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RESUMO

Estudo comparativo de anticorpos IgG e IgE antileishmania como marcadores de infec¢io e doenga em drea endémica de leishmaniose
visceral na ilha de Sao Luis, MA no periodo de maio de 1999 a maio de 2000. A casuistica foi composta de 1.016 menores de 16 anos.
Destes, foram randomizados 85 para dosagem de IgE antileishmania pelo ELISA. A prevaléncia de soropositividade por IgG foi de
17,1% (174 menores) e 0,4% da populagio evoluiu para leishmaniose visceral doenga. A positividade para IgE antileishmania, foi de
43,5% dos 85 individuos estudados. Dos 7 casos de calazar no passado analisados, observou-se que todos apresentavam positividade
paraIgG e 4 (57,14%) permaneciam positivos para IgE, mesmo 7 anos apos a cura. Os 3 menores com leishmaniose visceral doenga,
apresentaram positividade para IgG e IgE antileishmania. A deteccio de IgE antileishmania demonstrou ser marcador de infeccio
para Leishmania chagasi em drea endémica, ndo sendo entretanto, marcador de doenga.

Palavras-chaves: Leishmaniose visceral. Imunoglobulinas. Marcadores de infecgio.

ABSTRACT

Comparative study regarding IgG and IgE anti-leishmania as markers of infection and illness among residents of a visceral
leishmaniasis visceral leishmaniasis endemic area, So Luis, MA in the period from May 1999 to May 2000. All the 1,016
individuals younger than 16 years old were tested for the presence of IgG by ELISA. A total of 174 (17,1%) children revealed
a positive 1gG test and 4 children showed symptoms of classical visceral leishmaniasis during the time of the survey: 85 IgE
anti-leishmania ELISA tests with positivity of 43,5% were realized. In this sample, all 7 children with past-visceral leishmaniasis
in the sample were IgG positive and 4 (57,1%) were IgE positive, even after a 7 year post treatment period. Three children with
current visceral leishmaniasis were evaluated, and all of them were positive for both tests. The detection of antileishman IgE
antibodies presented as a good marker for infection by Leishmania chagasi in endemic areas but not as a disease marker.

Key-words: Visceral leishmaniasis. Inmunoglobulins. Infection markers.

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenga de grande No Maranhio, desde o ano de 1982, a LV representa uma
importancia mundial, principalmente nas dreas tropicais e endemia, com surtos epidémicos nos anos de 1984-1985,
subtropicais do globo, tanto por sua prevaléncia quanto por 1993-1994 e 1998-2001, sendo que nos ano de 1999 e 2000
sua letalidade quando néo tratada, apresentando um o Estado foi o maior notificador de casos a Fundagiao Nacional
comportamento endémico no Brasil?® 14182122, de Satide. A Tlha de Sdo Luis responde por uma importante
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parcela destes casos, com destaque para S3o Luis e Pago do
Lumiar®.

Altas taxas de anticorpos sio encontradas no curso da
infeccdo por L. chagasie a deteccio destes é um dado diagndstico
importante para identificar casos de LV em individuos com
infec¢@io por este parasita. Estes anticorpos no tém um papel
protetor evidente na leishmaniose. No entanto, acredita-se que
podem estar envolvidos na patogénese desta protozoose' .

Embora a IgE seja principalmente associada com reacdes
alérgicas classificadas como reacdes de hipersensibilidade tipo
I, sua relagio com doencas infecciosas como as helmintfases e,
mais recentemente, com protozooses e infec¢des virais tem sido
demonstrada® ", Titulos séricos de IgE total e fragdes especificas
de IgE antileishmania e anticorpos IgG foram demonstrados por
Atta cols?, em individuos com diferentes formas clinicas da
infeccio, associando seus niveis a gravidade da doenca e resposta
2 terap@utica’s 101723 24,

Nos estudos de Atta cols? foi observada a elevacio dos niveis
de IgE total em pacientes com leishmaniose visceral-doenca, na
infeccdo subclinica de L.chagasi, em individuos moradores em
drea endémica e naqueles com infec¢des helminticas. Porém,
anticorpos IgE especificos antileishmania foram observados
somente em pacientes com leishmaniose visceral doenca. Esta
descoberta indica que a producio de anticorpos IgE especificos
antileishmania ndo é meramente uma conseqiiéncia da ativacio
policlonal das células B, mas também resposta direcionada ao
antigeno.

Entretanto, ainda é controverso o comportamento dos
anticorpos da classe IgE nas diversas formas clinicas de LV em
dreas endémicas. O objetivo do presente estudo foi avaliar se os
anticorpos da classe IgE sio um marcador de doenca na infec¢io
por L. chagasi em uma drea endémica no Estado do Maranhio.

MATERIAL E METODOS

Realizou-se um estudo transversal de prevaléncia,
etariamente estratificado.

Neste trabalho, estudou-se a populacdo das localidades
Parque Thiago Aroso/Vila Sdo José II, municipio de Paco do
Lumiar, na Ilha de Sao Luis, Maranhdo — Brasil, no perfodo de
maio de 1999 a maio de 2000. Tais localidades foram escolhidas
por ser drea endémica de LV, apresentando uma prevaléncia de
2,5 ¢aso0s/1.000 habitantes, nos anos de 1994 e 1995%.

A totalidade dos domicilios foi visitada, perfazendo 527
domicilios no Parque Tiago Aroso e 306 na Vila S2o José 11, com
um total de 1.016 menores distribuidos em 445 domicilios.

Todos os 1.016 menores tiveram seus soros submetidos
a0 teste ELISA para deteccdo de anticorpos IgG
antileishmania, e um total de 85 amostras foram analisadas
para pesquisa de IgE antileishmania: 61 testes colhidos entre
os individuos soropositivos para IgG e 24 testes entre os
soronegativos para IgG. Todos os testes sorologicos foram
efetuados no Laboratério de Imunologia do Hospital Edgar
Santos, da Universidade Federal da Bahia.

Considerou-se LV no passado quando a doenca foi
registrada a partir de pelo menos 6 meses atrds. O antigeno
utilizado foi preparado no Laboratério de Imunologia do
Hospital Edgar Santos/UFBA, a partir da cepa L. chagasi
“ELEONE”, seguindo técnica descrita por Atta cols®.

A andlise estatistica dos dados se baseou em testes nio
paramétricos, como o qui-quadrado (%?*) de independéncia
com a correcio de Yates, para avaliar a associacdo dos dados
de IgG e IgE e o teste de Mann-Whitney (Teste U) para
verificacdo da relagiio do tempo de calazar e a positividade
ou nio da IgE.

Os dados coletados foram tabulados em um banco de
dados no Programa Epi-Info 6.04.

RESULTADOS

Dos 833 domicilios visitados, em 445 foi referida a
presenca de individuos menores de 16 anos, num total de
1.016 menores, com média aproximada de 2,3 menores por
domicilio. Dos menores estudados, 495 (48,7%) eram do
sexo masculino e 521 (51,3%) do sexo feminino.

De acordo com a faixa etdria, 257 (25,3%) menores
encontravam-se entre 0 e 4 anos, 387 (38,1%) na faixa de 5
a9 anos e 372 (36,6%) de 10 a 15 anos.

A detecgiio dos anticorpos IgG antileishmania foi considerada
positiva quando a densidade 6ptica foi igual ou superior ao
cut off de 0,095. Deste modo, detectaram-se 174 (17,1%)
menores soropositivos e 842 (82,9%) soronegativos.

A soropositividade do teste de ELISA com IgG
antileishmania foi predominante (46,6%) na faixa etdria de
10 a 15 anos.

Dos 1.016 menores estudados, 4 criangas apresentaram
sintomas da leishmaniose visceral, sendo os casos confirmados
através da imunofluorescéncia indireta (IF) e pelo teste de ELISA.

Dentre os 1.016 menores estudados, 34 (3,3%),
apresentavam historia de LV doenga comprovada no passado
h4 no minimo 6 meses. Dentre estes, 20 (58,8%) ainda
apresentavam soropositividade para 1gG. O periodo de
ocorréncia de LV doenca nestes individuos variou de um a
sete anos antes desta pesquisa.

A Figura 1 mostra os casos de LV no passado, segundo o
periodo em que foi diagnosticada a doenca e demonstra que
a soropositividade por IgG antileishmania em moradores de
drea endémica permanece, através desta detec¢io, mesmo
em individuos que tiveram LV doenca hd mais de 7 anos.

Foram realizados um total de 85 testes de ELISA para
pesquisa de IgE antileishmania, sendo 61 (71,7%) testes
randomizados entre as amostras positivas para 1gG
antileishmania e 24 (28,2%) testes randomizados entre as
negativas para IgG antileishmania.

A Tabela 1 demonstra a relagio observada entre a
soropositividade por IgG e IgE antileishmania. Dentre os
85 exames realizados, para pesquisa de IgE antileishmania,
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Figura 1 - Distribui¢io dos 34 casos de LV no passado, segundo o ano de aparecimento da
doenca e a soropositividade atual por IgG. Paco do Lumiar, Maranhao, 2000.

Tabela 1 - Distribuicio da sororreatividade pelo ELISA por IgG e IgE
antileishmania. Paco do Lumiar, Maranhao, 2000.

Imunoglobulina E Imunoglobulina G
Cut off IgE = 0,197 Cut off1gG = 0,095

196G (+) 196 (-) Total
IgE (+) 37 0 37
IgE () 24 24 48
Total 61 24 85

Teste do qui-quadrado (*) com a correcio de Yates (p= 0,0000013)

37 (43,5%) apresentaram-se positivos e todos estes também
eram concomitantemente positivos para a pesquisa de 1gG
antileishmania. Nao houve casos de positividade de IgE em
individuos sem positividade IgG antileishmania. Treze
menores apresentaram positividade isolada para IgG.

A partir destes achados, observa-se que os valores de
sensibilidade, especificidade e valores preditivos positivo e
negativo para pesquisa de anticorpos IgE especificos
antileishmania em individuos infectados por L. chagasi
apresentam-se como se segue: a) sensibilidade = 60,6%;
b) especificidade = 100%; ¢) valor preditivo positivo = 100%;
d) valor preditivo negativo = 50%.

0 risco relativo (RR) calculado para a associacio
entre a positividade por IgE e IgG antileishmania foi de 2
(RR = 2,0;IC—-95%, 1,51-2,65). O valor do qui-quadrado ()
com a correcdo de Yates foi de 23,37, valor de p = 0,0000013.

Dos 7 casos de menores com historia de IV no passado
analisados, observou-se que todos apresentavam-se positivos
para IgG e apenas 4 (57,1%) permaneciam positivos para IgE.
0 teste de Mann-Whitney (teste “U”) foi utilizado para avaliar a
relacdo entre o tempo apds a cura da leishmaniose visceral e a
sororreatividade por IgE antileishmania. O valor de U encontrado
foi igual a 5, com Z = -0,35. O valor de p foi igual 2 0,72.

Quanto 2 avaliacio do teste de IgE antileishmania como
marcador de doenca ativa na leishmaniose visceral, observou-se
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que todos os 3 menores com LV aguda, incluindo o menor
que evoluiu para o 6bito apresentaram forte positividade para
IgE. No entanto, diversas amostras positivas para estes
anticorpos foram obtidas a partir de menores sem sinais ou
sintomas de leishmaniose visceral cldssica. A corre¢do de
Yates para o x* desta relacdo forneceu o valor de 2,0, com
um p ndo-siginificativo de 0,157 (Tabela 2).

Tabela 2 - Deteccio de IgE antileishmania em criangas infectadas por L. chagasi

com a forma assintomatica da infeccio e com leishmaniose visceral. Pago do
Lumiar, Maranhao, 2000.

Imunoglobulina E Formas clinicas

Cut off gk = 0,197 LV doenga assintomdticos total
IgE (+) 3 34 37
IgE (-) 0 48 48
Total 3 82 85

Teste do qui-quadrado ()*) com a correcdo de Yates (p=0,15)

Os valores de sensibilidade, especificidade e valores
preditivos positivo e negativo do teste de ELISA por IgE para
leishmaniose visceral doenga foram: a) sensibilidade = 100%;
b) especificidade = 58,5%; ¢) valor preditivo positivo = 8,1%;
d) valor preditivo negativo = 100%.

DISCUSSAO

Nos ultimos vinte anos, a leishmaniose visceral tem
apresentado um aumento significativo no nimero de casos
notificados, tanto no Brasil como em diversos paises da Asia,
Africa, Américas e Europa?.

Estudos prévios identificaram formas clinicas variadas
de infeccdo por L. chagasi (assintomatico, oligosintomatico
e LV cldssica) e evolucdo da infeccdo para IV doenga em
um percentual considerdvel de individuos. Entretanto, no
presente estudo, as quase totalidades das criangas soropositivas
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apresentaram-se assintomaticas, sendo o percentual de evolucio
para LV muito baixo em comparac¢io ao0s encontrados na
literatura® 1%, Como a diminui¢io do nimero de casos de
infectados que apresentam a forma oligossintomatica ou evolu¢ao
para LV ndo pode ser explicada por uma maior sensibilidade do
teste diagndstico empregado, é possivel que aspectos nutricionais
expliquem em parte este fendmeno.

Dye e Willians' baseados em dados de dreas endémicas do
Brasil concluiram que criancas s2o mais susceptiveis 2 LV quando
elas sdo mais jovens e mais desnutridas, porém permanece
desconhecida se a imunidade a IV adquirida com a idade é
sempre adquirida com resultado de infeccdo. Neste contexto, é
possivel que o nimero de individuos desnutridos ou a gravidade
da desnutricdo, importantes fatores de risco para evolucio da
infeccdo assintomdtica para doenca, tenham diminuido nesta
area endémica da Ilha de Sao Luis, MA.

0 teste de ELISA por IgG antileishmania utilizado no presente
trabalho demonstrou sensibilidade em todos os 4 menores que
desenvolveram IV cldssica. Além disso, o teste de ELISA por IgE
foi igualmente sensivel para os 3 menores com LV cldssica
analisados. Tais achados concordam com Shiddo e cols* que,
em estudos na Somdlia, determinaram os niveis das subclasses
de IgG e IgE no soro de pacientes com leishmaniose visceral-
doenca e verificaram que a concentragio de IgG é um marcador
da leishmaniose visceral.

Segundo demonstrou Chatterjee e cols” em estudos com
calazar indiano, a quantificacio de IgG antileishmania é uma
boa alternativa soroldgica para monitoramento de LV.

A validagdo do teste de ELISA ji foi comprovada em
estudos com individuos clinicamente suspeitos recrutados
em 4rea endémica. Elassad e cols'?, no Suddo, demonstraram
altos niveis de IgG, com 93,4% de sensibilidade e 93,7% de
especificidade antes da quimioterapia.

0 teste de ELISA por IgG antileishmania utilizado no presente
trabalho demonstrou sensibilidade em todos os 4 menores que
desenvolveram IV cldssica. Dados estes que concordam com
Anam e cols', que em teste semelhante detectaram 100% de
sensibilidade, com alta significancia de valores de absorbancia de
IgG, como também com Nascimento", que numa casuistica de 9
pacientes em 1.000 habitantes, conseguiu inferir a sensibilidade
para o diagnéstico em 100% e a especificidade em 75%.

A sensibilidade e especificidade das diferentes classes de
imunoglobulina estudadas por Anam e cols' demonstraram que
aIgG apresentou 100% de sensibilidade e 85% de especificidade,
enquanto que a IgE apresentou 98% de especificidade e 44% de
sensibilidade. Estes dados concordam com os obtidos neste
estudo, onde a sensibilidade do teste foi evidenciada em todos
0s casos que evoluiram para IV doenca.

Da Matta e cols'’, demonstraram que anticorpos IgE, IgG e
subtipos tiveram seus niveis reduzidos apés o tratamento,
aventando assim um possivel marcador imunoldgico para
seguimento de quimioterapia na LV. Estes achados corroboram
com os obtidos nessa pesquisa, ji que todos os pacientes
com calazar no passado e tendo feito o tratamento, ainda
apresentavam-se positivos para IgG. Entretanto, 2 maioria destes

mesmos individuos j4 haviam negativado o teste para IgE,
reafirmando seu valor como marcador pés-tratamento'’.

Apesar da IgE antileishmania ter sido positiva em todos
0s 3 casos analisados de LV doenga, individuos assintomaticos
podem apresentar positividade no teste, nao sendo portanto,
marcador de doenca ativa, o que discorda de Atta e cols?,
que observou a elevacdo dos niveis de IgE total somente em
pacientes com leishmaniose visceral doenca.

Diante do exposto, conclui-se que, na populagdo estudada,
houve decréscimo dos titulos e negativacio do teste de IgE
antileishmania em pacientes curados de leishmaniose visceral,
sendo este um melhor marcador pds-tratamento do que a
dosagem de IgG. Entretanto, a dosagem de IgE antileishmania
no se mostrou marcador especifico de doenca, sendo positiva
em muitos individuos com formas assintomaticas de LV.
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