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Resumo

O presente estudo faz uma retrospecgao histérica do diagnéstico laboratorial da Leishmaniose Tegumentar
Americana. O exame parasitologico direto é realizado a partir de esfregagos de diferentes materiais bioldgicos
como raspados e aspirados de lesao, fixados e corados pelo corante de Giemsa e que, desde 1930 até os dias de
hoje, & utilizado e considerado como padréo ouro. Os testes imunolégicos como a Reagdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) e os testes imunoenzimaticos (ELISA), desenvolvidos nas décadas de 60 e 70, apresentam reagdes
cruzadas ou falsos negativos, comprometendo a sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade dos testes frente
aos baixos titulos de anticorpos observados no inicio e evolugdo da LTA. A intradermorreagdo de Montenegro,
utilizado pela primeira vez por J. Montenegro em 1924, usou extratos de Leishmania brasiliensis mortas. O teste
traduz a resposta de hipersensibilidade tardia, € de grande valor presuntivo, revelando se houve contato anterior do
parasita com o paciente e que envolve um conjunto de fatores que estéo relacionados a resposta humoral. O teste
de Montenegro é de grande utilidade e praticidade, especialmente em pesquisas epidemioldgicas, nos estudos de
incidéncia e prevaléncia, mas deve ser analisado com cautela devido a sua baixa especificidade. AReacado em Cadeia
da Polimerase foi empregada nos anos 80, com resultados inovadores, alta sensibilidade, contudo, em virtude do
elevado custo operacional da época, nao foi adaptada ao diagnéstico de rotina. Atualmente constitui-se o teste de
maior sensibilidade e especificidade, quando comparado aos métodos tradicionais, visto que as técnicas moleculares
ja estdo bem estabelecidas. Apresentam custo beneficio vidvel e ao alcance de muitos laboratérios, permitem além
de detectar o DNA do parasito do género Leishmania, também, identificar a espécie especifica envolvida na infecgao,
contribuindo com estudos epidemioldgicos relevantes para compreensao da transmissao, diagndéstico, tratamento e
controle da doenca.
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Introducao

As teorias sobre a origem e difusdo das leishmanioses evoluiram principalmente durante as eras bacteriolégica
e epidemioldgica. Na metade do século XV, os primeiros microscopios foram construidos e eram utilizados inicialmente
para investigar o mundo dos insetos, possibilitando assim a descoberta de microrganismos e agentes de doengas®® 12,

Essa descoberta refletiu um enorme significado médico-social no mundo todo, passando o homem a crer na
existéncia de agentes etiologicos e ndo simplesmente no paradigma da existéncia do miasma, interferéncia do meio
ambiente e a teoria dos germes.

No Brasil, a histéria parasitologia comeca a partir da criagdo da Sociedade de Medicina e Cirurgia no Rio
de Janeiro (1829) e da Escola Tropicalista Baiana com a investigacdo das doencgas tropicais como a filariose, a
ancilostomiase e a malaria (1866).

Em 1902, com a criagao do Instituto de Manguinhos, posteriormente designado Instituto Oswaldo Cruz, novas
doencgas foram descobertas como a tripanossomiase americana ou doenga de Chagas, febre amarela, peste e as
leishmanioses cutdneo-mucosas.

Em 1908 na Santa Casa de Sao Paulo ja era realizado o diagndstico de numerosos casos de leishmaniose
tegumentar que, na época, recebia varias denominagdes como ulcera de Bauru, ferida brava, ulcera do Noroeste
e outras. Ainda nao se conhecia a etiologia da doencga. Foi quando em 30 de margo de 1909, Adolfo Lindenberg
notificou a descoberta do parasito, identificando o agente causal da Ulcera de Bauru.
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Métodos Parasitologicos

A partir de 1911 muitos pesquisadores dedicaram seus estudos para o isolamento do parasito em meios de
cultivo (in vitro) e em diferentes animais como camundongos, cées, cobaias, macacos e outros (in vivo), inoculando-
os com material contendo Leishmania provenientes de Ulceras de pacientes. Desta forma a microscopia revelou as
formas, uma flagelada, a promastigota observada no tubo digestivo do inseto vetor infectado (Lutzomyia, Diptera,
Psychodidae) e nos meios de cultura, e a forma amastigota que se encontra nos tecidos (macrofagos) dos animais
infectados, inclusive o homem. O exame parasitoldgico direto &, até hoje, utilizado e continua sendo considerado
como o exame gold standart> 8.

Atécnica de coleta desses materiais requer pratica, seja da escarificagdo da lesdo, de aspirados de ganglios
ou biopsias de pele. Estes materiais podem ser distendidos em |&amina, fixados e corados pelo Giemsa ou semeados
em meios de cultivo acelulares ou inoculados em animais susceptiveis.

O exame parasitoldgico direto apresenta especificidade e sensibilidade, entre 60% e 95%, € pratico e de baixo
custo. Entretanto é imprescindivel mencionar que a positividade do método é proporcionalmente inversa ao tempo de
lesdo, ou seja, quanto mais antiga a lesdo os parasitos tornam-se menos abundantes, diminuindo as possibilidades de
encontra-los. Infecgdes secundarias por bactérias e fungos também podem alterar o aspecto da lesédo, prejudicando o
encontro e a visualizagao do parasito. O isolamento da Leishmania em meios de cultivo pode ser feito a partir de materiais
obtidos na lesdo, ganglios e outros tecidos, mas pode ser prejudicado pelos altos indices de contaminagao® 1516,

O método parasitoldgico direto ndo permite a identificacao e caracterizagdo da espécie de Leishmania envolvida
na infecgdo, pois morfologicamente elas sdo semelhantes e é importante mencionar que, em determinadas regides,
existem duas ou mais espécies circulando simultaneamente, que diferem entre si quanto a forma clinica da doenga
€ a resposta terapéutica.

Métodos Imunoldgicos

A reacéo intradérmica de Montenegro foi introduzida na pratica médica com a finalidade de auxiliar no
diagnostico da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)"35. O teste foi utilizado no diagnéstico da LTA pela primeira
vez por J. Montenegro em 1924, mas so foram publicados em 1926. Montenegro usou extratos alcalinos de Leishmania
brasiliensis; mais tarde, verificou-se que os extratos continham particulas do parasito, desta forma, passaram a ser
usadas suspensdes de Leishmania mortas e, mais recentemente, quebradas por meio de ultrassom™ % 8. O teste de
Montenegro traduz a resposta de hipersensibilidade retardada, de grande valor presuntivo, sendo positivo em torno
de 95% dos casos de LTA, porém, pode apresentar-se negativo nos quatro meses apos o inicio da lesdo cutanea;
assim como na Leishmaniose Visceral, na forma cutanea-difusa da LTA e em pacientes imunodeprimidos?: 8 °.

O teste de Montenegro ¢ altamente sensivel (100%), mas apresenta baixa especificidade (60%). Pacientes
podem apresentar sensibilidade a solucao salina fenolada, utilizada como solvente e conservante no preparo do
antigeno® '3, Além disso, pacientes que vivem em regides endémicas, ou ja tiveram a doenga e foram tratados, podem
apresentar 97% a 100% de positividade® '°.

De Lima Barros et al. observaram reagéo cruzada nos casos de infecgdo e/ou coinfecgéo por esporotricose,
justificando, também, a necessidade da utilizagdo de mais de um método diagnéstico. Portanto, o valor diagnéstico
do teste de Montenegro ¢ limitado principalmente em pacientes de regiao endémica. Devido a esses fatores de
interferéncia, recomenda-se muita cautela na interpretagdo dos resultados, visto que € um teste muito solicitado.

Os testes soroldgicos como a Reagao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e os testes imunoenzimaticos
(ELISA) desenvolvidos nas décadas de 60 e 70, apresentam reagdes cruzadas, comprometendo a sensibilidade,
especificidade e reprodutibilidade dos testes frente aos baixos titulos de anticorpos observados no inicio e
desenvolvimento da LTA' 7-8, Entretanto, estudos utilizando variagdes e combinagdes antigénicas tém despertado
grandes expectativas quando utilizados para comparagéo de titulos de anticorpos, antes, durante e apds o tratamento,
auxiliando no controle da resposta terapéutica e cura da doenca.
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Consideragées Finais

Os testes tradicionais ndo devem ser abolidos, pois compreendem técnicas de facil execugao, baixo custo e
que apresentam bons resultados, considerando as diferentes fases da doencga.

Tanto o teste de Montenegro quanto ao exame direto, quando positivos, ndo permitem que seja identificada
qual a espécie/especifica de Leishmania envolvida na infecgdo, para tanto € necessario que se realize métodos
moleculares (PCR e outros) fazendo a extragdo de DNA da cepa isolada, por meio de cultivo ou do préprio material
bioldgico bruto (fragmentos de pele , aspirados de leséo ou de linfonodo).

Aidentificacdo das espécies de Leishmania circulantes nas regides endémicas pode contribuir com os estudos
relacionados a epidemiologia da doenga, envolvendo: reservatorios, vetores responsaveis pela transmissao, formas
clinicas apresentadas, resposta terapéutica e, principalmente, a possibilidade de producao de antigenos especificos, para
melhorar a especificidade e a sensibilidade dos testes imunoldgicos para o diagnéstico, controle do tratamento da LTA.
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