de imunoglobulinas pelos plasmdcitos,
levando a hipergamaglobulinemia.

No modelo da infec¢do do camundongo Balb/c
pela Leishmania tropica observa-se esplenomegalia e
acentuada hipergamaglobulinemia. Neste sistema
Weintraub e Gottlieb 134 demonstraram uma ativagao
policlonal de células B durante o curso da infecgao, a
qual foi evidenciada por aumento no numero de
precursores esplénicos de linfocitos B contra antige-
nos nao relacionados com Leishmania. Identificaram
ainda a presenga de um mitégeno de linfocitos B no
material obtido pela lise de promastigotas de Leish-
mania tropica. Colle e cols 4> demonstraram ativagdo
policlonal no curso de doenga visceral por Leishmania
tropica em camundongos Balb/c ¢ C57B1/6. Na
leishmaniose cutinea ou mucosa humana ndo ha
hiperglobulinemia nem evidencia de ativagdo poli-
clonal.

4. OUTRAS CELULAS

Kirkpatrick ¢ Farrel 78 avaliaram o papel das
células NK (“natural killer”) na infec§ao por Leish-
mania tropica ou Leishmania donovani usando ca-
mundongos “beige” (0s quais apresentam varios defei-
tos, entre os quais uma acentuada deficiéncia de
atividade NK), e usaram como controles camundon-
gos heterozigotos (fenotipicamente normais). O curso
da infecgdo por Leishmania tropica em camundongos
“beige” foi semelhante ao dos controles, € a resposta
imune humoral ou celular foi semelhante em ambos os
grupos. Por outro lado, os camundongos “beige”
foram incapazes de eliminar as amastigotas de Leish-
mania donovani, a respeito da presenga da resposta
imunoceiular e humoral semelhante ao grupo controle,
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sugerindo assim um papel das células NK na recupe-
ragdo da infec¢do por Leishmania donovani. Em
trabalho posterior os mesmos autores 79 avaliaram a
atividade de células NK em diversas linhagens de
camundongos infectados por Leishmania donovani e
ndo encontraram correlagées consistentes entre sus-
ceptibilidade ao parasita e atividade NK espontanea,
nem um padrao consistente de ativagdo ou depressao
de atividade NK apos a infecgdo.

S. ATIVIDADE SUPRESSORA

Scott e Farrell 14! estudando camundongos
Balb/c infectados pela Leishmania tropica observa-
ram uma depressao na capacidade proliferativa de
linfocitos em resposta ao estimulo com mitégenos.
Identificaram uma populagdo de células aderentes
capaz de suprimir a resposta imune “in vitro”. A
caracteristica aderente, e a demonstragdo de que a
supressdo podia ser eliminada pela indometacina,
sugeriam a participagdo do macrofago mediando a
supressdo pela sintese de prostaglandinas.

Na leishmaniose cutinea difusa no homem foi
identificada uma populagdo de células aderentes no
sangue periférico capaz de inibir seletivamente a
resposta proliferativa de linfocitos ao estimulo com
antigeno de Leishmania, deixando preservada a res-
posta aos mitdgenos e antigenos ndo relacionados.
Esta populagdo também tinha o seu efeito supressor
revertido com o uso de indometacina 126 127,

A infecgdo do camundongo Balb/c pela Leish-
mania tropica ou Leishmania mexicana resultanuma
doenga progressiva ndo controlada com grande multi-
plicagdo parasitaria e disseminagdo por todo o corpo.
Nestes animais a resposta imunocelular ¢ inicialmente
positiva, avaliada tanto pelos testes de hipersensibili-
dade cufanea tardia quanto pela proliferagao de linf-
citos “in vitro” apos estimulagdo por antigenos para-
sitarios. Esta resposta imune desaparece nos estagios
mais tardios, diferentemente dos animais resistentes
nos quais a resposta imune mediada por células
permanece positiva por longo tempo 13 8, Freqiiente-
mente se atribui o fendmeno de desaparecimento da
resposta imunocelular de comundongos susceptiveis a
agdo de uma célula supressora. Leclerc e cols 83,
todavia, atribuem o fenémeno a deplecdo de células
imunocompetentes no bago de animais infectados, o
qual seria constituido por uma grande populagdo de
células “nulas”.

Diversas manipulagbes realizadas no camun-
dongo Balb/c (altamente susceptivel a Leishmania)
sugerem a presenga de uma célula T supressora, a qual
seria responsavel pelo desaparecimento da resposta
imunocelular potencialmente efetiva, e pelo curso
grave da infecgdo. Os camundongos infectados e
submetidos a irradiagdo sub-letal (em niveis capazes

de destruir os precursores das células T supressoras)
tém um curso de infecgdo menos grave e yemelhante ao
do animal resistente. Quando tais animais recebem
linfécitos T de camundongos normais observa-se de
novo o curso grave ¢ fatal da doenga 73.

De maneira similar a reconstituigdo de camun-
dongos atimicos, os quais tém doenga menos grave que
os camundongos Balb/c normais, resulta numa doenga
cronica e de curso fatal; sugerindo a implicagdo da
célula T e de resposta T-dependentes no desapareci-
mento de resposta imune protetora do hospedeiro 72.
Foi sugerido que um defeito primario do macrofago
leva a geragdo dos linfocitos T supressores, e esta
populagdo foi caracterizada fenotipicamente como
Lyt 1*t2-¢eIJ-.

Gorczynski e MacRae 59 demonstraram que a
estimulagio de linfocitos usando uma populagao infec-
tada de células aderentes da pele de camundongos
Balb/c leva ao aparecimento de uma populagdo celular
(Thy-1.2*, Lyt -2 %, incluindo células Lyt—1 *).
Estas células sdo capazes de inibir a subseqiiente
sensibilizacdo de células normais de linfonodos de
camundongos (Balb/c x CBA) F; por antigeno de
Leishmania tropica. Reforgando assim as evidéncias
da atividade de uma célula supressora como sendo
responsavel pelo curso grave da doenga no camun-
dongo Balb/c.

Recentemente Liew 86 relatou a obtengéo de
linhagem celular homogénea de linfécitos T, com as
mesmas caracteristicas fenotipicas descritas acima, e
que é capaz de suprimir a proliferagdo linfocitaria
“in vitro” e a reatividade cutinea tardia contra anti-
genos de Leishmania tropica. Quando injetadas em
camundongos, juntamente com promastigotas de
Leishmania tropica, as células promovem um agra-
vamento das lesoes.

MECANISMOS DE SOBREVIVENCIA
DA LEISHMANIA

E evidente que para se estabelecer no hospe-
deiro e nele sobreviver e se multiplicar a Leishmania
deve ser capaz de resistir e superar as diversas
barreiras e ataques utilizados pelos vertebrados.

Sendo aforma promastigota extremamente sen-
sivel ao ataque litico do soro devemos imaginar existir
alguma forma de protegdo até que ocorra a penetragdo
no macrofago e sua transformagdo em amastigotas.
Embora sem evidéncias experimentais, Pearson e
cols 122 sugerem que a saliva ou outros elementos do
flebotomo podem revestir ou proteger a promastigota
ou alternativamente, inativar, localmente, o comple-
mento.

Ha demonstragdes que a promastigota é capaz
de promover o re-arranjo com polarizagdo (‘‘capping”)
dos anticorpos localizados na sua superficie 53. Este
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processo no entanto é lento e ndo preveniria a ativagio
do Sistema Complemento. Por outro lado, a liberagao
dos complexos antigeno-anticorpo poderia bloquear
receptores Fc de células potencialmente destruidoras
como polimorfonucleares neutréfilos e eosindfilos.

As promastigotas que escapam ao ataque litico
do soro, e presumivelmente dos polimorfonucleares,
penetrariam entdo nos macrofagos. Embora tenha sido
documentado que macrofagos peritoneais de camun-
dongos sdo ativos na destruigdo das promastigotas
através de produtos do metabolismo oxidativo, deve-
mos supor que haja mecanismos de sobrevivéncia
mesmo ai. Vdrias alternativas sdo possiveis. Uma
delas é que os macrofagos da pele dos camundongos, a
exemplo dos macrofagos derivados dos monocitos
circulantes humanos tenham uma menor atividade
destruidora pelos metabolitos da cadeia respiratoria e
por isto permitam a sobrevivéncia do parasita. Pode-
mos imaginar também que apesar do ataque realizado
pelo macrofago alguns parasitos sobrevivam,; seja por
uma resisténcia intrinseca, de certas populagdes para-
sitarias mais patogénicas, seja por um esgotamento da
atividade macrofagica. Alternativamente, ha também
a possibilidade de que as leishmanias sobrevivam no
interior de outras células; idéia que tem suporte na
demonstragdo da capacidade da Leishmania se trans-
formar de promastigota em amastigota, nos fibroblas-
tos de pele humana ““in vitro” 44, Porém nestas células
o crescimento parasitario ndo parece ser eficiente 51.

Uma vez transformada em amastigota, ou no
macrofago ou em outras células, ainfecgdo progrediria
mais facilmente com a invasio de novos macrofagos
porque a forma amastigota € capaz de penetrar nos
fagocitos mononucleares sem promover a exacerba-
¢40 do metabolismo respiratorio.

Naéo ha demonstragées claras dos mecanismos
utilizados pela Leishmania para resistir ao ataque
enzimatico que se segue a formagdo do fagolisossoma.
Gottlieb ¢ Dwyer 60 demonstraram a presenga de
atividade de fosfatase acida na superficie externa da
membrana da Leishmania donovani (promastigotas).
Esta localizagdo particular da enzima pode, hipoteti-
camente, auxiliar a Leishmania de duas maneiras:
protegendo-a dos mecanismos microbicidas e permi-
tindo a utilizagdo de fosfatos organicos do meio para
obtengdo de nutrientes. Esta e/ou outras enzimas e
diferentes mecanismos poderiam constituir uma estru-
tura propria da Leishmania que lhe permitisse resistir
ao ataque enzimatico. Ha também a possibilidade de
que a Leishmania produza materiais capazes de
inativar ou interferir com as enzimas lisossomiais.

Este material se constitui num polissacaride complexo
€ que € capaz de reverter a resisténcia de macrofagos
nao permissivos e promover o crescimento parasitario.
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Embora néo saiba seu modo de agao é de se imaginar
que interfira com os mecanismos utilizados pelo
macréfago para a destruigdo dos parasitos.

RESPOSTA IMUNE E AS DIFERENTES
FORMAS CLINICAS DE
LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

O envolvimento tegumentar da leishmaniose
pode se traduzir clinicamente por manifestagées diver-
sas tais como lesdo cutanea ulcerada unica, lesGes
cutaneas miltiplas, lesdo nodular unica ou dissemi-
nada, processos infiltrativos e envolvimento de
mucosa. As diversas manifestagoes clinicas observa-
das na leishmaniose tegumentar estdo na dependéncia
de varios fatores tais como a espécie de Leishmania,
os aspectos genéticos do hospedeiro e com a resposta
imunoldgica contra os antigenos parasitarios. A im-
portancia da cepa é bem caracterizada na Africa onde
a leishmaniose cutanea difusa esta ligada a infecgdo
pela Leishmania aethiopica 53 e na América do Sul
onde o envolvimento de mucosas é predominante-
mente associado ao complexo Leishmania brazilien-
sis 4096, Todavia a mesma cepa de Leishmania pode
também induzir diferentes formas clinicas da doenga.
Assim ¢é que lesdo cutinea cldssica pode ser causada
por Leishmania aethiopica, e a Leishmania mexicana
amazonensis pode tanto produzir uma lesdo locali-
zada e as vezes auto-resolutiva, como lesdo mucosa ou
leishmaniose cutanea difusa 136!, Existe uma carén-
cia de estudos avaliando o papel da constituigdo
genética no aparecimento das diversas formas clinicas
das leishmanioses. Isoladamente alguns relatos tém
chamado atengdo para associagdo entre o tipo ou
gravidade da doenga e alguns grupos raciais. Por
exemplo, nos Andes, Walton e Valverde 152 documen-
taram que embora os descendentes dos indios fossem
mais acometidos pela leishmaniose, as formas graves
da doenga predominavam em individuos cujos ances-
trais eram da raca negra. No nosso meio tem sido
documentado uma predile¢do de raga no desenvolvi-
mento da doenga mais grave e outros fatores de risco
tais como o numero de lesGes cutdneas, a localizagio
destas, a utilizagdo de esquema terapéutico ndo
adequado se correlacionam com o aparecimento de
lesbes mucosas da doenga 899097,

A importancia da resposta imune no apareci-
mento das diversas formas clinicas de leishmaniose
cutdnea passou a ocupar uma posi¢do de destaque
apos a documentagéo da existéncia de formas polares
de leishmaniose tais como se observa na lepra 148,
Estas formas polares estdo representadas de um lado
pela leishmaniose cutinea, histologicamente caracte-
rizada como um processo granulomatoso tipo tuber-
culéide com proliferagdo linfocitaria e plasmocitaria e
auséncia ou escassez de parasitas, e do outro lado, pela
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leishmaniose cutdnea difusa, onde existe uma infiltra-
¢a0 dérmica de macrofagos, habitualmente vacuola-
dos, cheios de parasitas, e com auséncia de linfocitos.
Entre estas duas formas denominadas de TT (tuber-
culdide) e MM (macrofago), Bryceson 35 caracterizou
ainda as seguintes formas: MI (macroéfago intermedia-
ria), II (intermediaria) e IT (intermediaria tubercu-
léide). Tentativas de aplicabilidade desta classificagdo
imunologica na leishmaniose tegumentar americana
tem sido dificeis e outras classificagbes tém sido
propostas como a de Ridley 134 e Magalhies e cols 95.
Todavia a grande dificuldade de aplicabilidade destas
classificagdes do ponto de vista imunoldgico é a falta
de correlagdo entre a histopatologia e a resposta imune
analisada por testes “in vivo™ e “in vitro” nas formas
intermediarias e na forma tuberculdide, as quais
representam as formas clinicas mais comuns da leish-
maniose tegumentar. Faz excegdo a esta regra a
leishmaniose cutanea difusa na qual muitos parasitas
sdo encontradas na lesdo e onde é bem documentada
“in vivo™ e “in vitro” a incapacidade dos pacientes de
responder a antigenos de Leishmania 33127, A su-
pressao da resposta imune na leishmaniose cutanea
difusa é restrita a drea celular, desde que a produgdode
anticorpos anti-Leishmania ¢ preservada 127, E tam-
bém antigeno especifica, desde que estes pacientes tém
a capacidade de responder “in vivo” e “in vitro” a
outros antigenos com PPD 126, embora alteragées
mais amplas da resposta imune celular tenham sido
documentadas como auséncia de resposta a teses
intradérmicos a varios antigenos31 69

O mecanismo da imunossupressio a antigeno de
Leishmania, Yol recentemente estudado por Petersene
cols 127, que avaliando pacientes com leishmaniose
cutanea difusa na Republica Dominicana demonstrou
que a deplegdo de células aderentes ou a adigdo de
indometacina a culturas de células, restaurava a
resposta blastogénica “in vitro” a antigenos de leish-
mania. Suportando a hipotese de que as células
supressoras seriam os macrofagos, existe a de-
monstragdo de que co-cultivando linfécitos de pa-
cientes, com macréfagos de individuos sadios que
possuem a mesma constituigdo antigénica do Locus D
do sistema HLA das células dos pacientes, pode-se
restaurar a resposta blastogénica a antigeno de Leish-
mania 126, O mecanismo pelo qual os macrofagos
exercem a supressao da resposta imune na leishma-
niose cutinea poderia estar relacionado com a sintese
de prostaglandinas desde que indometacina reverta o
efeito supressor. Alternativamente, um defeito do
macrofago no que concerne a sua capacidade de
processar e apresentar os antigenos parasitdrios a
célula T poderia se constituir no mecanismo desta
anormalidade.

Embora os macrofagos representem, provavel-
mente, as células que diretamente estio envolvidas na

supressdo da resposta imune na leishmaniose cutanea
difusa, mecanismos alternativos como participagdo
direta de linfocitos T supressores neste fenomeno néo
pode ser afastada. Mesmo sem uma base imunologica,
também existe a idéia de que a doenga progride em
virtude do fato de linfonodos encontrarem-se alterados,
desde que obstrugdo linfatica e processos infecciosos
secundarios sdo encontrados nos membros inferiores
dos pacientes, sitio habitualmente inicial da lesdo
leishmaniética na forma difusa da doenga 31.

A idéia de que o espectro clinico-patologico das
leishmanioses é dependente da resposta imune do
hospedeiro é atraente ¢ em determinadas situagbes
bem caracterizada. Este aspecto foi recentemente
revisto por Grimaldi 6! e neste contexto teriamos
inicialmente as formas localizadas e ou auto-resolu-
tivas onde a resposta imune celular estaria presente e
por conseguinte a doenga seria limitada. Ndo sendo a
Leishmania contida nesta fase inicial da infecgédo,
poderia haver progressao da doenga por duas manei-
ras. O primeiro caso estaria representado pelas formas
enérgicas nas quais a resposta celular estaria ausente e
conseqiientemente os macrofagos estariam repletos de
Leishmania (leishmaniose cutianea difusa). No se-
gundo caso, teriamos as chamadas formas alérgicas,
nas quais o parasita é escasso ou mesmo invisivel na
lesdo, a imunidade celular seria facilmente detectada,
mas diferente do que ocorreria nas formas auto-
resolutivas a doenga progrediria. No ultimo grupo
estaria a forma recidiva de lesdo cutdnea também
chamada de crénica e a iulcera muco-cutanea secun-
daria ou espundia. Todavia a correlagdo entre a
resposta imune e as diversas formas clinicas da
leishmaniose tegumentar americana € por muitas
vezes complexa, porque na grande maioria dos casos
0s pacientes se apresentam com a resposta imune
celular preservada apesar da ocorréncia de manifes-
tagbes clinicas diversas. Alternativamente, aspectos
imunoldgicos e patologicos podem ser diferentes na
vigéncia da mesma forma clinica da doenga. Compro-
vando esta ultima situagdo, Pereira encontrou que de
16 pacientes com lesdo mucosa no oeste do Brasil, 6
ndo apresentavam resposta ao teste intradérmico a
antigeno de Leishmania e em dois deles havia um
consideravel numero de parasitas na lesdo, aspecto
diverso do observado na maioria das séries nas quais o
comprometimento da mucosa se associa a auséncia ou
escassez do parasita 2294 109 Alteragdes da resposta
imune como auséncia de resposta a testes intra-
dérmicos e antigenos heterdlogos e diminuigao de
linfocitos T foram também documentados em muitos
destes pacientes avaliados por Pereira 124, achados
que também néo tém sido documentados em pacientes
com lesdo cutdnea ou lesdo cutdneo-mucosa 37.

Excluindo a observagdo de Pereira 124 os estu-
dos da resposta imune celular em pacientes com
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leishmaniose tegumentar americana mostram que esta
¢ intacta quando avaliada através da reagdo de
Montenegro e do teste de transformacao linfoblastica.
Uma boa resposta linfoproliferativa a antigeno de
Leishmania tem sido documentada em pacientes com
varias formas da doenga, tais como: lesdo ulcerada
isolada, lesdo mucosaisolada, lesdo cutdneo-mucosa e
em casos isolados de formas menos comuns como
lesdes disseminadas ou multiplas 36 3796, Do ponto de
vista imunolégico a documentacdo de uma resposta
imune celular preservada na leishmaniose tegumentar
é 0 marco mais importante de diferenciagdo desta
forma de doenga com a leishmaniose visceral, situagio
na qual existe supressdo da resposta imune celular 38,

Avaliando a resposta linfoproliferativa a an-
tigeno de Leishmania em pacientes da Venezuela
onde as cepas predominantes sdo do complexo L.
mexicana e L. braziliensis, Castes e cols%® veri-
ficaram uma boa resposta proliferativa em todos os
casos, bem como positividade no teste de hiper-
sensibilidade de tipo tardio. Comparando os resul-
tados de formas cutaneas com os observados em lesdao
mucosa, Castes e cols40 demonstraram que a resposta
blastogénica nos pacientes com lesdo mucosa era
superior aos pacientes com lesao cutdnea refor¢ando a
possibilidade de que a lesdo mucosa poderia re-
presentar uma reagao de hipersensibilidade tardia ao
parasita. Esta resposta exarcebada, segundo Castes e
cols3Y estaria relacionada com uma diminuigdo da
atividade de células supressoras em pacientes com
leishmaniose mucosa. Como o quadro histolégico
habitualmente observado na forma mucosa da
leishmania se caracteriza por uma presen¢a de lin-
focitos e plasmocitos e auséncia ou escassez de
parasitas, a hipotese de que a leishmaniose mucosa
represente o polo de hipersensibilidade do hospedeiro
permanece viavel. Walton e cols!33 analisando a
patogénese destas lesdes mucosas sugerem que além
da exacerbagdo da resposta imune celular, outros
fatores como a ocorréncia concomitante de tuber-
culose ou desnutricdo podem estar envolvidos na
génese da doenga mucosa. Embora lesdo mucosa
possa representar uma lesdo de hipersensibilidade ao
parasita ou a antigenos do hospedeiro modificados
pelo parasita, alguns dados contrarios a esta hipotese
devem ser salientados: 1) A resposta exacerbada
observada em pacientes com lesao mucosa pode apenas
refletir uma constante estimulacdo do sistema imune,
desde que o parasita persista no hospedeiro por um
longo periodo de tempo. 2) A observagdo de que havia
diminuigédo de atividade supressora em pacientes com
doenga mucosa nio foi comprovada em estudos
posteriormente realizados!40. 3) Lesées mucosas tém
sido documentadas em pacientes com depressdo da
resposta celular a antigeno do parasita e com quadro
histopatologico que nio sugere hipersensibilidadel24,
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A possibilidade de que a imunidade humoral tenha
participagdo na génese das lesdes mucosas da
leishmaniose ndo pode ser afastada. Titulos de an-
ticorpos sdo mais elevados nas formas mucosas do que
nas formas cutaneas48 e complexos imunes circulantes
sdo mais freqlientemente documentados e em titulos
mais elevados na forma mucosa da doenga52. Estes
achados, juntamente com a observacdo de que as
lesdes mucosas contém grande quantidade de plas-
moécitos e de imunoglobulinas!10 abrem perspectivas
para que estudos sejam desenvolvidos no sentido de
avaliar a participacdo de componentes humorais no
aparecimento destas lesdes.

Estudando pacientes em uma area endémica de
L. braziliensis no Brasil tanto com lesdes cutdneas
como com lesbes mucosas nos temos observado que na
maioria dos pacientes os linfocitos apresentam trans-
formacgdo blastogénica quando estimulados com an-
tigeno de Leishmania. Além disto, o numero de
linfécitos T e B ¢ preservado em sangue periférico
destes pacientes e uma boa resposta blastogénica e a
mitdgenos tem sido documentada3’. Embora a ava-
liagao imunologica “in vivo™ e “in vitro” de pacientes
com doenga cutanea ou mucosa com evolugdo longa
(> 2 meses) tenha este padrdo homogéneo de respos-
ta, caracterizado por reagao de Montenegro positiva,
resposta linfo-proliferativa preservada para antigeno e
mitdgenos e auséncia de alteragdes na populagdo de
linfécitos no sangue periférico3’, quando os pacientes
sdo avaliados na fase inicial da doenga, menos de 2
meses de evolugdo clinica, pode ser documentada
auséncia de resposta blastogénica, teste intradérmico
negativo e auséncia de anticorpos especificos no soro.
Uma depressao inicial da resposta imune na leish-
maniose tegumentar tem sido observada também por
outros autores. Por exemplo, estudando uma epidemia
de leishmaniose cutinea na Venezuela, Lynch e cols?3
observaram que o percentual de testes intradérmicos
positivos era mais freqiiente em individuos com mais
de 60 dias de infec¢do. Mendonga e cols!05 em uma
area endémica de L. braziliensis, tém identificado
casos com testes intradérmicos negativos e auséncia
de resposta blastogénica, e pacientes com reagdo de
Montenegro positiva mas auséncia de transformagédo
linfoblastica. Nesta casuistica, uma boa correlagdo
tem sido feita entre a resposta imunolodgica e aresposta
terapéutical05, Ou seja, os pacientes que respondem a
antigeno de Leishmania curam com mais facilidade,
indicando a relevancia da resposta imune no controle
da doenca.

A importancia da presenga ou nio da resposta
imune detectavel em uma fase inicial da doen¢a deve
ser pesquisada. E possivel que a incapacidade de
detectar uma resposta imune eficaz logo apds a
infecgdo deva-se ao fato de que as células envolvidas
na resposta imune aos antigenos parasitarios estejam
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localizados no sitio da lesdo. Ndo pode ser afastada,
entretanto, a possibilidade de que a resposta deprimida
represente uma predominéncia de células supressoras
e que este fendmeno venha a ter implicagdes na
determinagdo da forma clinica a ser manifestada pelo
paciente. Voorhis e cols! 50 documentaram que embora
nao exista diferenga na distribuicdo de células au-
xiliadoras e supressoras no sangue periférico de pa-
cientes com lepra lepromatosa e lepra tuberculdide,
quando se analisa a distribui¢do celular na lesdo,
documenta-se que na lepra lepromatosa ha um grande
aumento de células supressoras nos tecidos. Estu-
dando pacientes com lesao cutdnea e comparando com
lesdo mucosa, Barral e cols!4 (enviado para publi-
cagdo) ndo encont:aram diferenga significativa na
populacdo de células colaboradoras e supressoras nas
duas formas da doenga. Se faz necessério entretanto
que estudos, avaliando a fung¢io das células envolvidas
na lesdo, sejam realizados para que se determine a
existéncia ou ndo de diferenga entre o que é observado
no sangue ou o0 que ocorre nos tecidos.

Os estudos da respota imune na leishmaniose
tegumentar americana sio raros e na sua totalidade as
avaliagoes tém sido dirigidas basicamente para a
fun¢ao linfocitaria e pouco se tem estudado a respeito
dos macrofagos e da cooperagao entre linfocitos e
macrofagos. Este aspecto é de grande relevancia desde
que tanto em modelos experimentais como na espécie
humana a Leishmania pode ser destruida por ma-
crofagos quando estes sdo ativados por produtos de
linfécitos T. Avaliando a interagdo de L. mexicana e
macréfagos de individuos sadios, Carvalho e cols37
documentaram que estes macrofagos podem destruir
Leishmania quando a eles sio adicionados sobre-
nadantes de cultura de linfécitos de pacientes com
leishmaniose tegumentar. Estes achados demonstram
que os linfocitos destes pacientes tém a capacidade de
produzir linfocinas que ativam macrofagos o que esta
em concordancia com os achados recentes de que
nestes sobrenadantes sdo encontrados niveis elevados
de interferon gama3’. Além da capacidade preservada
da produgdo de linfocinas com atividade leishmanici-
da, macrofagos de pacientes com doenga mucosa
quando ativados por linfocinas inibem a multiplicagéo
intracelular de Leishmania37. Estes dados demons-
tram que, baseados nos estudos até agora realizados,
nem uma reagdo de hipersensibilidade nem um defeito
nos mecanismos de defesa do hospedeiro se cons-
tituem explicagdes convincentes para a ocorréncia de
lesdes mucosas. A demonstragdo por outro lado da
existéncia de cepas de Leishmania resistentes aos
mecanismos de defesa do hospedeirol42 e resistentes a
antimoniais2%, aliado ao fato de que a resposta imune
no sitio da lesdo pode ser anormal, indica que além dos
estudos da resposta imune do hospedeiro, mais se deve
conhecer a respeito das cepas de parasitas causadores

das diversas formas clinicas da doen¢a, e dos me-
canismos de defesa no sitio da leséo.

IMUNODIAGNOSTICO

1. TESTES SOROLOGICOS

Apesar das controvérsias naliteratura a respeito
da sensibilidade e especificidade das técnicas apli-
cadas ao imunodiagnostico, a utilizagdo de testes
sorologicos € de intradermorreagdo ainda sdo os
principais métodos usados para o diagnostico da
maioria das protozooses’0. Na leishmaniose tegu-
mentar de ha muito que a sorologia e o teste cutaneo
vém sendo realizados!08 111, Diferentemente da
leishmaniose visceral, na leishmaniose cutineo-mu-
cosa os anticorpos circulantes nio estdo em con-
centragoes suficientemente elevadas, para permitirem
que a realizagdo dos testes sorologicos mais simples
tais como precipitagdo em tubo, em gel de agar e
formol-gel, tenham um alto percentual de positivi-
dade?5 26, Por isso, somente apds o advento das novas
técnicas de marcagio (imunofluorescéncia e ensaios
imunoenzimaticos) é que o papel dos anticorpos
especificos anti-Leishmania tem sido melhor estu-
dado’ 16, Das técnicas anteriormente utilizadas, a
reagdo de fixagao de complemento (RFC) e o teste de
aglutinagdo direta merecem uma andlise especial.
Ainda hoje alguns centros continuam utilizando a
RFC como método principal na detecgdo de anti-
corpos circulantes. E classicaa utilizagdo dareagdode
Guerreiro Machado para o sorodiagnostico da doenga
1e Chagas® 77. Na leishmaniose tegumentar, Mose!11
relata que anticorpos foram detectados em todos os
casos testados. Esses resultados nao tém sido con-
firmados ao longo dos anos!32 133, Com o advento das
novas técnicas de menor complexidade e variaveis
bioldgicas, a RFC tem sido relegada ao passado no que
se refere ao diagnostico sorologico das leishmanioses.

O teste de aglutinacéo direta (TAD) dado a sua
simplicidade no preparo do antigeno e da sua rea-
lizagdo, tem sido ainda proposto. Allain e cols4
chamam ateng¢do que a utilizagdo de L. braziliensis
como fonte de antigeno melhora muito a sensibilidade
do teste. Embora os titulos sejam bem inferiores aos
encontrados na leishmaniose visceral, de 61 pacientes
com leishmaniose tegumentar testados 50 foram po-
sitivos com titulos = 64. Reatividade cruzada ocor-
re sobretudo com soros de pacientes portadores de
tripanossomiases. Anticorpos da classe IgM sdo tam-
bém detectados pelo TAD. A facilidade na execugdo e
estabilidade dos reagentes ainda permitem a reco-
mendagio deste teste em areas onde as novas técnicas
nao sejam disponiveis. Tem-se que considerar a
elevada reatividade cruzada e que titulos significativos
sdo considerados somente = 32.
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Nos anos 70, duas técnicas vém sendo pre-
feridas para detec¢do de anticorpos circulantes. A
imunofluorescéncia indireta e os ensaios imunoenzi-
maticos, originalmente chamado de Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (Elisa)30 5157 149,

Bray e Lainson30, em 1965, descreveram de-
talhadamente a reagdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI), aplicada ao sorodiagnostico da leishmaniose
tegumentar. Os seus resultados ndo foram satisfa-
torios, visto que de 20 soros de leishmanidticos
testados, franca positividade foi obtida somente em 12
destes (60%), contrastando com 40% de positividade
dos soros de pessoas nio suspeitas de leishmaniose
tegumentar. Em 1968, Bittencourt, Sodré e Andra-
de23, contrariando resultados anteriores encontraram
969% de positividade sorologica através de RIFI em 29
soros de pacientes leishmanidticos. Uma critica aos
seus resultados se faz a nao diluigdo do soro no
momento da realizagdo do teste, bem como a rea-
tividade cruzada com outras doengas endémicas exis-
tentes nas localidades de onde provieram seus pa-
cientes. Em 1972, Walton e cols!3! chamam a atengéo
que o insucesso da reagdo de RIFI na leishmaniose
tegumentar se deve ao fato da utilizagdo de formas
promastigotas de Leishmania como fonte de antigeno,
visto que no parasitismo humano somente as formas
amastigotas sio encontradas. Seus resultados rati-
ficam sua idéia; 28/30 soros de pacientes com lesoes
cutaneas ativas de LT foram positivos com titulos
variando entre 8-1024. Do mesmo modo 25/28 so-
ros de pacientes com lesdes de mucosa revelaram os
mesmos resultados. A especificidade deste antigeno
(formas amastigotas) foi de 93% incluindo soros de
pacientes chagasico e de infecgdo por T. rangelli. Em
contraposi¢do, Guimaries e cols®4, em 1974, pro-
péem uma padronizacdo de antigeno para RIFI para
leishmaniose mucocutanea utilizando formas promas-
tigotas de cultivos de 7 a 10 dias formolizadas a 2%,
visto que a obtengdo de formas amastigotas em cultura
de tecidos, como propdoe Walton, nem sempre ¢é
possivel, além de ser bastante influenciada pela es-
pécie e idade da cepa utilizada. Recentemente,
Pappas!18 realizou um estudo comparativo entre o
antigeno de promastigota e amastigota na RIFI. As
formas amastigotas foram obtidas de 3 modos di-
ferentes: cultivo “in vitro” em linhagem celular:
isoladas de lesdo de hamster infectado e transforma-
¢ao0 de promastigota em esferomastigota “in vitro” sob
efeito da temperatura. Soro de 34 soldados portadores
de leishmaniose cutinea foram avaliados. 28/34
(82,4%) foram positivos com o antigeno de pro-
mastigota. Excetuando as amastigotas obtidas dire-
tamente da lesio, a qual revelou resultados de po-
sitividade idéntica ao antigeno de promastigota: os 2
outros foram menos sensiveis. A média geométrica dos
titulos com promastigotas foi significantemente mais
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elevada do que com a amastigota. Ndo houve di-
ferenca significativa entre os antigenos com relagio a
reatividade cruzada e especificidade com relagédo aos
soros de pessoas normais. Esses achados estdo in-
teiramente em concordincia com os resultados obti-
dos por Badaro, Reed e Carvalhol0 em relato prévio
comparando promastigotas e amastigotas como fonte
de antigeno para a RIFI na leishmaniose visceral.
Alias, as promastigotas mostram uma sensibilidade e
especificidade ligeiramente melhor do que as amas-
tigotas. Por conseguinte recomenda-se a utilizagéo de
formas promastigotas como fonte de antigeno para a
RIF1 de preferéncia utilizando cepas homdlogas e de
cultivo entre o 7° — 109 dias de crescimento, for-
molizada a 2%. Titulos significativos devem ser
considerados acima de 32.

Em 1972, com a introdug¢do por Engvall
Perlmann56 do método imunoenzimatico na detecgdo
de anticorpos circulantes, uma nova perspectiva técni-
ca ficou disponivel para aplicagdo em imunodiagnds-
tico. Voller e cols!4? ressaltam a grande aplicabilidade
desta técnica de sorodiagnostico das doengas para-
sitarias. Anthony e cols” em 1980 propdem o método
de Micro-Elisa (Micro Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) para o sorodiagnostico da leishmaniose do
Novo Mundo. Chama a atengdo a comparabilidade
desta técnica com a reagdo de imunofluorescéncia,
além da possibilidade da utilizagdo de extratos so-
laveis de Leishmania como fonte de antigeno. De 21
soros de leishmaricticos testados, 16 foram positivos.
Ressalta o autor a correlagdo entre o mimero de lesdes
e a positividade do teste. Semelhante ao que ocorre na
reagdo da imunofluorescéncia, a utilizagdo de formas
amastigotas como fonte de antigeno ndo melhora os
resultados. Roffi e cols135 reafirmam esses resultados
enfatizando a sensibilidade do teste; 32/33 (97%)
soros de pacientes com lesdes exclusivamente cuti-
neas ¢ 3/3 (100%) daquelas com lesées cutdneo-
mucosas foram positivos. Do mesmo modo que a RIFI
aespecificidade do teste parece critica com os extratos
antigénicos atualmente utilizados. Sobretudo, com
relagdo a reatividade cruzada com soros de portadores
de tripanossomiases. Em ambos os trabalhos referidos
esta reatividade foi superior a 70%. De qualquer
maneira esta parece ser a unica técnica na atualidade,
de facil execucdo que permite a utiliza¢do de fragdo
antigénica espécie-especifica para o sorodiagnostico.
Algumas formas clinicas da leishmaniose tegumentar
se correlacionam com espécies bem definidas de
Leishmania: o desenvolvimento de antigenos espécie-
especificol04 poderia permitir a identificagdo por
método soroldgico de tais apresentagdes clinicas.

Virios aspectos ainda precisam ser padroni-
zados no teste de Elisa. Por exemplo, as absorviancias
consideradas positivas, os conjugados enzimaticos e a
diluicdo de soro ainda nido foram criteriosamente
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analisados. Em nossa experiéncia a média de absor-
vancia de soro de individuos sadios de 96 pessoas
testadas foi de 0.026 + 0.007 e de 30 soros leishma-
nidticos foi de 0.18 * 1.12 em leitura espectrofoto-
métirica com filtro de 405 nm a uma dilui¢do de 1/100,
utilizando conjugado de fosfatase alcalina!®. Ja Roffi! 3’
tem uma meédia de absorbancia nos soros de individuos
sadios entre 0,26 e 0,30 e dos soros leishmanidticos
na absorbancia de 0,56 +0,15. Embora o con-
jugado utilizado seja com a enzima peroxidase a leitura
espectrofotométrica foi realizada no mesmo com-
primento de onda 400 nm.

Mais recentemente anti-soros especificos contra
imunoglobulinas G, M, A e E, tém sido utilizados
numa tentativa de correlacionar titulos de anticorpos
das diferentes classes de imunoglobulina com o prog-
nostico desta doenca? 143, A despeito da pequena
casuistica utilizada e da pouca consisténcia dos dados,
¢ sugerido que pacientes com doenga muco-cutinea
tém niveis mais elevados de IgA e que auséncia de
lesdo mucosa se associa com IgE circulante.

Por conseguinte, o estado atual dos testes
sorologicos para leishmaniose tegumentar indicam que
a determinagdo de anticorpos circulantes auxiliam no
diagnostico diferencial das ulceragbes cutineo-mu-
cosas, sendo que preferentemente técnicas que pos-
sibilitam a caracterizagdo do anticorpo especifico
presentes, tais como a imunofluorescéncia e as técni-
cas de Elisa, devem ser escolhidas para o proce-
dimento da rotina.

2. TESTES INTRADERMICOS

Montenegro108, em 1926, utilizou extrato bruto
de L. braziliensis para avaliar a resposta ao teste de

hipersensibilidade tardia ao antigeno de Leishmania,
concluindo ser este método extremamente valioso
para o diagndstico de pacientes com ulceragoes cu-
tineo-mucosas provocadas por protozoarios do gé-
nero Leishmania. Posteriormente, varios outros au-
tores renovaram esta mesma impressdo 12 46 58 123 138
Entretanto, ¢ impressionante a variago das solugdes
antigénicas utilizadas para a realizagdo destes testes
intradérmicos. Desde promastigotas mortas ¢ intactas
em formalina ou em solugdes mertiolatadas contendo
5 x 106 promastigotas por ml!38 até extratos de
antigenos brutos e/ou fragées polissacaridicas espe-
ciais4 125, Mais tarde, Rotberg!36 chama atengédo que
RHARNIMERNS S Sendan 4k pansihos shastess
(107 promastigotas/ml) melhoram a positividade do
teste. Entretanto, a utilizagdo das formas intactas
como antigeno ndo permite uma padronizagdo de
doses inoculadas de um paciente para outro, além de
impossibilitar a definigdo exata da fracdo antigénica
ativa, responsavel pela cutis-reagdo. Ja o préprio
Montenegro inicialmente utilizou um extrato de
' Leishmania como fonte de antigeno para a intra-

dermorreagdo por ele preconizada. Melo e cols106, em
1977, sugerem uma padronizagio do antigeno de
Montenegro para uma concentragdo de 40ug N/mlda
suspensdo de um macerado de L. braziliensis através
de ultrasonificacdo. Nesta concentragdo a positivi-
dade do teste foi de 96% quando 100 pacientes
portadores de LTB foram testados. Uma sensibilidade
similar de 94% foi relatada por Cuba Cuba3? em 56
pacientes leishmanidticos, embora de 24 pacientes
parasitologicamente confirmados 3 foram negativos.
Apesar da alta sensibilidade deste antigeno, con-
tinuamos ainda com uma indefini¢do da fragdo an-
tigenicamente ativa responsavel pela cutis-reacéo,
além da limitagdo da utilizagdo de uma suspensio que
¢ passivel de variagdo na quantidade de antigeno
injetado de um paciente para outro. Uma tentativa
inicial de utilizagdo de uma fragdo antigénica definida,
foi realizada por Furtado e Pellegrino8, os quais
utilizaram um extrato solivel de Leishmania, con-
tendo uma fragdo polissacaridica. Entretanto, seus
resultados ndo foram muito animadores.
Recentemente, Reed e cols128 preconizaram um
antigeno soluvel extraido de promastigotas mortas de
L. mexicana amazonensis e outro de L. donovani
chagasi, para utilizagdo do teste de Montenegro de
modo homologo em pacientes leishmanidticos. O
antigeno de L. mexicana amazonensis, quando foi
testado na area endémica de leishmaniose tegumentar
na Bahia (Trés Bracos), reagiu em 100% de 50
pacientes portadores de lesdes cutdneo-mucosas ati-
vas e em 87% de 166 pessoas residentes na drea
endémica com histdria e cicatriz leishmaniotica de até
20 anos de ocorréncia’6. Estes dados contrariam os
resultados encontrados por Mayrink e cols!03, os
quais relatam somente 48% de positividade do teste de

Montenegro em pacientes pos-tratamento. Ao nosso
ver, o antigeno utilizado por Reed e cols!3! parece ser
mais estavel, devido & utilizagdo de uma banda
glicoprotéica, que pode ser separada a centrifugagio a
40,000g 4°C. Outro aspecto técnico de real impor-
tancia foi a utilizagdo de Tween 80 para uma con-
centragdo final de 0,0005% (peso/volume), preser-
vado a solugdo com fenol a 0,28% (peso/volume).
Este procedimento para estabilizagdo das glicopro-
teinas para utilizagdo em antigenos para cutis-reagio
ja é utilizado rotineiramente na preparagio do
PPD32,

i e itihtabr o wsw e Thomenegio parece
estar relacionada com a dose de antigeno injetada no
paciente. Recentemente Cuba Cuba e cols4 compa-
raram a sensibilidade do teste de Montenegro utili-
zando concentragdes diferentes de um extrato anti-
génico (30; 9,6 e 3ugN) por dose injetada. Dos 30
pacientes com lesdo ativa, 26 (87%) responderam a
dose 3ug, 29 (97%) a dose de 9,6ug e todos res-
ponderam a dose de 30ug. Em 41 pacientes com
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cicatriz pos-leishmaniose, 27 (68%) responderam a
3ug, 34 (83%) a 9,6ug e 40 (98%) a 30ug. No
entretanto, reagdes indesejaveis, tipo formacgdo de
flictina com necrose ocorreu em 10% dos pacientes
com lesées ativas e 17% no grupo de cicatrizes. Por
esta razdo este recomendou a dose de 9,6ug para a
realiza¢do do teste. Reagoes falso-positivas, ndo tém
sido referidas e todos os pacientes chagasicos testados
foram negativos em todas as casuisticas estudadas.

Por conseguinte, o classico teste de Montenegro
se constitui um importante e facil método de diagnostico
na leishmaniose tegumentar. O antigero solivel e
estabilizado com Tween 80 é facilmente conservado a
40C e doses entre 40 e 30ug de proteina ou nitrogénio
protéico de extrato de Leishmania podem ser es-
colhidas para a realizagdo do teste na rotina diagnos-
tica.
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