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RESUMO 

As leishmanioses compreendem um grupo de doenças, com grande 
diversidade epidemiológica e clínica. A detecção de IgE pode constituir uma 
ferramenta valiosa para o prognóstico da Leishmaniose Tegumentar 
Americana (LTA). O objetivo do presente trabalho foi avaliar se 
Imunoglobulina E (IgE) anti - Leishmania podem ser utilizados como 
biomarcadores de prognóstico na LTA. Foi realizada a padronização do 
ensaio imunoenzimático (ELISA) utilizando extrato antigênico de L. (V.) 
braziliensis para detecção de IgE específica para leishmânia, nos plasmas 
de pacientes com LTA. Foi determinado que a diluição que discriminava 
amostras positivas de negativas era de 1/20 para o plasma e 1/100 para o 
anticorpo anti-IgE marcado com peroxidase. Dos 40 pacientes com LTA 
atendidos no ambulatório de endemias do Hospital Anuar Auad (HDT/GO), 
Goiânia-GO, entre 2009 e 2012, 27 apresentavam leishmaniose cutânea 
localizada (LCL) e 1 leishmaniose mucosa (LM). Destes pacientes, 27 eram 
do sexo masculino e 13, feminino. A idade dos pacientes com LCL variou 
entre 18 a 65 anos e com LM, de 25 a 61 anos. Os pacientes com LCL 
apresentavam de uma a 20 lesões, os tamanhos das lesões variaram entre 
0,2 a 7 cm e o tempo das lesões ao diagnóstico variou de 0,5 a 4 meses e 
com LM de 0,5 a 120 meses. A positividade dos testes laboratoriais AH, 
IDRM, IF e Elisa para IgG foi de 80%, 67,5%, 42,5% e 87,5% 
respectivamente. Foi realizada análise de reatividade cruzada com amostras 
de pacientes com blastomicose, malária, leishmaniose visceral (LV), doença 
de chagas e toxoplasmose e apenas uma amostra de paciente com LV 
(10%) foi reagente, a especificidade do teste foi de 98,3%. A detecção de 
IgE específica ocorreu em 40% dos pacientes com LTA. Não houve 
correlação entre as quantidades de IgE e os resultados da IDRM. Não foi 
observada correlação entre os índices de IgE e o número de lesões em 
pacientes com LCL. Não foi detectada uma associação entre cura ou não 
cura clínica e os índices de reatividade de IgE. Um aumento do número de 
amostras de pacientes é necessário para melhorar a acurácia dos 
resultados. 

Palavras Chaves: ELISA, IgE, L. (V.) braziliensis, LTA, tratamento 
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ABSTRACT 

Leishmaniases comprise a disease group with a great epidemiological and 

clinical diversity. The detection of IgE can be an important tool for prognosis 

of American Tegumentary Leishmaniasis (LTA). The objective of this present 

work was to assess if the immunoglobulin E (IgE), anti - Leishmania can be 

used as biomarkers for prognosis in LTA. The standardization of an enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA) was carried out applying antigenic 

extract of L. (V.) braziliensis to detect IgE specific for leishmania in LTA 

patients’ plasmas. It was determined that the dilution which differed positive 

from negative samples was 1/20 for plasma and 1/100 for peroxidase labeled 

anti-IgE antibody. Forty LTA patients were assisted in the laboratory of 

endemic diseases at AnuarAuad Hospital (HDT/GO), Goiânia - GO, between 

2009 and 2012. Twenty-seven of those patients showed localized cutaneous 

leishmaniasis (LCL) and 1 showed mucosal leishmaniasis (LM). Twenty-

seven of those patients were male and thirteen were female. The LCL 

patients’ ages varied between 18 to 65 years and LM patients’ ages varied 

from 25 to 61 years. The LCL patients showed 1 to 20 lesions whose sizes 

varied from 0,2 to 7 cm and the duration of the lesion diagnostic varied from 

0,5 to 4 months, and in LM patients it varied from 0,5 to 120 months. The 

positive result of the AH, IDRM, IF and Elisa lab tests for IgG was 80%, 

67,5%, 42,5% and 87,5% respectively. A cross - reactivity analysis was 

performed using samples of patients with blastomycosis, malaria, visceral 

leishmaniasis (LV), Chagas disease and toxoplasmosis and only one sample 

from an LV patient (10%) was positive, the test was 98,3% precise. The 

specific IgE detection occurred in 40% of the LTA patients. No correlation 

between the quantity of IgE and IDRM results was found. No correlation 

between the index of IgE and the number of lesions in LCL patients was 

observed. No association between clinical cure or no cure and the index of 

IgE reactivity was detected. A higher number of patients’ samples are 

necessary to obtain more accurate results.  

Key words: ELISA, IgE, L. (V.) braziliensis, LTA, treatment. 
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1 INTRODUÇÃO / REVISÃO DA LITERATURA 

1.1 Epidemiologia, Transmissão e Manifestações Clínicas da Leishmaniose 

Tegumentar Americana (LTA) 

 

As leishmanioses compreendem um grupo de doenças, com grande 

diversidade epidemiológica e diferentes manifestações clínicas (Brasil, 2010; 

Singh et al., 2012). São causadas por protozoários do gênero Leishmania, da 

família Trypanosomatidae, e ordem Kinetoplastida, que apresenta um flagelo e 

dois genomas: DNA nuclear e kDNA. Os insetos vetores de transmissão dos 

protozoários aos hospedeiros mamíferos são do gênero Phlebotumus e 

Lutzomyia (Ross, 1903; Ashford, 2000).  

As leishmanioses constituem um dos principais problemas de Saúde 

Pública no mundo e um grande risco para pessoas que vivem ou viajam para 

áreas endêmicas (Soong et al., 2012). A Organização Mundial de Saúde (OMS) 

estima que a prevalência mundial da doença seja de 12 milhões de casos, com 

uma mortalidade anual de 60.000 casos (WHO, 2015). 

 A LTA é uma doença amplamente distribuída em todo o território 

brasileiro. No ano de 2003, foi confirmada sua autoctonia em todas as unidades 

federadas do país (Brasil, 2012). Para Shaw (2007) o grande aumento dos 

números de casos de leishmaniose está relacionado com as mudanças 

ambientais, migrações descontroladas, trabalhos em áreas de risco, turismo 

ecológico, dificuldades de tratamento e, ainda, hospedeiros 

imunocomprometidos.  

 No Brasil, os maiores percentuais de casos de LTA ocorrem nas regiões 

Norte e Nordeste, seguidos das regiões Centro-Oeste, Sudeste e Sul (Brasil, 

2010). Em 2013, foram notificados 18.675 mil casos de LTA no país, sendo, 

destes, 374 casos no estado de Goiás e 494 casos no estado do Tocantins 

(Brasil, 2015).  
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 No Brasil, são reconhecidas seis espécies de leishmanias que causam 

a LTA no homem, principalmente Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.) 

guyanensis e L. (Leishmania) amazonensis e, mais raramente, L. (V.) lainsoni, L. 

(V.) naiffi e L. (V.) shawi (Grimaldi e Tesh, 1993; Passos et al., 1999). Cerca de 

90% dos casos de LTA são causados por L. (V.) braziliensis; esta é a espécie 

que desenvolve as lesões mais graves e que está frequentemente associada à 

invasão de mucosas (Silveira et al., 2009). 

O ciclo biológico das leishmanias é do tipo heteroxênico. Os parasitos 

apresentam dois estágios morfologicamente e bioquimicamente distintos, a 

forma amastigota e a promastigota, conforme demonstrado na (Fig. 1). A forma 

amastigota (esférica e sem flagelo visível) multiplica-se dentro das células do 

sistema fagocitário mononuclear (SFM). Esta forma é liberada das células 

ingeridas pelo inseto vetor (flebotomíneo), durante o repasto sanguíneo em 

hospedeiros mamíferos infectados, e se diferencia na forma promastigota (longa 

e flagelada) no intestino do inseto (Ashford, 2000; Gontijo e Carvalho, 2003). De 

acordo com Rey (2011), ainda no intestino do inseto, a forma promastigota 

passa por um processo denominado metaciclogênese, durante o qual as formas 

promastigotas procíclicas param de se dividir e tornam-se infectantes 

(promastigotas metacíclicas). Durante o próximo repasto sanguíneo do inseto 

vetor, as formas promastigotas metacíclicas são transmitidas ao hospedeiro, que 

pode ser o homem.  

 
Figura 1. Desenho esquemático do ciclo biológico dos parasitos do gênero Leishmania 
sp. Fonte: www.dpd.cdc.gov/dpdx  

http://www.dpd.cdc.gov/dpdx
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 Após a inoculação de Leishmania sp em seres humanos, dependendo 

das características dos parasitos e da resposta imune, no local da picada do 

inseto, ocorre o desenvolvimento de uma lesão cutânea, que muitas vezes 

desaparece, espontaneamente, ou pode progredir. A leishmaniose cutânea 

localizada (LCL) é a forma mais comum, apresentando de uma a dez lesões 

ulceradas ou úlcero - crostosas, que apresenta cura clínica espontânea ou após 

tratamento, ou pode evoluir para outras formas clínicas da LTA (Silveira et al., 

2009; Goto e Lindoso, 2010). Grande parte dos pacientes apresenta uma boa 

resposta imune celular, que pode ser avaliada por meio da Intradermorreação de 

Montenegro (IDRM) e que contribui para a cura clínica da doença (Convit et al., 

1993).  

 A leishmaniose cutânea disseminada (LCD) é caracterizada por 

inúmeras lesões, em variadas partes do corpo, com aparência acneiforme e, 

posteriormente, podem ulcerar. É associada às espécies L.(V.) braziliensis e 

L.(L.) amazonensis no Brasil, mas pode ser causada por outras espécies em 

outros países, como na Guiana Francesa, onde a espécie causadora é L. (V.) 

guyanensis (Silveira et al., 2009; Goto e Lindoso, 2010). Os pacientes 

apresentam lesões com poucos parasitos e uma resposta imune celular, que 

associada ao tratamento, leva à cura clínica (Machado et al., 2011).  

 Outra forma clínica da LTA com múltiplas lesões é a leishmaniose 

cutânea difusa (LD), causada pela espécie L. (L.) amazonensis. É uma forma 

clínica rara, porém grave, que apresenta múltiplas lesões e é difusa por toda a 

pele em forma de nódulos, caracterizada pela elevada carga parasitária. Esta 

doença é considerada grave, pois o paciente não apresenta resposta imune 

celular contra os parasitos, o que é necessário para a cura (Silveira et al., 2009; 

Goto e Lindoso, 2010). 

 A leishmaniose mucocutânea (LMC), também conhecida como 

leishmaniose mucosa (LM), na maioria das vezes é secundária às lesões 

cutâneas, porém alguns pacientes apresentam lesões mucosas sem evidências 

de LCL anteriormente. Na LM existe predomínio de lesões na mucosa nasal, 

podendo ocorrer ulceração e perfuração do septo nasal (Diniz et al., 2011). A LM 

é associada, principalmente, à espécie L.(V.) braziliensis, mas na região Norte 

do Brasil, L.(V.) guyanensis também vem sendo detectada em pacientes com 

LM, embora sejam raros os casos relatados (Guerra et al., 2011) . 
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1.2 Diagnóstico e Tratamento da LTA 

 

 Para fazer o diagnóstico da LTA diversos aspectos devem ser levados 

em consideração, tais como os aspectos epidemiológicos, clínicos e laboratoriais 

(Fig.2) (Basano, 2004; Gontijo e Carvalho, 2003). 

 

 
Figura 2. Fluxograma: Diagnóstico da leishmaniose tegumentar americana. IDRM: 
Intradermorreação de Montenegro; IFI: Imunofluorescência Indireta; PCR: Reação em 
Cadeia da Polimerase. Fonte: Adaptação de Gontijo e Carvalho, 2003. 
 
 

 De acordo com Brasil (2010), o diagnóstico epidemiológico da LTA, 

baseia-se na procedência de áreas endêmicas, atividade ocupacional e lazer em 

áreas de vegetação primária, margens de rios ou desmatamento e a ocupação 

de áreas de matas secundárias. A realização do diagnóstico clínico da LTA nem 

sempre é simples e imediato, devido ao amplo espectro de lesões, visto que ele 

é realizado com base nas características da lesão e na anamnese do paciente 

(Saraiva, 1998; Gontijo e Carvalho, 2003). 

 O diagnóstico laboratorial pode ser realizado por meio de métodos 

parasitológicos e imunológicos. O exame direto é o método de primeira escolha 

por ser mais rápido, de menor custo e de fácil execução. A pesquisa da forma 

amastigota é feita em material da borda da lesão, obtido por escarificação, 

aspiração ou biópsia, para visualização microscópica. Nas infecções por L. (V.) 

braziliensis a probabilidade de encontro do parasito está em torno de 100% nos 
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dois primeiros meses de evolução da lesão cutânea, 75% aos seis meses e 20% 

acima dos 12 meses (Gontijo e Carvalho, 2003). O exame indireto consiste no 

isolamento do parasito por meio do cultivo in vitro entre 24ºC e 26ºC ou por 

inoculação do material coletado da lesão em animais de experimentação 

(Walton et al., 1977; Shaw e Lainson, 1981; Oliveira et al., 2010). Esse método 

pode apresentar algumas limitações, como a dificuldade de manter o parasito in 

vitro e também o tempo necessário para o seu crescimento (três a dez dias) 

(Gontijo e Carvalho, 2003; Oliveira et al., 2010). 

 A análise histopatológica (AH) permite um diagnóstico confirmatório para 

a LTA, ele possui uma sensibilidade de cerca de 70%. É realizado, mediante 

biópsia das lesões e preparo de cortes histológicos para coloração com 

hematoxina e eosina e para imuno-histoquímica para identificar as amastigotas 

(Andrade-Narvaez et al., 2005; Duarte e Rochael, 2006; Oliveira et al., 2010). 

 Também têm sido usados no diagnóstico de leishmaniose, os métodos 

moleculares, que empregam a reação em cadeia da polimerase (PCR, 

polymerase chain reaction), que apresentam elevada sensibilidade 98% e 

especificidade 100%. Eles permitem a identificação da espécie dos parasitos, o 

que é relevante do ponto de vista epidemiológico e terapêutico. A principal 

desvantagem das técnicas moleculares é a necessidade de equipamentos mais 

sofisticados e técnicos treinados (Foulet et al., 2007; Shahbazi et al., 2008; 

Hajjaran et al., 2011).  

 Dentre os métodos imunológicos, a IDRM e os testes sorológicos, 

Imunofluorescência Indireta (IFI) são os mais utilizados (Vidigal et al., 2008). A 

IDRM é baseada na mensuração da resposta de hipersensibilidade tardia após 

injeção de antígenos de Leishmania na pele. É segura e especialmente valiosa 

nas áreas de prevalência de L. (V.) braziliensis. Esse teste pode ser negativo 

nos primeiros meses após o surgimento da lesão cutânea, em geral, é mais 

exacerbada na LM. É de fácil execução, porém nem sempre o paciente retorna 

ao serviço de saúde em 48 ou 72 horas para a leitura do resultado (Gontijo e De 

Carvalho, 2003; Vidigal et al., 2008).  

 O diagnóstico sorológico específico é baseado na presença de uma 

resposta imune humoral específica (Elmahallawy, et al., 2014). Testes 

sorológicos têm sido empregados no diagnóstico e em inquéritos 

epidemiológicos (Gutierrez et al., 1991). No diagnóstico da LTA, a IFI para 
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detectar anticorpos IgE anti - Leishmania sp, é o teste recomendado pelo 

Ministério da Saúde, desde que associado a IDRM e/ou testes parasitológicos, 

visto que ocorre reação cruzada com outras doenças como LV e Doença de 

Chagas. Sua sensibilidade é em torno de 50% a 70% (Mendonça et al., 1988; 

Brito et al., 2000). Na LTA, a IFI apresenta resultados variáveis, não havendo 

correlação entre os níveis de anticorpos circulantes e o estágio da doença (Reis 

et al., 2008). Possui desvantagens, tais como a dificuldade de realização em 

grande escala, dependência de profissionais treinados para sua realização, 

necessidade do uso de microscópio de fluorescência e não é automatizado 

(Tavares et al., 2003; Brasil, 2007). 

 O teste de ELISA para diagnóstico sorológico, pode ser automatizado e 

utilizado em grande escala, permite avaliar a resposta imune humoral e pode 

predizer ausência ou eficácia de resposta à terapêutica (Gontijo e Carvalho, 

2003; Veja - Lopés, 2003). Na pesquisa de Barroso - Freitas et al., (2009), o 

ELISA utilizando L. (V.) braziliensis como antígeno apresentou sensibilidade de 

75,6% e especificidade de 100,0% em pacientes com LCL e LM. 

 O sucesso do tratamento das leishmanioses depende do nível de 

desenvolvimento da infecção, da suscetibilidade do hospedeiro, da virulência da 

espécie infectante e da precocidade do diagnóstico. Foi preconizado pela OMS o 

antimonial pentavalente como fármaco de primeira escolha, na dose entre 10 a 

20 mg/ Sb+5 Kg/dia por 20 a 30 dias. No Brasil, na rede pública, é distribuído 

gratuitamente pelo Ministério da Saúde o antimoniato Glucantime (N – metil -

glucamina), este deve ser usado com cautela e com monitoramento, pois 

apresenta potencial de toxicidade cardíaca, pancreática, hepática e renal. Outros 

fármacos como estibugloconato de pentamidina e anfotericina B podem ser 

usadas em paciente gestantes, porém contraindicado em paciente cardiopata e 

nefropata (Brasil, 2010).  

 

 
1.3 Resposta Imune da LTA 
 
 
 Inicialmente, o estudo da resposta imune a Leishmania foi observado em 

modelo murino de infecção por L. major. Foi demonstrado que a infecção de 

camundongos da linhagem C57BL/6 causa lesão localizada que cura após 
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algumas semanas. Esta resolução da infecção é associada ao desenvolvimento 

de linfócitos T CD4+ auxiliares do tipo 1 (Th1, T helper), produtoras de interferon 

gama (IFN) e fator de necrose tumoral (TNF, tumor necrosis factor), que são 

citocinas ativadoras de macrófagos. Em contraste, a suscetibilidade à infecção 

foi observada em camundongos da linhagem BALB/c, os quais desenvolvem 

lesões persistentes, progressivas e pode ocorrer a disseminação dos parasitos 

para os órgãos viscerais. A falta de controle da infecção é associada ao 

desenvolvimento de linfócitos T CD4+ auxiliares do tipo 2 (Th2), produtores de 

Interleucina 4 e 13 (IL - 4, IL - 13), que inibem a ativação dos macrófagos pelo 

IFN (Heinzel et al., 1989; Scott e Scharton, 1994; Scott, 1998; Bogda et al., 

2000; Sacks e Noben - Trauth, 2002). 

 No homem, as características do parasito e da resposta imune do 

hospedeiro parecem definir o amplo espectro clínico da infecção causada por 

Leishmania, porém, independente de qual seja a espécie envolvida, a cura 

clínica é obtida após a indução de uma eficiente resposta imune celular.  

Geralmente os pacientes com LCL apresentam resposta imune celular contra 

Leishmania, avaliada por intradermorreação, bem como resposta imune 

humoral. Na fase ativa da LCL, há predominância de células T CD4+ com 

produção tanto de citocinas do tipo Th1 quanto do tipo Th2 (IFN- e IL-4) (Convit 

et al., 1993). Na LD há predomínio de uma resposta Th2 com elevados níveis de 

IL-4, IL-5 e IL-10 e ausência de interferon gama (IFN-) e baixa produção de 

fator de necrose tumoral alfa (TNF - α) (Silveira et al., 2009).  

 Convit et al., (1993) demonstraram que existe uma forte resposta imune 

celular na LM que pode contribuir para a cura clínica, mas também contribui para 

lesão tecidual, ocorrendo uma resposta na IDRM mais forte do que a de 

pacientes com LCL e ocorrendo uma mistura de respostas de linfócitos Th1 e 

Th2, com elevados níveis de interleucina 2, 5 (IL-2, IL-5), IFN- e TNF, 

acarretando a não resolução da doença. De acordo com Gaze et al., (2006), 

pacientes com LM apresentam níveis mais elevados de citocinas inflamatórias 

(TNF e IFN-) e níveis mais baixos de IL-10 quando comparados com pacientes 

com lesões cutâneas.  

Os pacientes com LTA desenvolvem uma resposta imune humoral 

desde a fase inicial da enfermidade, que se mantém durante o curso da infecção 
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e diminui após a eliminação da maioria dos parasitos (Walton et al., 1972). Os 

títulos de anticorpos são mais elevados na LD, sendo seguidos em magnitude 

pelos dos pacientes com LM e com LCL, que apresentam cargas parasitárias 

mais baixas. Níveis elevados de anticorpos estão associados com respostas não 

protetoras e com a gravidade da doença (Bryceson, 1970; Coutinho et al., 1998).  

 Estudos mostram que nas formas clínicas LCL e LMC, a predominância 

de isotipos imunoglobulina G 1, 2 e 3 (IgG1, IgG2 e IgG3) têm sido associadas à 

resposta do tipo Th1; já o perfil Th2 tem sido relacionado com a LD, com 

presença de imunoglobulina G 4 (IgG4) (Rodriguez et al., 1996; Souza et al., 

2005). Pacientes com um maior tempo de evolução da doença apresentam altos 

níveis de IgE e em pacientes com a forma LMC, os níveis de imunoglobulina A 

(IgA) se mostram aumentados (O’Neil et al., 1993).  

Bird et al., (1984) mostram em seu estudo que polissacarídeos induzem 

respostas com imunoglobulina G2 (IgG2), enquanto antígenos proteicos 

induzem predominantemente imunoglobulina G1 (IgG1) e imunoglobulina G3 

(IgG3) e não induzem IgG2. Sabe-se que a produção de imunoglobulina G4 

(IgG4) ocorre em infecções de longa duração sob estímulo por antígenos 

proteicos. Em indivíduos sadios, as proporções dessas subclasses são 

relativamente constantes (IgG1 = 60 – 70%, IgG2 = 20 – 30%, IgG3 = 6 – 9% e 

IgG4 = 2 – 3%) (French e Harrison, 1984), porém as concentrações e a forma 

como essas subclasses são reguladas durante a leishmaniose não são bem 

conhecidas (Solano - Gallego et al., 2001). 

No homem, um importante aspecto dos estudos sorológicos para o 

conhecimento da LTA se desenvolveu a partir da associação entre a presença 

de uma resposta Th1 e Th2 e as classes e subclasses predominantes de 

imunoglobulinas específicas para Leishmania, durante o curso da infecção (El 

Amin et al., 1986; Rodriguez et al., 1996; Anam et al., 1999; Da Matta et al., 

2000). Citocinas produzidas por linfócitos Th2 induzem os linfócitos B a 

produzirem classes e subclasses de imunoglobulinas deficientes na ativação do 

sistema complemento e induzem a produção de imunoglobulina E (IgE), que se 

liga a mastócitos podendo levar à indução de hipersensibilidade do tipo imediata. 

A IL-4 induz mudança de classe de imunoglobulina M (IgM) para IgG4 e IgE, 

enquanto a IL-5, de IgM para imunoglobulina A (IgA), e a interleucina 10 (IL - 

10), de IgM  para IgG3 (Finkelman et al., 1988). 
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Anam et al., (1999), estudando pacientes com Leishmaniose Visceral 

(LV), observaram que pacientes refratários ao tratamento com antimonial 

pentavalente apresentavam níveis elevados de IgG específica para Leishmania 

(principalmente as subclasses IgG3 e IgG4) e de IgE específica, em relação aos 

indivíduos que obtiveram cura clínica. Os pacientes que obtiveram sucesso com 

o esquema terapêutico apresentavam diminuição das concentraçães séricas de 

anticorpos, seguindo a ordem: IgE>IgG>IgM>IgA e quanto às subclasses de IgG 

observou-se diminuição: IgG4>IgG1>IgG3>IgG2. Este estudo relata uma 

significante diminuição de IgG4 nos pacientes que apresentam cura clínica e 

sugere que a queda de IgG4 possa ser utilizada como um marcador de cura.  

 Estudos realizados por Da Matta et al., (2000) relatam que pacientes 

com LV refratários ao tratamento com antimonial e que foram submetidos ao 

tratamento com anfotericina B obtiveram cura clínica e apresentaram redução de 

anticorpos seguindo a ordem: IgE>IgM>IgG>IgA e IgG1>IgG4>IgG3>IgG2. Os 

pacientes não responsivos a nenhum destes esquemas terapêuticos, 

apresentaram níveis variados de IgG, IgA, IgG2 e IgG3 e respostas 

significantemente elevadas de IgG1, IgG4 e IgE. Sugeriu-se que a manutenção 

dos níveis elevados de IgG1 poderia ser um possível marcador de resistência ao 

tratamento nestes pacientes, conjuntamente com os níveis de IgE, IgM e IgG4 

(Anam et al., 1999). Níveis elevados de subclasses de IgG específica, em 

pacientes com LV, têm sido reportados em pacientes na Somália, Sudão e na 

Venezuela, sendo que nos soros dos pacientes da Somália houve um 

predomínio de IgG1 na doença ativa (El Amin et al., 1986; Shiddo et al., 1996; 

Chatterjee et al., 1998; Elassad et al., 1994). Nos soros de pacientes Sudaneses 

observou - se uma concentração elevada de IgG3 e IgG4 na fase ativa e a cura 

clínica foi correlacionada com o decréscimo de IgG3. Essas discrepâncias de 

resultados dos diferentes trabalhos estão relacionadas provavelmente com as 

variações étnicas e com os diferentes genótipos dos parasitos (Elassad et al., 

1994). 

Existem poucos trabalhos em pacientes com LTA, associando as 

subclasses de imunoglobulinas séricas predominantes às formas clínicas da 

doença e a evolução clínica após o tratamento. Esses estudos indicam que os 

pacientes com LCL apresentam concentrações de IgG1, IgG2 e IgG3 superiores 

às concentrações de IgG4. Enquanto nas formas mais graves existe uma 
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elevação de IgG1 (LM) e de IgG4 (LD) (Labrada et al., 1989; Ulrich et al., 1995; 

Rodriguez et al., 1996; Pedras et al., 2001). 

Os mecanismos imunológicos que modulam a produção das classes e 

subclasses de imunoglobulinas durante a leishmaniose não são bem 

conhecidos, mas é sabido que as citocinas presentes no microambiente são 

fundamentais neste processo. De forma geral, as respostas Th2, IL - 4 e IgG4 

têm sido associadas com a suscetibilidade e as respostas Th1, IFN -   e IgG2, 

com a proteção, na LV (El Amin et al., 1986; Gascan et al., 1991; Elassad et al., 

1994). A estimulação de IgM, IgE e IgG4 nesta doença está associada com uma 

resposta Th2 e aumento de suscetibilidade (Elassad et al., 1994; Chatterjee et 

al., 1998; Passos et al., 2000). A persistência de IgM, IgE e IgG4 específicas 

para Leishmania, após a terapia, estão correlacionadas com a persistência da 

LV e a resolução da infecção corresponde a um declínio significante de IgE e 

IgG4 (Chatterjee et al., 1998; Passos et al., 2000).  

Em um estudo realizado por Nunes (2001) em 34 pacientes com LCL e 

em 20 pacientes com LM foi observada uma elevação dos níveis séricos de 

IgG1 e IgG4 específicas para antígenos de promastigotas de Leishmania e de 

IgE total na maioria dos indivíduos estudados. Estes pacientes apresentavam 

um perfil de citocinas, de classes e subclasses de imunoglobulinas associadas à 

resposta celular de perfil misto (Th1/Th2), o que poderia estaria relacionado com 

a persistência da infecção em alguns desses pacientes.  

  

 

1.4 IgE na LTA 

 

 A produção de anticorpo IgE, geralmente está associada com infecções 

helmínticas e alergias, mas também tem sido detectada em infecções com 

microrganismos intracelulares. Os anticorpos IgE são produzidos na resposta 

imune Th2 e a presença destes tem sido utilizada como marcador de diagnóstico 

ou prognóstico em doença como toxoplasmose, malária e LV (Wong et al.,1993; 

Perlamann et al., 1997; Atta et al.,1998; Sousa - Atta et al., 2002).  

 

 A IgE é o isótipo que contém a cadeia pesada ε, e de todos os isótipos de 

Ig, a IgE é o mais eficiente na ligação aos receptores Fc dos mastócitos e na 
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ativação dessas células (Abbas et al., 2012). A IgE desenvolve sua função 

biológica após a fixação ao receptor de alta afinidade (FcɛRI) em mastócitos, 

basófilos e células de Langerhans. A presença de anticorpos IgE em pacientes 

com LCL pode ser interpretada como um mecanismo de proteção para impedir a 

infecção cutânea e para modular a resposta inflamatória da pele mediada por 

citocinas dos linfócitos do tipo Th1 (Sousa - Atta et al., 2002).   

 Vouldoukis et al., (1995) demonstraram que a ligação de CD23, em 

macrófagos humanos é um indutor forte de óxido nítrico (NO), impedindo o 

crescimento de Leishmania. Durante a ativação de macrófagos, o CD23 é 

clivado por proteólise e eliminado da célula como uma forma solúvel (sCD23). O 

receptor CD23 é também relacionado com a captação e apresentação de 

antígenos. No estudo de Cabrera et al., (2003) foi analisado a relação entre 

sCD23, NO e IgE total em pacientes com LCL, a fim de compreender o papel da 

IgE, CD23 e fatores pró-inflamatórios na proteção ou patogênese desses 

pacientes. Foi demonstrado que essa relação tende a eliminar ou levar a 

cronicidade da doença, isso dependendo das citocinas locais e outros fatores 

indefinidos.  

No estudo de Rodrigues et al., (1996) em pacientes com LCL, foi 

observado um padrão misto Th1 e Th2 de resposta, e também detecção de 

anticorpos IgE. Souza et al., (2005) em pacientes nos estágios iniciais de LCL, 

demonstraram maior produção de IL - 10 em detrimento de IFN-, ocorrendo 

troca deste perfil ao longo da evolução da doença, onde citocinas 

proinflamatórias passam a ser predominantes. Por outro lado, em pacientes com 

LM há uma mistura de perfil de resposta Th1 e Th2, antes e após o tratamento 

(Amato et al., 2008). Na pesquisa de O’Neil et al., (1993), eles relataram que 

pacientes com um maior tempo de evolução da doença e em pacientes com a 

forma LM, os níveis de IgE eram mais altos.  

Estudos feitos por Lynch et al., (1982) relatam que os indivíduos com 

LTA que produzem IgE durante a infecção tendem a não responder ao teste 

intradérmico de Montenegro e que esses indivíduos não reatores mesmo após 

tratamento, têm mais chances de não obter a cura clínica ou de sofrerem 

recidivas. 

 Esses dados demonstram a complexidade da resposta imune humoral em 

pacientes com LTA, se a presença de IgE pode constituir um bom ou mal 
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prognóstico, mais investigações se fazem necessárias para definir o seu papel 

na LTA, tanto na forma LCL quanto na LM.  
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2 JUSTIFICATIVA 

A análise de anticorpos anti - Leishmania permite avaliar o curso evolutivo 

da infecção, e pode fornecer dados sobre as características da resposta imune. 

Variados perfis e níveis de imunoglobulinas específicas para Leishmania têm 

sido detectados em pacientes com LTA ou LV, parecendo refletir não só a carga 

parasitária, mas também a espécie envolvida, o tempo de infecção e fatores 

intrínsecos do próprio hospedeiro (Gutierrez et al., 1991). A avaliação de IgE nos 

plasmas de pacientes pode constituir uma alternativa valiosa para identificar um 

fator de prognóstico da LTA.  

A caracterização das manifestações clínicas dos pacientes com LTA, bem 

como a elaboração de prognósticos precisos e terapia adequada são 

necessários para evitar a progressão da doença e o aparecimento de novas 

lesões (Bacha et al., 2011). Este trabalho é de grande importância, pois tem 

como objetivo avaliar se anticorpos IgE anti - Leishmania podem ser um 

biomarcador de prognóstico, contribuindo com informações que poderão auxiliar 

em um melhor entendimento da imunopatogênese e no acompanhamento do 

tratamento dos pacientes com LTA em suas diversas formas clínicas. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 
 

 Avaliar se anticorpos IgE anti - Leishmania podem ser um biomarcador de 

prognóstico na LTA. 

 
3.2 Objetivos Específicos  

 

 Padronizar um Ensaio Imunoenzimático para detecção de IgE específica 

para L. (V.) braziliensis. 

 Detectar anticorpos IgE específicos para L. (V.) braziliensis em amostras 

plasmáticas de pacientes com diferentes formas clínicas de LTA e associar com 

parâmetros clínicos e tratamento. 
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4 MÉTODOS 

4.1 Local do estudo e aspectos éticos 
 

 Este estudo foi realizado, no laboratório de Imunobiologia das 

leishmanioses do Departamento de Microbiologia, Imunologia, Parasitologia e 

Patologia do Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública da Universidade 

Federal de Goiás (IPTSP – UFG). Este projeto é associado ao Banco 

Imunológico de Leishmanioses da Região Centro-Oeste (Leishbank) e projetos 

associados, com protocolos aprovados pelo Comitê de Ética e Pesquisa 

Humana e Animal do Hospital das Clínicas (HC – UFG), Proc. Nº 125/2004 

(ANEXO 1). O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO 2) foi 

assinado pelos doadores de sangue. 

 

4.2 Amostragem 
 

 As amostras de plasmas (n = 40) utilizadas para este estudo 

retrospectivo, foram de pacientes atendidos no ambulatório do Centro de 

referência de leishmanioses do Estado de Goiás, no Hospital de Doenças 

Tropicais Dr. Anuar Auad (HDT/HAA), no período de 2009 a 2012, sob a 

coordenação da infectologista Drª Ledice Inácia Araújo Pereira, estocadas na 

soroteca do Leishbank. As amostras de controle sadios (n = 20) foram obtidas 

do Banco de Sangue do Instituto Goiano de Oncologia e Hematologia (INGOH). 

Foram incluídos na pesquisa pacientes que confirmaram o diagnóstico de LTA, 

após realizações de exames clínicos e pelo menos dois exames laboratoriais 

positivos como Intradermoreação de Montenegro (IDRM), reação de 

imunofluorescência Indireta (IFI), análise histopatologica (AH) com detecção de 

formas amastigotas confirmada por imunoistoquímica. No presente trabalho 

também foram utilizadas 50 amostras de soros de pacientes com outras 

doenças (Bastomicose, Malária, Leishmaniose Visceral, Doença de Chagas e 

Toxoplasmose).  
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4.3 Preparação do extrato antigênico de L. (V.) braziliensis para execução 

dos ensaios imunoenzimáticos (ELISA) 

 

 Parasitos da espécie L. (V.) braziliensis foram cultivados in vitro em meio 

Grace completo (Grace’s Insect Medium, Sigma Chemical Co., St Louis, MD, 

EUA), pH 5,8, suplementado com 20% de Soro Fetal Bovino (SFB, Cripion, 

Andradina, SP, Brasil) inativado, 2 mM de L - glutamina (Sigma), 100 U/ml de 

penicilina (Sigma) e 100 µg/mL de estreptomicina (Sigma). As culturas foram 

mantidas em estufa à 26º C e o repique dos parasitos, realizado  

periodicamente. Na fase exponencial, os parasitos foram lavados três vezes e 

ressuspensos em 1 mL de PBS (salina tamponada com fosfato). Os parasitos 

foram contados em hematocitômetro, ajustados em PBS para uma concentração 

de 5 X108 parasitos/mL e armazenados a - 120ºC (nitrogênio líquido). Para a 

sensibilização das placas de ELISA (Corning Incorporated, Costar 3590), os 

parasitos eram, então descongelados e submetidos a cinco séries consecutivas 

de congelamento em nitrogênio líquido e descongelamento em banho Maria a 

37ºC, para romper os parasitos e liberar as proteínas antigênicas. Para evitar 

degradações proteolíticas durante a preparação e a utilização do antígeno, foi 

utilizado um coquetel de inibidores de proteases (Sigma). 

 

4.4 Avaliação do reconhecimento do extrato antigênico de L. (V.) 

braziliensis por anticorpos IgE e IgG de pacientes com LTA 

 

Inicialmente, foi realizada a padronização da reação para detecção de 

anticorpos da classe IgE específicos para Leishmania, utilizando anticorpos anti 

- IgE marcados com peroxidase (Sigma). Foram utilizadas três amostras de 

plasma controles positivos e duas amostras de plasma controles negativos, 

estocadas na soroteca do Leishbank. Os plasmas controles positivos e 

negativos foram testados nas diluições 1/10, 1/20, 1/50 e 1/100 e o conjugado 

(anti - IgE marcado com peroxidase) nas diluições 1/100/ 1/250, 1/500 e 1/1000. 

As placas de ELISA foram sensibilizadas com 50 µL/poço da solução de extrato 

antigênico de L. (V.) braziliensis (5 X106 parasitos/poço) em tampão carbonato-

bicarbonato de sódio 0,06 M. Após 18 horas de incubação, as placas foram 

bloqueadas com PBS contendo 3 % de leite desnatado em pó, durante 2 horas. 
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Em seguida, as amostras foram adicionadas nas diluições de plasma 1/10, 1/20, 

1/50 e 1/100 em solução bloqueio e incubadas a 4oC, por 2 horas. As placas 

foram lavadas com solução PBS Tween, o anticorpo anti – IgE - peroxidase nas 

diluições de 1/100, 1/250, 1/500 e 1/1000 foi adicionado em solução de bloqueio 

e após incubação por 1 hora, as placas foram lavadas. Em seguida, foi 

adicionada a solução de TMB (Thermo scientific) reveladora, seguida de 

incubação por 20 minutos e a reação foi interrompida com H2SO4 2 N. A 

mensuração da Densidade Óptica foi feita em leitora de ELISA, com filtro de 450 

nm. Após análise estatística, foi definido que a concentração de plasma e de 

conjugado que melhor discriminava os controles positivos dos controles 

negativos era 1/20 e 1/100, (r2 > 0,9). Em seguida, foi realizado o ELISA com 40 

amostras de plasma na diluição de 1/20 e o conjugado foi diluído a 1/100.  

Para detecção dos níveis séricos de imunoglobulinas G (IgG) específicas 

para extrato total de L. (V.) braziliensis, placas de ELISA foram sensibilizadas 

com 50 µL da solução total de L. (V.) braziliensis (5 x 106 parasitos/poço) em 

tampão carbonato-bicarbonato de sódio 0,06 M. Após incubação de 16 horas a 

4ºC, as placas foram bloqueadas com PBS contendo soro fetal bovino (SFB) a 

2,5% (PBS/SFB); em seguida, foram adicionados os plasmas dos pacientes       

(n = 40) diluídos 1/50 em PBS - SFB 1%. Após incubação de 1 hora a 37ºC, as 

placas foram lavadas com solução PBS Tween 0,05%. Em seguida, foi 

adicionado conjugado anti-IgG total humana marcado com peroxidase (Bio - 

Rad) diluído em PBS-SFB 1% (1/2000) e após incubação de 1h a 37ºC, as 

placas foram lavadas com PBS-T20. A reação foi revelada com solução de TMB 

e a reação foi interrompida com H2SO4 2 N. A mensuração da Densidade Óptica 

foi feita em leitora de ELISA, com filtro de 450 nm. 

 

 

4.5  Análise estatística 

 

 Os dados do ELISA estão expressos em Índice de Reatividade (IR), que 

foi calculado pela fórmula IR = média dos valores da D.O. de cada amostra (em 

duplicata) / cut off, onde o cut off da placa foi estabelecido pela média da D.O. 

de seis amostras negativas (em duplicata) mais um desvio padrão. Amostras ≥ 

1,0 foram consideradas positivas. Os resultados foram avaliados pelo programa 
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estatístico Prisma. Os dados foram compilados em planilhas no Microsoft® Office 

Excel ® 2013. Para comparação entre variáveis contínuas (médias de idade) 

com distribuição normal foi utilizado o Teste t, médias e medianas com 

distribuição não normal (medianas); foram comparadas utilizando o Teste Mann-

Whitney; as variáveis categóricas foram analisadas pelo Teste Exato de Fischer. 

Foi considerado para todos os testes um nível de significância p < 0,05.  
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5 RESULTADOS 

5.1. Padronização do ensaio imunoenzimático (ELISA) utilizando extrato 

antigênico de L. (V.) braziliensis para detecção de IgE específica nos 

plasmas de pacientes com LTA.  

Inicialmente, foi feita a padronização do ELISA para detecção de 

anticorpos IgE específicos para o extrato antigênico de L. (V.) braziliensis. 

Foram utilizadas três amostras de plasma controles positivas e duas amostras 

controles negativas, nas diluições de 1/10, 1/20, 1/50 e 1/100 e o anticorpo anti –

IgE - peroxidase, nas diluições de 1/100, 1/250. Observando as figuras 3 e 4 

verificamos que o plasma na diluição de 1/20 e anticorpo anti - IgE marcado com 

peroxidase na concentração de 1/100, permitiram a melhor discriminação entre 

as amostras reagentes e não reagentes (Figura 4).  

0
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Figura 3. Ensaio imunoenzimático para detecção de IgE específica para L.(V.) 

braziliensis (conjugado utilizado na diluição de 1/250). P1, P2 e P3: plasmas 

controles positivos de pacientes com LTA; N1 e N2: controles negativos, plasmas de 

doadores sadios nas diluições de 1/10, 1/20, 1/50 e 1/100. 
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Figura 4. Ensaio imunoenzimático para detecção de IgE específica para L.(V.) 

braziliensis (conjugado utilizado na diluição de 1/100). P1, P2 e P3: plasma controle 

positivo de pacientes com LTA; N1 e N2: controles negativos, plasma de doadores 

sadios nas diluições de 1/10, 1/20, 1/50 e 1/100. 

 

5.2 Características dos pacientes com LTA atendidos no ambulatório de 

endemias do hospital Anuar Auad do estado de Goiás  

  Para avaliar a produção de IgE especifico para L.(V.) braziliensis nos 

pacientes com LTA, foram avaliados 40 pacientes com as formas clínicas LCL e 

LM, atendidos no ambulatório de endemias do Hospital Anuar Auad (HDT/GO) 

na cidade de Goiânia, estado de Goiás, entre 2009 e 2012. Destes pacientes, 27 

eram do sexo masculino e 13 do sexo feminino. A idade dos pacientes na forma 

clínica LCL variou entre 18 a 65 anos (média ± DP: 36,3 ± 14,8) e na forma 

clínica LM de 25 a 61 anos (média ± DP: 42,8 ± 10,4). Os pacientes com a forma 

clínica LCL apresentavam de uma a 20 lesões (mediana: 2), o tamanho das 

lesões variou entre 0,2 a 7 cm (média ± DP: 2,0 ± 1,6). O tempo de lesões dos 

pacientes com a forma clínica LC variou de 0,5 a 12 meses (mediana: 4) e dos 

com a forma clínica LM variou de 0,5 a 120 meses (mediana: 5,5). Para o 

diagnóstico desses pacientes foram utilizados os dados clínicos e laboratoriais. 

Os testes laboratoriais realizados foram análise histopatológica (AH), 

Intradermorreação de Montenegro (IDRM) e Imunofluorescência indireta (IFI). 

Na IDRM, o paciente foi considerado reator quando a enduração foi acima de 5 

mm e a IFI foi considerada positiva quando o título era acima de 40 (Tabela 1). 
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No presente trabalho também, foi realizada a detecção de IgG para               

L.(V.) braziliensis nos 40 pacientes. 

 

Tabela 1 – Características dos pacientes com Leishmaniose Cutânea 
Localizada e Leishmaniose Mucosa 

Características  
 Pacientes  

LCL 
(n = 27) 

Pacientes  
LM 

(n = 13) 

Total 
 

(n = 40) 

Sexo  

     Masculino 21  10 27  

     Feminino 06  03  13  

Idade (anos)  
 

     Média ± DP 36,3 ± 14,8 42,8 ± 10,4 38,9 ± 13,5 

     (mín-máx) (18 – 65) (25 – 61) (18 – 65) 

Número de lesões  
 

     Mediana 2 - 2 

     (mín-máx) (1 – 20) - (1 – 20) 

Tamanho da lesão 
(cm)   

     Média ± DP 2,0 ± 1,6 - 2,0 ± 1,6 

     (mín-máx) (0,2 – 7) - (0,2 – 7) 

Tempo de lesões 
(meses)  

 

     Mediana 4 12 5,5 

     (mín-máx) (0,5 – 12) (0,7 – 120) (0,5 – 120) 

    

Testes Diagnósticos    

     IDRM (positivo)  78,2% (18/23) 100% (10/10) 84,8% (28/33)a 

     AH (positivo) 100% (24/24) 100% (10/10) 100% (34/34)b 

     IFI (reator) 

     ELISA (IgG)                           

52,3% (11/21) 

  60% (24/40) 

60% (6/10) 

27,5% (11/40) 

54,8% (17/31)c 

87,5% (35/40)d 

LCL: leishmaniose cutânea localizada; LM: leishmaniose mucosa. Os valores são média ± 
desvio padrão (mínimo e máximo) e mediana (mínimo e máximo); a IDRM: % positivo/ total 
exames realizados; b AH: % de exames com presença de amastigota/ total de exames 
realizados; c IFI: % reatores/ total exames realizados; dIgG: % reatores/ total de exames 
realizados. 
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5.3 Avaliação do reconhecimento de extrato antigênico de L. (V.) 

braziliensis por anticorpos IgE de pacientes com LTA  

 A sensibilidade da reação foi calculada utilizando 40 amostras de plasma 

de pacientes com as formas clínicas LCL e LM de LTA. Das 40 amostras de 

plasma de pacientes com LTA, 16 (40%) foram reagentes (Figura 5), 

apresentando uma diferença de reatividade (p = 0,0001) com os plasmas de 

controles sadios. A sensibilidade apresentada pelo ELISA foi, portanto, de 40%. 

LTA Controles
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5
*

IR

  

Figura 5. Detecção de anticorpos IgE específicos para antígenos de L. (V.) 
braziliensis no plasma de pacientes com Leishmaniose Tegumentar Americana. 
Amostra positiva para LTA (n = 40) e controles negativas para LTA (n = 20). Os 
anticorpos foram detectados por ELISA. Cada ponto indica o índice de reatividade (IR) 
de cada amostra. IR ≥ 1: soro reagente, IR <1: soro não reagente. (__) Mediana ( - - - ) 
IR. Teste Mann Whitney (p = 0,0001). 
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5.4 Avaliação da especificidade do ELISA utilizando amostras de pacientes 

sadios e de pacientes com outras doenças 

 Para avaliar a especificidade do ELISA utilizamos o extrato total de L. (V.) 

braziliensis na realização da pesquisa de IgE nos soros de pacientes com 

blastomicose (n = 10), malária (n = 10), leishmaniose visceral (n = 10), doença 

de chagas (n = 10), toxoplasmose (n = 10) e soros de pacientes sadios (controle 

negativo) (n = 20). Nessa análise, o extrato total de L. (V.) braziliensis 

apresentou reatividade cruzada apenas com uma amostra de paciente com LV 

(10%) (Figura 6). A especificidade foi de 98,33%.  
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Figura 6. Detecção de anticorpos IgE para antígenos de promastigotas de L. (V.) 
braziliensis em amostras séricas de pacientes sadios e pacientes com outras 
doenças. Amostra de pacientes com Blastomicose Sul Americana (BSA) (n = 10), 
malária (MLR) (n = 10), leishmaniose visceral (LV) (n = 10), Doença de Chagas (DC) (n 
= 10), Toxoplasmose (TX) (n = 10) e pacientes saudáveis de banco de sangue (controle 
negativo) (CNT) (n= 20), foram testados contra os antígenos do extrato total de L.(V.) 
braziliensis. O cut-off foi calculado individual em cada placa e convertido para o índice 
de reatividade (I.R.) onde IR ≥ 1: soro reagente, IR <1: soro não reagente (SNR). As 
linhas sólidas representam as medianas e a linha tracejada o I.R.   
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5.5 Avaliação da detecção de IgE de acordo com a manifestação clínica de 

pacientes com LTA. 

Em seguida, foi realizada avaliação da detecção de IgE nos pacientes 

com diferentes manifestações clínicas de LTA. Na figura 6, observa - se que os 

anticorpos IgE específicos para L. (V.) braziliensis foram detectados em 12 

(30%) dos 27 pacientes com LCL e em quatro (10%) dos 13 pacientes com LM. 

Não foi detectado diferença significante entre os resultados obtidos dos 

pacientes com as formas clínicas LCL e LM (p = 0,5153). 
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Figura 7. Níveis de anticorpos IgE específicos para antígenos de L. (V.) 
braziliensis no plasma de pacientes com as formas clínicas LCL e LM de LTA. 
Plasmas de pacientes com leishmaniose cutânea localizada (LCL) (n = 27) e de 
leishmaniose mucosa (LM) (n = 13). Cada ponto indica o índice de reatividade (IR) de 
cada amostra. IR ≥ 1: reagente, IR <1: não reagente. (__) Mediana ( - - - ) IR. Teste 
Mann Whitney (p = 0,5153). 
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5.6 Avaliação da associação entre os níveis de IgE e da intradermorreação 

de Montenegro 

 Em seguida, foi realizada a avaliação entre os níveis de IgE e da IDRM.  

Dos 16 pacientes reagentes para IgE que realizaram teste de IDRM, nove foram 

positivos e quatro negativos para IDRM; e dos 20 pacientes não reagentes para 

IgE que realizaram o teste de IDRM, 15 pacientes eram positivos e cinco 

negativos na IDRM. Embora tenha sido detectada uma tendência de valores 

mais elevados na IDRM no grupo de pacientes contendo IgE específicas para os 

antígenos de Leishmania, não foi demonstrada diferença significante (Fig. 8A). A 

análise, dividindo os grupos quanto à positividade ou não na IDRM, confirmou 

estes resultados (Fig. 8B). Neste caso, dos 22 pacientes positivos na IDRM que 

foram submetidos à análise de IgE, oito foram reagentes e 14 não foram 

reagentes para IgE; dos seis pacientes com IDRM negativa que realizaram a 

análise de IgE, três eram reagentes e três não reagentes para IgE. 
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Figura 8. Associação entre os níveis de IgE e da intradermorreação de 
Montenegro. A) Pacientes IgE reagentes e IgE não reagentes X IDRM positiva e 
IDRM negativa. Pacientes IgE reagente (R) (n = 16) e pacientes não reagentes (NR) (n 
= 20). IDRM considerada positiva ≥ 5 mm ( - - - -). Teste Mann Whitney (p > 0,05). B) 
Pacientes IDRM positiva e IDRM negativa X IgE reagentes e IgE não reagentes. 
Pacientes IDRM ( + ) (n = 22) e pacientes com IDRM   ( - ) (n = 6). IR <1: não reagente  
( - - - ) IR. Teste Mann Whitney (p = 0,34).  
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5.7 Avaliação da associação entre aspectos clínicos e níveis de IgE nos 

pacientes com LTA 

 Em seguida, foi investigado se havia uma associação entre a reatividade 

de IgE e o número de lesões em pacientes com a forma clínica LCL. Embora 

fosse detectado um maior número de lesões nos pacientes com plasmas não 

reagentes para IgE, não foi observado diferença significante em relação ao 

grupo IgE reagente  (n = 16) (p = 0,30; Fig. 9).  
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Figura 9. Distribuição do número de lesões de pacientes com a forma clínica LCL 
nos pacientes não reagentes para IgE e nos pacientes reagentes para IgE.                    
(__) Mediana. Teste Mann Whitney (p = 0,30). 

 

 Em pacientes com a forma clínica LCL que foram reagentes para IgE, o 

tempo de lesão variou de 0,5 a 10 meses e os não reagentes para IgE, o tempo 

de lesão variou de dois a 12 meses, não sendo observado diferença 

estatisticamente significante entre os grupos (dados não mostrados). Nos 

pacientes com a forma clínica LM, devido ao pequeno número de pacientes 

reagentes para IgE, não foi possível fazer análise de correlação entre os níveis 

de IgE e o tempo de lesão. 
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5.8 Avaliação da associação entre os níveis de IgE e a cura clínica em 

pacientes com LTA  

 Os pacientes com LTA, submetidos ao tratamento, foram analisados 

quanto à cura clínica e a resposta IgE. Dos pacientes com a forma clínica LCL 

que foram reagentes para IgE (n = 12), nove destes pacientes apresentaram 

cura clínica após o primeiro ciclo de tratamento e três não apresentaram cura 

clínica. Entre os pacientes que não foram reagentes para IgE (n = 15), 10 

pacientes mostraram cura clínica após o primeiro ciclo de tratamento e 5 não 

apresentaram a cura clínica. Todos os pacientes com a forma clínica LM que 

foram reagentes para IgE (n = 4) apresentaram cura clínica, enquanto entre os 

pacientes não reagentes para IgE (n = 9), sete pacientes apresentaram a cura 

clínica e dois não. Não foi detectada diferença significante entre os grupos 

(Tabela 2). Dos oito pacientes com a forma clínica LCL que não apresentaram 

cura clínica, três receberam um novo esquema terapêutico e cinco não voltaram 

para seguimento ou acompanhamento, assim como os dois pacientes com a 

forma clínica LM que não apresentaram cura clínica também não voltaram ao 

ambulatório de endemias do Hospital Anuar Auad (HDT/GO).  

 

Tabela 2 – Avaliação do desfecho clínico após tratamento em pacientes 
com LTA IgE reagentes e IgE não reagentes  

 
Forma Clínica 

  
Cura Clínica 

 
Não Cura 

Clínica 

 
Total 
 

 
 

LCL 

IgE reagente 
 

09 03 12 

IgE não reagente 
 

10 05 15 

Total 19 08 27 

 
 

LM 

IgE reagente 
 

04 00 04 

IgE não reagente 
 

07 02 09 
 

Total 10 02 13 

LCL: leishmaniose cutânea localizada; LM: leishmaniose mucosa. Teste Exato de 
Fisher. 
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6 DISCUSSÃO 

A presença de IgE tem sido associada as reações alérgicas e às 

helmintíases e, mais recentemente foi detectada em protozoonoses e infecções 

virais (Nascimento et al., 2006). A análise de anticorpos anti - Leishmania que 

ocorrem durante a infecção são importantes para a determinação da evolução 

ou controle da doença, pois fornecem dados sobre as características de sua 

resposta imune. A infecção por Leishmania normalmente, leva à indução de 

resposta imune complexa, caracterizada tanto por reações mediadas por células 

como pela produção de anticorpos.  

Neste trabalho foi padronizado um ELISA para a detecção de anticorpos 

IgE específicos para extrato total de L. (V.) braziliensis, desde que esta é a 

espécie predominante no Brasil. O ELISA foi escolhido por ser uma técnica, 

altamente sensível (Gontijo e Carvalho, 2003; Veja - Lopés, 2003; Elmahallawy 

et al., 2014). Após escolha da técnica a ser utilizada, foi realizada a sua 

padronização, utilizando extrato antigênico de L. (V.) braziliensis para detecção 

de IgE específica nos plasmas de pacientes com LTA (Fig. 5 e 6). Foi observado 

que a concentração do plasma 1/20 e do conjugado (anticorpo anti - IgE 

marcado com peroxidase) a 1/100 permitiram melhor discriminação entre as 

amostras reagentes e não reagentes (Fig. 5 e 6). 

No estudo de Souza et al., (2005), ao avaliar o perfil de isótipos de 

imunoglobulinas e subclasses de IgG na LTA, observaram que 97%, 94,6%, 

57,5% e 21,5% das amostras testadas apresentaram anticorpos                       

anti - Leishmania das classes IgE, IgG, IgA e IgM, respectivamente e, os perfis 

das subclasses demonstraram, IgG1>IgG3>IgG2>IgG4. Os dados obtidos no 

presente projeto quanto a presença de IgG especifica para antígenos de L. (V.) 

braziliensis corroboram estes trabalhos, uma vez que a reatividade observada foi 

de 87,5% (Tabela 1). Junqueira Pedras et al., (2003) avaliaram a eficiência da 

detecção de IgG e suas subclasses usando antígenos de L. (V.) braziliensis e L. 

(L.) amazonensis para o diagnóstico da LM. Concluíram que a sensibilidade e a 
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especificidade variam amplamente e encontraram níveis de IgG total, IgG1 e 

IgG3 elevados em pacientes com LM e LC.  

Das 40 amostras de pacientes com as formas clínicas LCL e LM de LTA 

atendidos no ambulatório de endemias do Hospital de Doenças Tropicais Dr. 

Anuar Auad (HDT/HAA), 27 pacientes eram do sexo masculino e 13 do feminino, 

e apresentavam idades entre 18 e 65 anos, esses dados estão de acordo com 

os dados do Ministério da saúde, onde a maioria dos casos de LTA no Brasil 

ocorre no sexo masculino (Brasil, 2010). A maioria dos casos ocorre na idade 

adulta, com a média 45 anos, correspondendo o momento mais produtivo da 

vida dos pacientes (Nogueira e Sampaio, 2001; D’Ávila et al., 2004).  

Dos pacientes analisados, 27 apresentavam a forma clínica LCL e 13 a 

forma clínica LM (Tabela 1). Os 27 pacientes com a forma clínica LCL relataram 

ter de uma a 20 lesões. O tamanho das lesões destes pacientes variou de 0,2 a 

7 cm. No estudo de Oliveira et al., (2010) eles mostraram que os pacientes com 

lesões maiores geralmente são mais velhos e apresentam níveis mais elevados 

de TNF, o que indica que existe uma associação positiva entre os níveis de TNF, 

o tamanho da lesão e a idade dos pacientes. Além disso, no estudo de Antonelli 

et al., (2005) eles mostraram que grandes lesões de LCL estavam 

correlacionadas com uma frequência mais alta de linfócitos produtores de 

citocinas inflamatórias (IFN -  e TNF - ) em resposta a antígeno solúvel de 

Leishmania. No presente trabalho o tempo de lesão dos pacientes variou de 0,5 

a 12 meses nos pacientes com a forma clínica LCL e de 0,7 a 120 meses para 

os pacientes com LM. Azulay e Salgado (1966) relataram que a forma clínica 

LCL surge entre 18 dias a três meses após infecções pelo parasito. 

A positividade de IDRM, a reatividade da IFI e no ELISA (IgG total) foi de 

84,8%, 54,8% e 87,5%, respectivamente, nas amostras avaliadas neste 

trabalho. Oliveira et al., (2010) detectaram positividade de 58,8% para a IDRM e 

47,3% para IFI. Uma positividade similar também foi detectada por Ferreira et 

al., (2006), que foi de 64,4% para IDRM, 58,1% para IFI e 85% para o ELISA. 

Neste estudo, todos os pacientes com LM apresentaram, na IDRM, uma 

enduração maior ou igual a 10 mm, confirmando os relatos do  Ministério da 

Saúde, em que os pacientes com LM apresentam uma IDRM exacerbada 

(Brasil, 2009). A IFI apresenta resultados variáveis na LTA e não há correlação 

entre os níveis de anticorpos IgG circulantes e o estágio da doença (Reis et al., 
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2008). Sua sensibilidade é em torno de 50% a 70% ( Mendonça et al., 1988; 

Brito et al., 2000), como detectado no presente trabalho. 

A mensuração dos níveis de anticorpos anti - Leishmania tem sido usada 

como diagnóstico e têm mostrado correlação com a gravidade da doença 

(Castellano et al., 2009). A concentração de anticorpos pode variar de acordo 

com a carga parasitária (Gutierrez et al., 1991), duração da infecção (Pereira et 

al., 2012), espécies de Leishmania e fatores do hospedeiro (Miles et al., 2005). 

Neste estudo a detecção de IgE específica para antígenos de L. (V.) braziliensis 

ocorreu em 16 (40%) dos 40 pacientes analisados, 12 (44,4%) pacientes 

apresentavam a forma clínica LCL e quatro (30,7%) LM, não foi observado 

diferença entre os dois grupos (Fig. 6). Estes dados corroboram o trabalho de 

Sousa - Atta et al., (2002) onde dos 45 pacientes com LCL analisados, em 18 

(40%) foram detectadas IgE anti - Leishmania. Entretanto, no nosso trabalho 

para que fosse possível observar diferenças entre as formas clínicas, o número 

de pacientes com LM deveria ser maior. Anam et al., (1999) demonstraram em 

pacientes com LV, que a pesquisa de IgE apresentou 98% de especificidade 

e 40% de sensibilidade. Estes dados concordam com os obtidos neste 

trabalho (Fig 6 e 7).  

 Para Ndao (2009) a reatividade cruzada observada entre os antígenos de 

leishmânia e soros de pacientes com outras doenças é geralmente causado por 

determinantes antigênicos comuns a esses patógenos. No presente trabalho 

analisamos a especificidade do ELISA utilizando o extrato total de L. (V.) 

braziliensis para a pesquisa de IgE nos plasmas de pacientes com blastomicose, 

malária, leishmaniose visceral, doença de chagas, toxoplasmose e de doadores 

sadios. Foi observada reatividade cruzada apenas com 10% de amostras de 

pacientes com LV, com especificidade foi de 98,33% (Fig. 7).  

  No presente trabalho, foi avaliada a associação entre os níveis de IgE e a 

IDRM, pois a presença da IgE representa uma resposta imune do tipo Th2 que 

pode inibir a resposta imune celular. Por outro lado, também pode ativar 

macrófagos contra os parasitos, impedindo assim o crescimento do parasito 

(Vouldoukis et al., 1995). Observou-se que embora tenha sido detectada uma 

tendência de valores mais elevados na IDRM no grupo de pacientes que 

apresentavam IgE específicas para os antígenos de Leishmania (Fig. 8A e 8B), 
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não foi demonstrada diferença significante em relação aos valores de IDRM dos 

pacientes não reagentes para IgE. Esses resultados aparentemente divergem 

daqueles do trabalho de Souza - Atta et al., (2002), em que demonstraram que a 

IgE anti - Leishmania estava presente na maioria das amostras de pacientes 

com LCL e existia uma correlação positiva entre os níveis de IgE com a IDRM. 

Esta diferença provavelmente se deu devido ao número de amostras reduzido. 

 A IgE desenvolve a sua função biológica após a fixação ao receptor 

(FCɛRI) em mastócitos, basófilos e células de Langerhans, e a presença de 

anticorpos IgE em pacientes com a forma clínica LCL pode ser interpretada 

como um mecanismo de proteção controlando a infecção para impedir a sua 

propagação na derme e para modular a resposta inflamatória da pele mediada 

por citocinas Th1. Em pacientes com a forma clínica LCL, houve uma relação 

inversa entre IgE no soro e no número de úlceras cutâneas de Leishmania 

(Sousa - Atta et al., 2002). No presente trabalho, embora tenha sido detectado 

um maior número de lesões nos pacientes não reagente para IgE, não foi 

atestada diferença significante em relação ao grupo de pacientes IgE reagente 

(Fig. 9). Quanto ao tempo de lesão também não foi observado diferença 

significante em pacientes com LCL e devido ao pequeno número de amostras de 

pacientes com LM reagentes para IgE, não foi possível fazer análise de 

associação entre nível de IgE e o tempo de lesão. 

 Para Fagundes - Silva et al., (2012) na LTA é difícil fazer um prognóstico 

e uma avaliação dos níveis de anticorpos anti - Leishmania é de fundamental 

importância para o acompanhamento clínico pós-terapia. Mendonça et al., 

(1988) relata que após o tratamento a diminuição dos níveis dos anticorpos em 

pacientes com LTA, pode ser uma forma de monitorar a cura pós-terapêutica, 

demonstrando controle da infecção. Sousa - Atta et al., (2002) relataram que a 

queda do título de IgE não estava relacionada com a cura da doença, uma vez 

que houve uma diminuição do mesmo em pacientes em que houve falha 

terapêutica. Em quatro casos em que os títulos de IgE permaneceram elevados 

após a terapia, três apresentaram uma cura completa e um, uma falha. Para 27 

pacientes não tratados com a forma clínica LCL, não reagentes para anticorpos 

IgE antes da terapia, os níveis de anticorpos não se alteraram após o uso do 

antimonial. No presente trabalho, os pacientes submetidos ao tratamento foram 
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analisados quanto à cura ou não cura clínica e a resposta a reatividade de IgE 

ao diagnóstico, não sendo detectada diferença significante entre os grupos que 

foram divididos conforme a forma clínica. Foram oito pacientes com a forma 

clínica LCL que não mostraram cura clínica desses, três receberam um novo 

ciclo de tratamento e cinco não voltaram para fazer novo ciclo de tratamento; 

enquanto os três pacientes com a forma clínica LM, que não tiveram cura clínica, 

também não voltaram. No entanto, não avaliamos o acompanhamento para IgE 

nos pacientes que retornaram. Pereira et al., (2012) relatam que a presença dos 

anticorpos após terapia medicamentosa pode indicar a persistência do parasito, 

sendo um fator preditivo de recorrência da LTA. Segundo Brasil (2006) de 3% a 

5% dos pacientes no Brasil com a forma clínica LCL evoluem para forma clínica 

LM. Mais estudos com um número de pacientes maior são necessários para que 

seja possível determinar se a IgE favorece a infecção ou se é um fator de 

proteção. 

A patogênese do envolvimento da mucosa durante a infecção com L. (V.) 

braziliensis permanece obscuro, mas certamente é dependente de fatores do 

parasito e do hospedeiro (Ellassad et al., 1994; Saravia et al., 1998). No trabalho 

de Cabrera et al., (2003), pacientes com LM apresentaram maior produção de 

sCD23 e NO com níveis significantes de IgE específica. A ligação cruzada de 

CD23 leva à indução da síntese de óxido nítrico (NO) em monócitos humanos. 

Assim uma vez que a IgE se liga a CD23, a IgE pode ser responsável pela 

produção de NO. Geração mediada por CD23 de NO é conhecida por esta 

envolvida na produção de TNF - α, que está aumentada em pacientes com a 

forma clínica LM (Castés et al., 1993). Pacientes com LTA que apresentaram e 

os que não apresentam anticorpos IgE específicos para L. (V.) brasiliensis 

devem ser melhor analisados, com um número maior de amostras, mais estudos 

são necessários para uma melhor avaliação do papel da IgE em pacientes com 

as formas clínicas LCL e LM, assim certificando melhor o seu papel no 

prognóstico.  
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7 CONCLUSÕES 

 Verificamos após padronização do ensaio imunoenzimático (ELISA) 

utilizando extrato antigênico de L. (V.) braziliensis para detecção de IgE 

específica nos plasmas de pacientes com LTA, que o plasma na diluição de 1/20 

e anticorpo anti - IgE marcado com peroxidase na concentração de 1/100, 

permitiram a melhor discriminação entre as amostras reagentes e não 

reagentes. 

 A detecção de IgE específica para L. (V.) braziliensis ocorreu em 40% dos 

pacientes com LTA, 30% dos pacientes com LCL e em 10% dos pacientes com 

LM. 

 Foi investigado se havia uma correlação entre a reatividade de IgE e o 

número de lesões em pacientes com a forma clínica LCL, e não foi observado 

diferença em relação ao grupo IgE reagente.  

 Dos pacientes com LTA submetidos ao tratamento foram analisados 

quanto à cura clínica e a resposta IgE, não sendo detectada diferença entre os 

grupos.  

 Um aumento do número de amostras de pacientes com as formas clínicas 

LCL ou LM é necessário para melhorar a acurácia dos resultados, assim 

podendo avaliar se anticorpos IgE anti - Leishmania podem ser um biomarcador 

de prognóstico na LTA. 
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ANEXO 1 

Parecer do Comitê de Ética 
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ANEXO 2 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido  

 

 


