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Frequéncia de autoanticorpos e dosagem
de complemento sérico em pacientes com
diagnéstico de leishmaniose cutinea ou visceral
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RESUMO

Introducio: A leishmaniose ¢ uma doenga infecciosa cronica que pode variar de um espectro que inclui 0 acometimento
cutaneo isolado com manifestagdo oligossintomatica até o acometimento sistémico com manifestagdes clinicas impor-
tantes. O desenvolvimento de infecgdo em cada tipo de leishmaniose (visceral ou tegumentar) depende da interagdo
complexa ¢ intrigante entre os fatores de viruléncia do patogeno e a resposta imunologica do hospedeiro. Analises de
soros de pacientes infectados por Leishmania demonstraram a existéncia de autoanticorpos contra componentes celulares
¢ humorais, além de imunocomplexos circulantes e anticorpos contra a imunoglobulina G (fator reumatoide). Pacientes
com leishmaniose visceral podem apresentar sintomas que mimetizam o quadro clinico encontrado em pacientes com
diagnostico de Lupus Eritematoso Sistémico (LES), dificultando o diagnéstico precoce e tratamento. Objetivos: Identificar
o perfil de autoanticorpos ¢ a dosagem de complemento em pacientes com diagnostico de leishmaniose visceral ou
tegumentar e correlacionar o quadro clinico destes pacientes com o de pacientes com diagnéstico de LES. Métodos:
Pesquisou-se a ocorréncia de autoanticorpos e dosagem de complemento no soro de 90 pacientes, sendo 45 deles com
leishmaniose visceral e 45 com a forma tegumentar. Resultados: Os autoanticorpos estatisticamente significativos presen-
tes nos pacientes com leishmaniose visceral foram: Fator Antinuclear (FAN) positivo (4,4%) ou em baixa titulagao (8,9%)
¢ anticorpo anticardiolipina do tipo IgG positivo (17,8%) ou indeterminado (8,9%). Encontrou-se, ainda, diminui¢ao
do complemento sérico C3 em 17,8% dos pacientes e anticorpo anti-Leishmania positivo > 1/80 em todos os pacientes
com leishmaniose visceral. Conclusdes: A forma visceral da leishmaniose pode correlacionar-se positivamente com a
presenga de autoanticorpos, possivelmente pelo desencadeamento de uma resposta sistémica predominantemente humo-
ral do tipo Th2, constituindo-se em diagnostico diferencial obrigatério com LES, principalmente nas areas endémicas.
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eritematoso sistémico.

INTRODUCAO

A leishmaniose é uma das doengas infecciosas mais importantes
no mundo, principalmente nas regides tropicais e subtropicais.
Cerca de 12 milhdes de pessoas estdo infectadas em 88 paises
(sendo a maioria em paises em desenvolvimento), com 2 milhdes
de novas infecgdes anuais e 60 mil mortes por ano.'*3

A leishmaniose ¢ uma doenga infecciosa cronica que pode
variar de um espectro que inclui o acometimento cutaneo iso-
lado com manifestagdo oligossintomatica até o acometimento

sistémico com manifestagdes clinicas importantes. O desen-
volvimento de infec¢do em cada forma clinica de leishmaniose
(visceral ou tegumentar) depende da interacdo complexa e
intrigante entre os fatores de viruléncia do patogeno e a resposta
imunologica do hospedeiro.'

Os agentes causais das leishmanioses humanas sdo proto-
zoarios classificados na ordem Kinetoplastida, familia Trypa-
nosomatidae e género Leishmania, e sao identificadas quatro
formas clinicas diferentes de leishmaniose de acordo com a
espécie infectante e a resposta imunologica do hospedeiro:
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leishmaniose visceral, leishmaniose cutinea, leishmaniose
cutinea difusa e leishmaniose cutdneomucosa.*

Os agentes etioldgicos da leishmaniose visceral sdo pro-
tozoarios tripanossomatideos do género Leishmania. No pais,
a Leishmania (Leishmania) chagasi é a espécie comumente
isolada em pacientes com leishmaniose visceral.?

Nas Américas, sdo atualmente reconhecidas 11 espécies
dermotrépicas de Leishmania causadoras de leishmaniose tegu-
mentar humana e oito espécies descritas, somente em animais.*
No entanto, no Brasil, ja foram identificadas sete espécies, sendo
seis do subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania. As
trés principais espécies sdo: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis
e L. (L.) amazonensis e, mais recentemente, as espécies L. (V)
lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi foram
identificadas em estados das regides Norte ¢ Nordeste.>*

Na forma visceral, o protozoario intracelular causa parasi-
tismo intenso no sistema reticuloendotelial, comprometendo
figado, bago, medula 6ssea e linfonodos. Ocasiona alteragdes
expressivas da resposta celular e humoral, com deficiéncia
de interferon gama (IFN-y), aumento da producdo de fator de
necrose tumoral alfa (Tumoral Necrosis Factor - TNF-a) e ou-
tras interleucinas, além de hipergamaglobulinemia policlonal.®

O quadro clinico da leishmaniose visceral caracteriza-se
por hepatoesplenomegalia, febre, palidez, adinamia, emagre-
cimento, taquicardia, tosse, epistaxe, gengivorragia, mialgia,
artralgia e adenopatia entre outros, sintomas que podem, tam-
bém, ser encontrados em pacientes com diagnostico de Lupus
Eritematoso Sistémico (LES).”

Os principais sinais e sintomas observados na leishmaniose
tegumentar sdo: na forma cutinea: lesdo ulcerada, indolor,
com bordas elevadas em moldura, sendo fundo granuloso com
ou sem exsudacdo. Pode ser unica, multipla, disseminada ou
difusa. E na forma mucosa: obstru¢do nasal, eliminagdo de
crostas, epistaxe, disfagia, odinofagia, rouquidao, dispneia e
tosse, podendo apresentar lesdes destrutivas, principalmente
nas cavidades nasal e oral, faringe e laringe.*

O LES ¢ uma doenga inflamatoria cronica de carater au-
toimune, com causalidade multifatorial e apresentacao clinica
polimorfica. Apresenta disfungdo imunologica, com ativagao
policlonal de linfocitos B e presenca de autoanticorpos dirigi-
dos contra antigenos nucleares, alguns dos quais participam
de lesdes teciduais imunologicamente mediadas. Devido ao
seu quadro clinico polimérfico, pode ser confundida com di-
versas doengas infecciosas, incluindo leishmaniose visceral.®

Alguns autores descreveram casos de pacientes com leish-
maniose que preenchiam critérios diagnosticos de LES estabe-
lecidos pelo American College of Rheumatology (ACR), com
manifestagdes clinicas e laboratoriais variadas que incluiam
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citopenias, hipergamaglobulinemia policlonal, alteracdes de
sedimento urindrio (hematuria até proteintria macica), Fator
antinuclear (FAN) positivo, artralgia e hepatomegalia. No en-
tanto, apresentavam esplenomegalia, altos titulos de proteina
C reativa (PCR), complemento normal, anti-DNA e outros
autoanticorpos negativos, o que ¢ infrequente nos pacientes
com LES. No acompanhamento dos casos, concluiu-se, entdo,
pelo diagndstico de leishmaniose visceral com detecgdo da pre-
senga de parasitas em macroéfagos da medula 6ssea e sorologia
positiva para leishmaniose. Todas as manifestagdes clinicas
e laboratoriais dos pacientes desapareceram apods tratamento
especifico para Leishmaniose.*!”

Infecgdes latentes na leishmaniose podem progredir para
forma ativa da doenca pela influéncia de alteragdes na resposta
imunologica e, além disso, a imunossupressdo causada pelo
proprio LES ou seu tratamento pode transformar o calazar em
uma doenga rapidamente progressiva.'!

A primeira descri¢ao de leishmaniose visceral complicando
o0 quadro de LES ocorreu em uma mulher chinesa em 1983.!2
Desde entdo, encontram-se diversos relatos de leishmaniose
visceral como causa de febre inexplicada e citopenia em pa-
cientes com diagndstico prévio de LES, o que contribui para
a confusdo e a dificuldade do diagnostico diferencial entre as
duas doengas.!31413

Nos pacientes com LES, as infec¢des representam as causas
mais comuns de morte e frequentemente ¢ dificil distinguir
entre uma infec¢do concomitante e atividade de LES, pois as
apresentagdes clinicas podem ser similares.'>'*15

Outro fator complicador na diferenciagdo entre as duas
enfermidades € que ambas podem manifestar-se com alteragdes
cutaneas. Varios trabalhos descrevem a existéncia de uma
forma de leishmaniose cutanea, denominada lupoide, que se
caracteriza pela disseminag@o do nddulo inicial para formacao
de placa e simula o lapus discoide.!!718

Os pacientes com leishmaniose visceral também podem
apresentar manifestagdes renais secundarias a disfun¢éo imu-
nologica, idénticas as causadas pelo LES, incluindo queda da
fungdo renal, altera¢des do sedimento urinario e proteintria.'’
Em caes, observam-se desenvolvimento de glomerulonefrites
do tipo mesangial e membranoproliferativa focal ou difusa,
aumento da matriz mesangial e, a microscopia eletronica,
presenca de depdsitos de imunocomplexos contendo IgG e
IgM, além de deposito de C3.%°

Varias possibilidades podem explicar o surgimento de au-
toanticorpos na leishmaniose visceral. Hipergamaglobulinemia
¢ comum em pacientes com LES e estd presente em todos os
pacientes com calazar, decorrente da grande produgao de an-
ticorpos das classes I1gG, IgM e IgA apds a ativagdo policlonal
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dos linfocitos B, o que gera formagao de anticorpos especificos
e inespecificos, além de autoanticorpos que estao expressos em
baixos niveis em condigdes normais.?'

Mimetismo molecular entre antigenos da Leishmania ¢
ribonucleoproteinas ¢ outra hipotese levantada por Granel et
al.,> que encontraram produgdo de autoanticorpos tais como
anti-Sm, anti-RNP, anti-SSA, anti-SSB e antifosfolipideos
em pacientes infectados por Leishmania. Um terceiro me-
canismo de indugdo de autoanticorpos na leishmaniose pode
ser atribuido a liberagdo de antigenos sequestrados durante a
agressao tecidual e o rompimento das células do hospedeiro,
com exposi¢ao de antigenos previamente ocultos.?

O objetivo deste estudo foi identificar o perfil de auto-
anticorpos e o consumo de complemento em pacientes com
diagnostico de leishmaniose cuténea ou visceral. Correlacionar
as formas de apresentagdo da doenga (visceral ou tegumentar)
com a presenga de autoanticorpos e consumo de complemento.

PACIENTES E METODOS

Trata-se de um estudo de corte transversal.

Durante o periodo de margo de 2006 a margo de 2008, fo-
ram atendidos 203 pacientes com diagnoéstico de leishmaniose
(CID 10: B55) nos diversos ambulatorios de especialidades do
Hospital Universitario da Faculdade de Medicina da Univer-
sidade Federal de Mato Grosso do Sul e encaminhados para
o Servigo de Doengas Infectoparasitarias do mesmo hospital,
sendo um total de 138 homens e 65 mulheres. Deste total, foram
selecionados 90 pacientes com diagnostico de leishmaniose
por meio de amostragem nao probabilistica por julgamento,
sendo 45 com a forma visceral e 45 com a forma tegumentar,
segundo os critérios expostos a seguir.

A selecdo prévia dos pacientes foi feita a partir do levan-
tamento dos prontuarios médicos do Servico de Doengas
Infectoparasitarias do Hospital Universitario da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, durante o periodo de margo
de 2006 a margo de 2008.

Os pacientes para serem selecionados deveriam obedecer
aos seguintes critérios: diagnostico de leishmaniose visceral
por meio das manifestagdes clinicas de febre, citopenia e vis-
ceromegalia, além de confirmagao pelo diagnoéstico sorologico
por imunofluorescéncia indireta (IFI) com titulo maior ou igual
a 1:80 e a microscopia, pela presenca de formas da Leishmania
spp. no exame de mielograma ou em cultura.

Diagnéstico de leishmaniose cutanea por meio das mani-
festagdes clinicas de lesdes cutaneas ou mucosas sugestivas
e comprometimento de linfonodos, além de diagnostico labo-
ratorial com base em exames parasitologicos (exame direto,
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histopatologico ou cultura) e imunoldgicos (intradermorreacdo
de Montenegro, imunofluorescéncia indireta ou ELISA).

Os critérios de exclusdo foram: pacientes que apresentaram
outras doengas infecciosas associadas, neoplasias ¢ doengas
autoimunes.

As informagdes necessarias para a identificacdo dos pa-
cientes e clinica da doenga foram obtidas a partir dos registros
médicos contidos nos prontuérios de cada paciente e comple-
mentadas, se houvesse necessidade, com entrevista do paciente.

Foi obtida a autorizagio do Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (CEP/UFMS)
para utilizagdo das informagdes dos prontuarios, foi solicitada a
concordancia do paciente em participar da pesquisa apos expla-
nagdo e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.

Amostras de soro

Foram utilizados para a realizagdo da pesquisa soros dos
pacientes previamente selecionados e que se encontravam
adequadamente congelados ¢ armazenados no Laboratorio
Central de Campo Grande — MS (LACEN) ou Laboratorio de
Analises Clinicas do Hospital Universitario da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul.

Os soros, no momento da realizacdo dos exames, foram
identificados, descongelados, divididos em aliquotas e subme-
tidos a pesquisa de anticorpos antinucleares, fator reumatoide
(FR), antifosfolipideos e complemento.

Pesquisa dos autoanticorpos

Foi utilizada a técnica de IFI para a pesquisa do FAN, tendo
como substrato as células HEp-2 (técnica de FAAR) e utilizado
os critérios do IT Consenso Brasileiro de Fator Antinuclear em
células HEp-2,* para a interpretagdo dos resultados.

As diluigdes de triagem foram de 1/40 a 1/160 na dependén-
cia da lampada do microscopio (20 w, 50 w, 100 w) e a leitura
do titulo final foi feita na tltima diluicdo em que o padrao foi
observavel de forma definida.?

Os soros que apresentaram titulagdo abaixo de 1/80 foram
considerados negativos; aqueles com titulagao de 1/80 a 1/160
foram considerados indeterminados; sendo positivos aqueles
com titulo maior 1/160 e diluidos até obter-se a negativagao
da fluorescéncia.

Anti-DNA nativo — Foi utilizado como substrato a Crithidia
luciliae e utilizada técnica de IFI. Utilizando-se como contra-
prova o método de ensaio imunoenzimatico e foram conside-
rados positivos os valores referenciais maiores que 55 Ul/mL,
considerados indeterminados os valores entre 35 ¢ 55 Ul/mL
e considerados negativos os valores menores que 35 Ul/mL.
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Para a pesquisa de anti-Sm, anti-RNP, anti-Ro (SSA) e
anti-La (SSB), foi utilizada técnica de ELISA, utilizando-se
kits especificos de substrato para cada teste, seguindo-se as
especificacdes do fabricante. (Hemagen Diagnostics, Inc).
Foi considerado positivo o soro que apresentasse valor duas
vezes acima do cut-off.

Anticardiolipina IgM e IgG — Foi utilizada a técnica de
ensaio imunoenzimatico, considerando-se positivo titulo maior
que 30,0 UI/mL para IgG e maior que 15,0 Ul/mL para IgM.
Foi considerado indeterminado o resultado do teste se o titulo
fosse entre 10 ¢ 30,0 UI/mL para IgG e entre 10 ¢ 15,0 UI/mL
para IgM; e considerado negativo se a titulagdo fosse inferior
a 10,0 UI/mL para ambos. O substrato utilizado foi a solugdo
de cardiolipina purificada do Laboratdrio Sigma.

Fator Reumatoide — Foi utilizada a técnica de nefelometria
e considerado positivo se o titulo fosse maior que 40 Ul/mL e
negativo se abaixo do mesmo valor.

Para pesquisa da fragdo de complemento C3 foi utilizada
técnica de imunoturbidimetria e os valores referenciais foram
os titulos entre 90,0 ¢ 180,0 mg/dL; sendo considerados com
diminuigdo da fragdo do complemento, os soros cujo titulo
fosse menor que 90,0 mg/dL.

Para pesquisa da fracdo de complemento C4, foi utilizada a
técnica de imunoturbidimetria e os valores referenciais foram
os titulos entre 10,0 ¢ 40,0 mg/dL; sendo considerados com
diminui¢do da fragdo do complemento, os soros cujo titulo
fosse menor que 10,0 mg/dL.

Analise Estatistica

Foi utilizado o célculo da média para os dados sociodemo-
gréficos.

Foi determinada a frequéncia dos autoanticorpos na sua
totalidade e de cada um deles, na amostras dos soros dos pa-
cientes da pesquisa e comparados com os dados da literatura.

A comparagao entre os pacientes com leishmaniose visceral
e aqueles portadores de leishmaniose tegumentar, com relag@o
as variaveis idade, concentragdo de complemento C3 e C4, foi
realizada por meio do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.

A avaliacdo da relagdo entre o tipo de leishmaniose e as
variaveis sexo, procedéncia e resultados dos testes (anticorpo
anti-Leishmania, anticorpo anti-Sm, anticorpo anti-RNP, anti-
corpo anti-SSA, anticorpo anti-SSB, anticorpo anticardiolipina,
FR e complemento C3 e C4), foi realizada por meio do teste
exato de Fisher. O mesmo teste foi utilizado para avaliar o tipo
de leishmaniose e a coincidéncia entre o teste de fator antinu-
clear e os testes para anticorpo anticardiolipina IgM, anticorpo
anticardiolipina IgG, FR, complemento C3 e complemento C4.
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A avaliag@o da relagdo entre o tipo de Leishmaniose ¢ as
variaveis fator antinuclear, anticorpo anti-DNA e anticorpo an-
ticardiolipina, foi realizada por meio do teste do qui-quadrado.

A comparacdo de percentuais de casos positivos, entre os
pacientes dos dois tipos de leishmaniose avaliado neste estudo,
para as variaveis anticorpo anti-Leishmania e complemento
C3, foi realizada por meio do teste z. O mesmo teste foi uti-
lizado para a comparagdo de percentuais, entre pacientes dos
dois tipos de leishmaniose, para resultados coincidentes entre
fator antinuclear e as variaveis anticardiolipina IgM, IgG,
complemento C3 e complemento C4.

Os demais resultados das variaveis avaliadas neste estudo
foram apresentados na forma de estatistica descritiva ou na
forma de tabelas e graficos.

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o software
SigmaStat, versdo 2.0, considerando diferencas e relagdes
significativas quando o valor de P foi menor que 0,05.%*

RESULTADOS

Dados Sociodemograficos

Neste estudo, foram avaliados 90 pacientes sendo que destes
50,0% (n = 45) eram portadores de leishmaniose visceral e
50,0% (n=45) eram portadores de leishmaniose tegumentar. A
idade dos pacientes variou entre 12 ¢ 76 anos, sendo a média de
idade de 35,43 £ 16,79 anos (média + desvio-padrao da média).
Aidade dos pacientes com de leishmaniose visceral variou
entre 12 e 76 anos, sendo a média de idade de 35,67 + 19,55
anos. Ja a idade dos pacientes com leishmaniose tegumentar
variou entre 14 ¢ 67 anos, sendo a média de idade de 35,20 +
13,72 anos. Nao houve diferenca significativa entre os pacientes
com leishmaniose visceral e aqueles com leishmaniose tegu-
mentar, com relagdo a idade (teste de Mann-Whitney, P=0,58).
Entre os pacientes com leishmaniose visceral (n = 45),
48,9% (n = 22) eram do sexo feminino e 51,1% (n =23) eram
do sexo masculino. No grupo dos pacientes com leishmaniose
tegumentar, 51,1% (n = 23) eram do sexo feminino e 48,9%
(n = 22) eram do sexo masculino. Nado houve diferenga sig-
nificativa entre o tipo de leishmaniose e o sexo dos pacientes
avaliados neste estudo (teste exato de Fisher, P =1,00).

Procedéncia

Dos 45 pacientes com de leishmaniose visceral, 62,2% (n=28)
eram provenientes da microrregido de Campo Grande, sendo
que os demais 37,8% (n = 17) eram das demais microrregides
de Mato Grosso do Sul. No grupo dos pacientes com leishma-
niose tegumentar (n =45), 68,9% (n=31) eram provenientes
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da microrregido de Campo Grande e 31,1% (n = 14) eram
provenientes das demais microrregides do estado. Nado houve
diferenca significativa entre o tipo de leishmaniose e a proce-
déncia dos pacientes (teste exato de Fisher, P = 0,52).

Anticorpos Anti-Leishmania

Todos os pacientes que eram portadores de leishmaniose
visceral, 100% (n = 45) apresentavam titulagdo de anticorpos
anti-Leishmania positiva (> 1/80). Por outro lado, entre os
portadores de leishmaniose tegumentar, 37,8% (n=17) dos pa-
cientes apresentavam titulacdo de anticorpos anti-Leishmania
negativa (< 1/80) e 62,2% (n = 28) deles apresentavam titulacao
de soro anti-Leishmania positiva (> 1/80). Houve uma diferen-
¢a significativa entre o tipo de leishmaniose e o resultado da
titulagdo de anticorpos anti-Leishmania (teste exato de Fisher,
P<0,001), sendo a frequéncia de positividade maior no grupo
visceral (teste z, P <0,001).

FAN

Entre os pacientes com leishmaniose visceral (n =45), 86,7%
(n=39) apresentaram fator antinuclear (FAN) negativo, 8,9%
(n = 04) com FAN indeterminado e 4,4% (n = 02) com FAN
positivo. No grupo dos pacientes com leishmaniose tegumentar,
todos (100% - n = 45) apresentaram FAN negativo. Houve

Tabela 1

Procedéncia dos pacientes com leishmaniose
visceral ou tegumentar, de acordo com a
microrregido de Mato Grosso do Sul

Leishmaniose

Microrregiao Visceral Tegumentar
Alto Taquari 00 (0,0%)* 00 (0,0%)
Aquidauana 05 (11,1%) 05 (11,1%)
Baixo Pantanal 00 (0,0%) 00 (0,0%)
Bodoquena 01 (2,2%) 00 (0,0%)
Campo Grande 28 (62,2%) 31 (68,9%)
Cassilandia 00 (0,0%) 00 (0,0%)
Dourados 04 (8,9%) 03 (6,7%)
Iguatemi 03 (6,7%) 02 (4,4%)
Nova Andradina 00 (0,0%) 00 (0,0%)
Paranaiba 00 (0,0%) 00 (0,0%)
Trés Lagoas 04 (8,9%) 04 (8,9%)

Total 100% (n = 45)

* Frequéncia absoluta (frequéncia relativa).

100% (n = 45)
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uma relacdo estatisticamente significativa pelo teste do qui-
quadrado (P = 0,04).

Anticorpo Anti-DNA Negativo

Entre os pacientes com leishmaniose visceral (n =45), 93,3%
(n=42) apresentaram anticorpo anti-DNA negativo, 2,2%
(n=1) com anticorpo anti-DNA indeterminado ¢ 4,5% (n=2)
com anticorpo anti-DNA positivo. No grupo dos pacientes com
leishmaniose tegumentar, todos (100% - n = 45) apresentaram
anticorpo anti-DNA negativo. Nao houve uma relagdo signifi-
cativa entre o tipo de leishmaniose e o resultado do anticorpo
anti-DNA (teste do qui-quadrado, P =0,21).

Anticorpo Anti-Sm

Todos os pacientes avaliados neste estudo (n = 90), indepen-
dentemente do tipo de leishmaniose (visceral ou tegumentar)
apresentaram anticorpo anti-Sm negativo (teste exato de Fisher,
P =1,00).

Anticorpo Anti-RNP

Com relagdo ao anticorpo anti-RNP, de todos os pacientes
avaliados neste estudo, exceto um (1,1%), com leishmaniose
visceral, apresentaram um valor indeterminado anticorpo
anti-RNP (valor entre 5 ¢ 9 UI/mL pelo teste imunoensaio
enzimatico), sendo que para os demais (98,9% - n = 89) o
teste foi considerado negativo (teste exato de Fisher, P=1,00).

Anticorpo Anti-Ro (SSA)

Todos os pacientes avaliados neste estudo (n = 90), indepen-
dentemente do tipo de leishmaniose (visceral ou tegumentar)
apresentaram anticorpo anti-SSA negativo (teste exato de
Fisher, P = 1,00).

Anticorpo Anti-La (SSB)

Para o anticorpo anti-SSB, apenas um paciente (1,1%), com
leishmaniose visceral, apresentou um valor positivo, sendo
que para os demais (98,9% - n = 89) o teste foi considerado
negativo (teste exato de Fisher, P = 1,00).

Anticorpo Anticardiolipina IgM e IgG

Entre os pacientes com leishmaniose visceral (n = 45), 6,7%
(n = 3) apresentaram anticorpo anticardiolipina do tipo IgM
positivo. No grupo dos pacientes com leishmaniose tegumentar,
todos (n = 45) apresentaram anticardiolipina IgM negativo
(teste exato de Fisher, P=0,12).

533



Horimoto e da Costa

Dos 45 pacientes com leishmaniose visceral, 8,9% (n=4)
apresentaram anticorpo anticardiolipina do tipo IgG indeter-
minado e 17,8% (n = 8) apresentavam anticardiolipina IgG
positivo. No grupo dos pacientes com leishmaniose tegumentar,
apenas um (2,2%) apresentou anticardiolipina IgG positivo.
Houve uma relagao significativa entre o tipo de leishmaniose
e o resultado do anticorpo anticardiolipina do tipo IgG (teste
do qui-quadrado, P = 0,004).

FATOR REUMATOIDE

Entre os pacientes com leishmaniose visceral (n =45), 24,4%
(n = 11) apresentavam FR positivo. No grupo dos pacientes
com leishmaniose tegumentar, 8,9% (n = 4) apresentavam FR
positivo (teste exato de Fisher, P = 0,09).

Dosagem de Complemento C3 e C4

Entre os pacientes com leishmaniose visceral (n =45), 13,3%
(n=6) apresentaram concentragao de complemento C3 menor
que 90 mg/dL. No grupo dos pacientes com leishmaniose tegu-
mentar, todos (100% - n =45) apresentaram complemento C3
maior ou igual a 90 mg/dL. Houve uma relagdo significativa
entre o tipo de leishmaniose e a concentragdo de complemento
C3 (teste exato de Fisher, P=0,01 e teste z, PP = 0,03).

Nenhum dos pacientes avaliados neste estudo, indepen-
dente do tipo de leishmaniose, apresentou concentragao de
complemento C4 menor do que 10 mg/dL. Os dados referentes
a frequéncia relativa e absoluta de pacientes com leishmaniose
visceral e tegumentar, de acordo com as variaveis avaliadas
neste estudo, sdo apresentados na Tabela 2.

DISCUSSAO

Neste estudo, procurou-se minimizar a ocorréncia de viés de
sele¢do por meio da avaliacdo de uma amostragem média (90
pacientes) e de uma populacao estatisticamente semelhante,
sendo que metade apresentava leishmaniose visceral e a outra
metade leishmaniose tegumentar. Desse modo, foi possivel
observar a producdo de autoanticorpos e complemento em
cada uma das formas da doencga, sem outros fatores de in-
terferéncia.

Nao houve diferenca significativa entre os pacientes com
leishmaniose visceral e aqueles com leishmaniose tegumentar
com relagdo a idade ou ao sexo neste trabalho, sendo que a
média de idade encontrada foi de 35,43 anos e aproxima-
damente metade dos pacientes de cada sexo. Fernandes?,
em 1990, observou incidéncia de 53 casos de leishmaniose
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Tabela 2

Variaveis demograficas e laboratoriais
analisadas nos pacientes com leishmaniose
visceral (n = 45) ou tegumentar (n = 45)

Leishmaniose

Variavel Visceral Tegumentar P

Feminino 22 (48,9%)* 23 (51,1%)

1,00" NS
Masculino

23 (51,1%) 22 (48,9%)

Microrregiao

Campo Grande 28 (62,2%) 31 (68,9%)

0,52' NS
Outra

17 (37,8%) 14 (31,1%)

Anticorpo anti-Leishmania

Negativo 00 (0,0%) 17 (37,8%)

<0,001" Sig.
45 (100%)

Positivo 28 (62,2%)

Fator antinuclear (FAN)

Negativo 39 (86,7%) 45 (100%)
Indeterminado 04 (8,9%) 00 (0,0%) 0,04 Sig.
Positivo 02 (4,4%) 00 (0,0%)

Fator reumatoide

Negativo 34 (75,6%) 41 (91,1%)

0,09' NS
Positivo

11 (24,4%) 04 (8,9%)

Concentracao de complemento C3

190 mg/dL 39 (86,7%) 45 (100%)

0,01 Sig.
<90 mg/dL

06 (13,3%) 00 (0,0%)

Concentracdo de complemento C4
1110 mg/dL
<10 mg/dL

45 (100%) 45 (100%)
1,00' NS

00 (0,0%) 00 (0,0%)

* Frequéncia absoluta (frequéncia relativa); NS = relagdo ndo significativa; Sig.= relagdo
significativa; 'valor de P no teste exato de Fisher; 2valor de P no teste do qui-quadrado.

cutaneomucosa na regido de Nioaque (MS) durante o periodo
de agosto de 1987 a julho de 1988, sendo que, destes, ocorreu
predominio na populagdo jovem, menor de 20 anos de idade
(37,7%) e 0 mesmo autor também ndo encontrou predominio
com relagdo ao sexo dos individuos afetados.

Nunes et al.,”® em estudo epidemioldgico sobre leishma-
niose tegumentar na regido de Corguinho (MS), encontraram
a faixa etaria mais atingida pela parasitose entre 22 ¢ 78 anos,
com predominio de homens (75% dos casos).

Com relagdo ao sexo, a literatura destaca o masculino como
o mais suscetivel a leishmaniose visceral e tegumentar, possi-
velmente pelos habitos recreativos e ocupacionais deste grupo,
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Tabela 3

Frequéncias de anti-DNAds, anti-Sm, anti-RNP, anti-SSA,
anti-SSB e anticardiolipina (IgM e IgG) nos pacientes com
leishmaniose visceral (n = 45) ou tegumentar (n = 45)

Leishmaniose

Variavel Visceral Tegumentar P

Fator anti-DNA

Negativo 42 (93,3%) 45 (100%)
Indeterminado 01 (2,2%) 00 (0,0%) 0,212 NS
Positivo 02 (4,4%) 00 (0,0%)

Anticorpo anti-Sm
45 (100%)
00 (0,0%)

45 (100%)
00 (0,0%)

Negativo
1,00 NS
Positivo

Anticorpo anti-RNP
44 (97,8%)
01 (2,2%)

45 (100%)
00 (0,0%)

Negativo
1,00" NS
Positivo

Anticorpo anti-SSA
45 (100%)
00 (0,0%)

45 (100%)
00 (0,0%)

Negativo
1,00" NS
Positivo

Anticorpo anti-SSB

44 (97,8%)
01 (2,2%)

45 (100%)
00 (0,0%)

Negativo
1,00" NS
Positivo

Anticorpo anticardiolipina IgM
42 (93,3%)
03 (6,7%)

45 (100%)
00 (0,0%)

Negativo
0,12" NS
Positivo

Anticorpo anticardiolipina IgG

Negativo 33 (73,3%) 44 (97,8%)
Indeterminado 04 (8,9%) 00 (0,0%) 0,004 Sig.
Positivo 08 (17,8%) 01 (2,2%)

*Frequéncia absoluta (frequéncia relativa); NS = relagdo ndo significativa; Sig.= relagéo
significativa; 'valor de P no teste exato de Fisher; 2valor de P no teste do qui-quadrado.

cujos individuos tém maior tendéncia de adentrar nas matas
silvestres e se expor ao habitat natural dos flebotomineos.?”

Por outro lado, tem-se observado recentemente mudanga
no padrdo de ocorréncia da leishmaniose no estado e no pais,
com expansdo e importante urbanizagdo da doenga, o que
pode contribuir para exposi¢do equivalente de ambos 0s sexos
a doencga.”

As microrregides do Estado de onde originaram os pacien-
tes do estudo estdo em consonancia com os dados da Secretaria
de Satde do Estado de Mato Grosso do Sul, que apontaram a
ocorréncia de leishmaniose visceral principalmente nos muni-
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cipios de Campo Grande, Trés Lagoas e Aquidauana durante
o periodo de 2003 a 2007.3°

No presente estudo, todos os pacientes que tinham leishma-
niose visceral apresentavam titulagao de anticorpo anti-Leish-
mania positiva (> 1/80). Com relagdo aos com leishmaniose
tegumentar, 37,8% dos pacientes apresentavam anticorpos
anti-Leishmania negativos ¢ 62,2% deles apresentavam posi-
tividade dos anticorpos. Schubach et al’! encontraram anti-
corpos anti-Leishmania em 52,5% dos pacientes com doenca
cutanea ativa. Ja Silveira et al.?’ encontraram esse anticorpo
em 64,4% de 955 pacientes com leishmaniose cutanea. Atta et
al.,** estudando pacientes com leishmaniose visceral, também
encontraram anticorpos anti-Leishmania em 100% dos casos;
no entanto, esse estudo apresentou amostragem de apenas
nove pacientes. Pappas et al.,* em amostra de 42 pacientes,
encontraram sorologia positiva em 98% dos pacientes com
leishmaniose visceral. Na literatura, o encontro de sorologia
positiva anti-Leishmania predominante nos casos da forma
visceral pode ser explicado pela evidéncia do padrdo de res-
posta Th2 da doenca, com ativacdo policlonal de linfocitos
B ¢ producdo de anticorpos especificos anti-Leishmania e
anticorpos com outras especificidades.’?3

Entre os pacientes com leishmaniose visceral encontrou-
se FAN indeterminado em 8,9% dos casos, e positivo em
4,4% dos pacientes (com titulagdo maior que 1/160). Nao se
observou na literatura outro trabalho comparando a presenga
de FAN em pacientes com leishmaniose visceral ou cutinea.
Deve-se considerar que 5% da populagdo normal e até 13% da
populagdo acima de 50 anos pode ter o teste positivo em titulo
baixo.2 Vérias possibilidades podem explicar o surgimento de
autoanticorpos na leishmaniose visceral. O mais aceito ¢ que
a hipergamaglobulinemia que esta presente em praticamente
todos os pacientes com leishmaniose visceral, decorrente da
grande produc@o de anticorpos das classes IgG, IgM e IgA
seja por ativacdo policlonal dos linfécitos B, ocasionando
a formag@o de anticorpos especificos e autoanticorpos que
estdo expressos em baixos niveis em condigdes normais.?!
Existem evidéncias que antigenos soltiveis derivados do pa-
rasita de Leishmania major e L. donovani sdo mitogénicos e
desencadeiam a producdo de imunoglobulinas com atividade
de autoanticorpos.?!

Encontrou-se no estudo a presenga de anticorpo anti-DNA
nativo indeterminado em 2,2% dos casos e positivo em 4,4%
dos pacientes com leishmaniose visceral. Ndo houve uma rela-
¢do significativa entre o tipo de leishmaniose e o resultado do
anticorpo anti-DNA. No entanto, esse resultado, mesmo que
nao significativo do ponto de vista estatistico, ¢ muito relevante
do ponto de vista diagnostico, pois é amplamente difundido
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que o anticorpo anti-DNA ¢ quase exclusivo de pacientes
com diagnostico de LES e muito raro em pessoas saudaveis.>
Do ponto de vista patogénico, o aparecimento de anti-DNA
se correlaciona com determinadas apresentagdes clinicas e
também sugerem o diagnostico de LES.?* O resultado pode ser
explicado pela reatividade cruzada dos anticorpos anti-DNA,
que pode ocorrer quando se realiza a detec¢ao do anticorpo pela
técnica de IF1 com Crithidia luciliae. Observa-se teste positivo
em pacientes com leishmaniose, com formagdo de imagens
atipicas e fluorescéncia em outras estruturas do parasita.’®

Granel et al.** relataram caso de um paciente com leish-
maniose visceral que apresentava anticorpos anti-DNA, que
desapareceu apos tratamento com esteroides, antimoniais
e posterior uso de anfotericina B lipossomal. Argov et al.”!
estudando 23 pacientes com leishmaniose visceral e 14 pa-
cientes com leishmaniose cutanea, ndo encontraram presenga
de anti-DNA, apesar da produgdo de outros autoanticorpos
nestes pacientes.

Todos os pacientes avaliados neste estudo, independente-
mente do tipo de leishmaniose (visceral ou tegumentar) apre-
sentavam anticorpo anti-Sm negativo. Surpreendentemente,
Argov et al.*' encontraram anti-Sm em 7% dos pacientes com
leishmaniose cutanea e 83% dos pacientes com leishmaniose
visceral. Os soros dos pacientes eram provenientes da América
do Sul (predominantemente Brasil), Africa e Asia (principal-
mente da fndia). Mimetismo molecular entre antigenos da
Leishmania spp. e ribonucleoproteinas ¢ uma outra hipotese
levantada por Granel et al.,* para explicar a ocorréncia des-
tes autoanticorpos (anti-Sm, anti-RNP, anti-SSA e anti-SSB)
em pacientes infectados. A possibilidade que determinantes
antigénicos sejam compartilhados entre Sm, RNP, SSB e
a Leishmania ¢ levantada pela inibicdo de autoanticorpos
para estes antigenos nucleares por promastigotas intactas de
Leishmania.?!

Com relacdo ao anticorpo anti-RNP, entre os pacientes
avaliados neste estudo, apenas um (1,1%), com leishmaniose
visceral, apresentou um valor indeterminado, sendo que, para
os demais, o teste foi considerado negativo. Argov et al.”!
encontraram positividade de anti-RNP em 14% dos pacientes
com leishmaniose cutanea e 86% dos pacientes com leishma-
niose visceral.

Todos os pacientes avaliados neste estudo, independen-
temente do tipo de leishmaniose (visceral ou tegumentar)
apresentavam anticorpo anti-SSA negativo. Para o anticorpo
anti-SSB, apenas um paciente (1,1%), com leishmaniose vis-
ceral, apresentou valor positivo, sendo que, para os demais,
o teste foi considerado negativo. Argov et al.?' encontraram
positividade de anti-SSA e anti-SSB em 25% dos pacientes

536

com leishmaniose cutanea e, respectivamente em 36% ¢ 73%
dos pacientes com leishmaniose visceral.

Entre os pacientes com leishmaniose visceral 6,7% apre-
sentavam anticorpo anticardiolipina do tipo IgM positivo. No
mesmo grupo, encontrou-se, ainda, presenca do anticorpo
anticardiolipina do tipo IgG em 17,8% dos casos. Nao foi
encontrado na literatura nenhum estudo referente a pesquisa
de anticorpos anticardiolipina para comparagio. E relatada na
literatura a presenca de anticorpos anticardiolipina em outras
doengas infecciosas.’” Repka et al.*® encontraram tais anticor-
pos em 8,34% dos pacientes com hanseniase paucibacilar, além
de positividade em 80,77% dos pacientes multibacilares ndo
tratados. A origem da presenca dos anticorpos anticardiolipina
em pacientes com infecgdo tem sido debatida e varias hipd-
teses foram aventadas, entre as quais: que se deva a ativagdo
policlonal inespecifica das células B, que o agente infeccioso
tenha a capacidade de se ligar aos fosfolipideos endogenos
tornando-os imunogénicos, que o agente infeccioso produ-
za lesdo endotelial expondo epitopos de fosfolipideos que
desencadeardo a resposta imunologica, que o aparecimento
do anticorpo anticardiolipina se deva a reagdo cruzada com
anticorpos anti-DNA .

A importancia do achado de anticorpos anticardiolipina em
pacientes com leishmaniose se deve ao fato dos autoanticor-
pos estarem relacionados com mecanismos etiopatogénicos
de trombose venosa e arterial.’” Terrazzano ef al.,** em 2006,
estudaram 33 caes naturalmente infectados por Leishmania
infantum e encontraram em 63,3% deles a presenga de anti-
corpos antiplaquetas, sendo que a metade destes apresentava
trombocitopenia e sinais clinicos de doenga moderada a grave.

Entre os pacientes com leishmaniose visceral 24,4% apre-
sentavam FR positivo e 8,9% dos pacientes com leishmaniose
tegumentar apresentavam FR positivo. Estes autoanticorpos
sdo mais frequentemente encontrados na artrite reumatoide
(AR), mas podem ser observados em outras doengas autoimu-
nes, bem como em algumas infecg¢des, como, por exemplo, na
leishmaniose. O FR de pacientes com AR difere do anticorpo
IgM anti-IgG encontrado nas doengas infecciosas.*

Chabanne et al.*' detectaram FR IgM e IgA por método de
ELISA em altos titulos em caes com leishmaniose visceral,
respectivamente 45% e 30%.

Atta et al.** encontraram altos niveis de FR IgM (100 Ul/
mL) em 90% dos pacientes estudados com leishmaniose vis-
ceral. Surpreendentemente, também foi encontrado anticorpo
IgG anti-CCP (citrulina) em 30% dos mesmos pacientes.
Acredita-se que estes anticorpos tenham alta especificidade
diagnostica para AR e atualmente sdo usados como bons
marcadores preditivos de AR precoce. Esta produgdo de
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anticorpos anti-CCP poderia ser causada pela citrulinagdo de
proteinas do hospedeiro durante infec¢do por Leishmania e
poderia representar um novo aspecto da imunopatogénese da
leishmaniose visceral.*’

Relata-se na literatura a presenca de altos niveis de imuno-
complexos circulantes em pacientes com leishmaniose visceral
e LES.*>* Sinais de ativac¢do da cascata do complemento foram
observados em estudo de pacientes com leishmaniose visceral,
em 43,4% dos casos havia queda simultanea das fragdes C3
e C4, além de alteragdo no teste CH100, sugerindo ativacdo
da via classica.'

Contrariamente ao trabalho citado, no estudo presente
encontrou-se queda somente da fragao C3 de complemento em
pacientes com leishmaniose visceral, que sugere ativacdo da
via alternativa.** Corroborando estes dados, Stebut* encontrou
ativacdo do sistema-complemento em modelos experimentais
de leishmaniose, principalmente pela opsonizacao da superficie
do parasita com C3b.

Sabe-se que alguns patogenos intracelulares utilizam-se de
moléculas regulatorias e receptores do complemento como um
meio de entrar nas células, como a Leishmania, que desenvolve
mecanismos para promover sua propria fagocitose, promoven-
do consumo de fragdes do complemento.* Outro mecanismo
envolvido no consumo de complemento na leishmaniose pode
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ser atribuido a liberagdo de antigenos sequestrados durante
agressdo tecidual e rompimento de células do hospedeiro,
com exposicdo de antigenos previamente ocultos e ativagao
do complemento.?

CONCLUSAO

Os autoanticorpos estatisticamente significativos, presentes
nos pacientes com leishmaniose visceral, foram: FAN positivo
(4,4%) ou em baixa titulagdo (8,9%) e anticorpo anticardioli-
pina do tipo IgG positivo (17,8%) ou indeterminado (8,9%).
Encontrou-se, além disso, diminui¢ao do complemento sérico
C3 em 17,8% dos pacientes e anticorpos anti-Leishmania
> 1/80 positivos em todos os pacientes com leishmaniose
visceral.

Na leishmaniose tegumentar, nio se encontraram alteracdes
significativas com relag@o a frequéncia de autoanticorpos ou
dosagem de complemento.

Recomendamos que a possibilidade da leishmaniose
visceral em pacientes com suspeita diagnostica de LES seja
investigada, principalmente nas areas endémicas, em virtude
da similaridade clinica e laboratorial entre as duas doencas,
inclusive com aparecimento de autoanticorpos como anti-DNA
e anticardiolipina.
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