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SOBRE A SENSIBILIDADE DA CULTURA DE LEUCOCITOS
CIRCULANTES NA DETECCAO DE LEISHMANIA
NO SANGUE PERIFERICO DE PACIENTES COM
LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

Fernando T. Silveira, Ralph Lainson, Jeffrey J. Shaw, Edna A. Ishikawa, Adelson A.A.

Souza e Roseli R. Braga.

Foi investigada a presenca de Leishmania, através da cultura de leucocitos
circulantes, no sangue periférico de 60 pacientes portadores de leishmaniose tegumentar
americana, nas suas diferentes formas clinicas, assim como nas principais fases
evolutivas da doenga. Bidpsias de lesdes cutdneas e/ou de mucosa desses pacientes
Sforam obtidas com a finalidade de isolar e caracterizar os parasitas, através da técnica
de anticorpos monoclonais. Dos 60 pacientes examinados, foram isoladas 40 amostras
de Leishmaniadas lesées biopsiadas, sendo 5 de Leishmania (V.) brasiliensis, 3 de L. (V.)
guyanensis, I de L. (V.) lainsoni, 13 de L. (L.) amazonensis e /8 ndo puderam ser
caracterizados a nivel especifico, porém, reagiram com anticorpos monoclonais do
grupo braziliensis. Quanto a pesquisa através das culturas de leucécitos circulantes, esta
revelou resultados completamente negativos. Com base nesses achados, os autores
concluiram ser pouco consistente atribuir valor & cultura de leucécitos para o

diagnostico da leishmaniose tegumentar.
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Detecgao de Leishmania.

A ocorréncia de lesdes metastaticas observadas
na leishmaniose tegumentar americana, quer seja na
forma cutanea disseminada, cutaneo-mucosa ou cuta-
nea difusa da doenga, faz supor, fortemente, que as
vias sangiiinea e/ou linfatica desempenham impor-
tante papel na propagagdo de lesdes a distancia do foco
primario da infecg@o. Por esse motivo, a pesquisa de
Leishmania no sangue periférico de pacientes com
leishmaniose tegumentar tem sido alvo de interesse,
ndo s6 com o intuito de confirmar esta hipotese, mas,
também, de investigar o valor da cultura de leucocitos
circulantes no diagnostico da doenga. Entretanto, os
dados disponiveis na literatura sdo escassos e, na
maioria das vezes, o nimero de pacientes examinados
ndo parece ser suficiente para obtermos um conhe-
cimento mais apurado sobre o assunto. Assim é que,
de forma bastante inusitada, Bowdre e cols! conse-
guiram o isolamento de Leishmania sp. de um concen-
trado de leucocitos do sangue periférico de um unico
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paciente examinado, o qual apresentava lesoes cuta-
neas multiplas e comprometimento da mucosa nasal.

De modo semelhante, Ramos e cols? relataram o
isolamento de Leishmania sp. de células mononucle-
ares do sangue circulante de quatro pacientes subme-
tidos ao exame, sendo trés da forma cuténea localizada

e um da forma cutineo-mucosa. Em contrapartida,
Llanos-Cuentas e cols3 néo tiveram o mesmo sucesso
em isolar Leishmania do sangue periférico de dois
pacientes portadores de lesdes cutaneas multiplas,
além de invasdo da mucosa naso-buco-faringea. Por
{iltimo, Cuba-Cuba e cols2 também niio lograram éxito
no isolamento de Leishmania do sangue periférico de
21 pacientes da forma cutanea localizada, oriundos da
regiao de Trés Bragos, Estado da Bahia, Brasil, zona
esta de alta endemicidade para transmissio de Leish-
mania braziliensis.

Diante dos fatos que acima foram mencionados
e, ainda, levando-se em conta que na Regiio Amazd-
nica brasileira a leishmaniose tegumentar apresenta
um largo espectro lesional, decidimos investigar a
presenca de Leishmania através da cultura de leuco-
citos do sangue periférico de 60 pacientes, cujas
manifestacdes clinicas permitiram classifica-los den-
tro das formas cutanea localizada, cutinea dissemi-
nada, cutineo-mucosa e cutanea difusa.
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MATERIAIS E METODOS

Foram examinados 60 pacientes, sendo 47 da
forma cutanea localizada, 4 da forma cutanea disse-
minada, 5 da forma cutaneo-mucosa e 4 da forma
cutanea difusa. Quanto ao nimero de lesdes e o0 tempo
de doenga dos pacientes, estes podem ser vistos na
Tabela 1.

caracterizagéo especifica desses parasitas: a) dentre as
32 amostras dos casos da forma cutanea localizada, 4
corresponderam a Leishmania (V.) braziliensis, 2 a
L. (V) guyanensis, 1 a L. (V) lainsoni, 9 a L. (L.)
amazonensis ¢ 16 amostras no foram caracterizadas
até o nivel de espécie, porém, mostraram reatividade
para anticorpos monoclonais do grupo braziliensis; b)
das quatro amostras de pacientes da forma cutanea

Tabela 1 — Pesquisa de Leishmania no sangue periférico de 60 pacientes portadores de leishmaniose

tegumentar.

Formas clinicas observadas

C. localizada C. disseminada Cutaneo-mucosa C. difusa
Ne de lesdes 1-4 7-16 1 *
Tempo de doenga 1 més-18 anos 1-5 meses 1-3 anos 2-14 anos
Total de pacientes 47 4 5 4

* Nao foi referida, por tratar-se de pacientes com lesdes de natureza variada (nodulos, tubérculos, placas infiltradas, etc...) e

amplamente distribuidas no tegumento.

Objetivando a pesquisa de Leishmania através
da cultura de leucocitos circulantes, 10 ml de sangue
venoso heparinizado foram coletados de cada paci-
ente, em seguida centrifugados durante 15 minutos
(3.000 rpm) e o creme leucocitario semeado com
pipeta Pasteur em quatro tubos de meio Difco agar-
sangue (Walton e cols6), rotingiramente usado em
nosso laboratorio para manutengdo de amostras-
padrao de 14 espécies de Leishmania. Posteriormen-
te, as culturas eram mantidas 4 temperaturade 23°C, e
examinadas, semanalmente, durante quatro semanas.
Além disso, foram tomadas biopsias de lesdes cuta-
neas e/ou mucosas, com a finalidade de isolamento do
parasita em hamster e em meio de cultura (Difco agar-
sangue), o que serviu para a caracterizacio dos
parasitas através da técnica de anticorpos monoclo-
nais, de acordo com Shaw e cols?.

RESULTADOS

A partir de biopsias tomadas de lesdes cutaneas
e/ou mucosas dos 60 pacientes examinados, foram
isoladas 40 amostras de Leishmania (66% dos casos),
sendo 32 provenientes de pacientes da forma cutanea
localizada (68% de 47 casos), 4 de pacientes da forma
cutanea disseminada (100% dos casos) e 4 de pacien-
tes da forma cutanea difusa (também 100% dos
casos). Nenhum isolamento foi obtido de qualquer dos
5 casos de forma cutaneo-mucosa.

Empregando-se a técnica de anticorpos mono-
clonais, chegou-se aos seguintes resultados, quanto a
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disseminada, uma correspondeu a L. (V.) braziliensis,
um a L. (V.) guyanensis e duas nfo chegaram a ser
caracterizadas a nivel especifico, contudo, também
reagiram contra anticorpos monoclonais do grupo
braziliensis, e c¢) as quatro amostras dos casos da
forma cutanea difusa foram caracterizadas com L. (L.)
amazonensis.

Quanto a pesquisa de Leishmania através da
cultura de leucécitos circulantes, esta revelou-se abso-
lutamente negativa, isto é, nao obtivemos cultivo de
Leishmania dentre os 60 pacientes examinados.

DISCUSSAO

De acordo com o que foi dito antes, uma das
caracteristicas de maior interesse acerca da leishma-
niose tegumentar na Regiao Amazonica se refere aos
diferentes tipos lesionais observados nos pacientes
com a doenga, fato este que, sem duvida, mantém
estreita relagao, ndo s6 com a condigdo imunogenética
do individuo infectado, mas, também, com o carater
especifico dos diferentes parasitas envolvidos com a
doenca na referida regido. Dessa forma, se por um
lado, ndo fomos capazes de isolar Leishmania do
sangue periférico de pacientes portadores da doenga,
por outro, estes resultados assumem carater da maior
importancia, uma vez que o contingente de pacientes
examinados era formado por um largo espectro cli-
nico-lesional, associado as diferentes espécies de
Leishmania localmente existentes. Além disto, cabe
salientar, ainda, o fato de que foram examinados
pacientes nos trés estagios evolutivos da doenga,
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compreendendo as fases aguda, intermediaria e cro-
nica da infecgc@o. A este respeito, Llanos-Cuentas e
cols3 e Cuba-Cuba e cols? sugerem que, em se
tratando de infec¢des causadas por Leishmania (V.)
braziliensis, a disseminagdo dos parasitas via corrente
sangiinea pode ocorrer durante as primeiras semanas
da infecgéo (fase aguda), ocasionando lesdes metasta-
ticas nas mucosas em poucos meses de doenga, ou de
outro modo, tais lesdes aparecem em fase tardia da
doenga (fase cronica), apds um ou mais anos. Entre-
tanto, conforme atestam nossos resultados, foram
isoladas nao sO amostras de L. (V.) braziliensis,
como, também, de L. (V.) guyanensis, provenientes de
lesdes dérmicas de pacientes com histdria de um més
ou mais de doenga, sem que, no entanto, tivéssemos o
mesmo sucesso no isolamento desses parasitas, quan-
do tentamos o cultivo de leucocitos circulantes dos
mesmos pacientes.

Por outro lado, com base em nossa experiéncia
no acompanhamento de alguns casos de leishmaniose
cutanea determinados por Leishmania (L.) amazo-
nensis, podemos dizer que as infecgdes por esta
espécie guardam certa semelhanga com relagio ao que
foi dito sobre a'Leishmania (V.) braziliensis, uma vez
que em algumas circunstancias a L. (L.) amazonensis
também provoca lesdcs de metastases em pouco
tempo (8 a 10 meses) em decorréncia da infecgdo
localizada, assim como, em outras, as lesdes aparecem
de forma insidiosa, levando mais de um ano para o seu
surgimento. Nesse sentido, achamos importante enfa-
tizar, também, que, dentre os pacientes com leishma-
niose cutanea localizada, nove apresentavam infecgio
por L (L.) amazonensis, cujos tempos de evolugdo da
doenca, 1 a 6 meses, poderiam suscitar a presenga de
parasitas circulantes no sangue, 0 que, mais uma vez,
nao foi demonstrado nesses pacientes.

Outro aspecto a ser considerado se relaciona a
resposta imune do hospedeiro infectado, uma vez que
tem sido cogitada a idéia de que a disseminagio de
parasitas através da corrente sangiiinea seria um
evento transitorio, modulado pela resposta imunols-
gica “normal” do individuo (Llanos-Cuentas e cols3).
Nesse caso, a pesquisa em pacientes com deficiéncia
imunoldgica no setor celular e com grande nimero de
parasitas na derme, como é o caso de pacientes com
leishmaniose difusa, poderia ser considerada tarefa
mais facil. Porém, o cultivo de leucocitos de quatro
pacientes, dois deles em fase de franca progressio da
doenga, também resultou negativo em duas tentativas
realizadas. o

Em concluséo, levando-se em conta os aspectos
discutidos acima, julgamos inconsistente atribuir gran-
de valor a cultura de leucocitos para o diagnéstico da
leishmaniose tegumentar, conforme sugerem Bowdre e
cols! e Ramos e cols*. No primeiro caso, 0s autores
relataram um achado absolutamente fortuito, resultan-

te do exame de apenas um paciente. No segundo,
embora os autores afirmem o isolamento de Leishmania
do sangue periférico de quatro pacientes examinados, a
caracterizagio dos parasitas fundamentou-se em ma-
terial obtido de biopsias de lesdo de pele, e ndo do
cultivo de células sangilineas, fato este.que permite
questionar n3o s6 a viabilidade, como, também, a
identidade dos parasitas obtidos da cultura de leucéd-
citos. Por ultimo, acreditamos ser oportuno lembrar,
ainda, que, 4 luz dos resultados por nos observados,
parece-nos muito pouco provavel a hipotese de que o
sangue humano ingerido por flebotomineos possa
assumir papel de importancia na epidemiologia da
leishmaniose tegumentar americana, segundo suge-
rem, também, Ramos e cols4.

SUMMARY

The possible presence of Leishmania in the
peripheral blood of 60 patients with American cu-
taneous leishmaniasis was investigated by the culture
of circulating leucocytes. Patients were selected with a
variety of clinical forms of the disease and in different
evolutionary stages of infection. Biopsies of skin
and/or mucosal lesions were made in order to isolate
the parasites, which were identified using monoclonal
antibodies. 40 isolations were obtained, including 5
of Leishmania (Viannia) braziliensis, 3 L. (V.) guya-
nensis, 1 L. (V.) lainsoni, 13 L. (Leishmania) amazo-
nensis and 18 which could only be identified as
parasites of the braziliensis complex. Cultures of
circulanting leucocytes were consistently negative,
and the authors conclude that this method is of little
use in diagnosis of cutaneous or mucocutaneous
leishmaniasis.

Key-words: Cutaneous and mucocutaneous
leishmaniasis. Culture of circulating leucocytes. De-
tection of Leishmania.
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