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RESUNO

No presentc trabzlho investigou-se o envolvamento da
mucosa do 1ntestino delgado na leishmaniose visceral humana,
em vinte criangas com calazar.

Foram analisados 21 fragmentos de mucosz Jejunal
obtioos atraves do bidpsia peroral. As alteragcoes morfoldégicas
foram classificadas segundo os critérios de Shenk & Klipstein
(1968) , modificados por Goldgar & Vanderhoof (1986) .
Verificou—se a frequéncia e a intensidade do parasitismo de
células da mucosa por leishmidnias. As alteragdes morfolegicas
foram correlacionadas com a intensidade do parasitismo, e
comparadas as observadas em criangas com diarréia crénica
associada a desnutricdo e/ou giardiase, mas sem leishmaniose.
A imuno—marcagdo pela técnica da imunoperoxidase indireta com
soro anti-leishm&niz foi usada para a pesquisa de parasitas e
seus antigenos. Para a caracterizag8o das ceélulas do
infiltrado inflamatério e suas relagdes com os parasitas,
utilizou-se a microscopia eletrénica de transmiss3o.

0 estudo revelou que 85% das criangas com calazar
tinham leishm3nias em macroéfagos da mucosa intestinal, e que,
em mais da metade destas, o parasitismo era intenso. 0Os
macrofagos densamente parasitados localizavam—se no eixo das
vilosidades deformando—as. Houve correlagdo entre a
intensidade deste parasitismo e a intensidade das alteragsges
dos parametros morfolégicos da mucosa intestinzl. A comparagcdo
com fragmentos obtidos apés tratamento especifico mostrou
diminui¢3o das alteragdes associada a redugdo da intensidade

do parasitismo.
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parecitados pode ser um importante mecanizmo leishmanicida na
leishmaniose wvisceral. Nog individuos fratsdes notou-se um
aumento do numero de linfécitos nas lestbes e & microscopia
eletréhica um contacto destas ceélulas com os macrofagos
lesados, sugerindo participac8oc destas células na lise dos

macrefagos.,

1
¥

A presenca de leistmarniasz em macrcofaccos da mucosa

1w

intestinal enguantc 38 ocorreu um "clearance” de perssitas no
bacoc, € a2 presenca de um paciente resistente a0 tratamento e
gue persistiu com parasitas ne intestino, sugerem gue a mucose
intestinal pode ser, como 2 pele em algumas regibes
gecogréaficas, um "santuario"” destes parasitas.

A utilizac2o de biépsis peroral da mucosa intestinal
mostrou—-se um importante instrumente na investigagd3o do
comprometimento intestinal no calazar. A sua utilizagso
permite, ndo apenas o seu usc como metodo diagnéstico
complementar, mas oabre perspectivas para um estudc mails

sistemdtico deste comprometimento intestinal e seu peapel no



curso e prognéstico da doenigca, sobretudo em relacdo a sua
relevd8ncia na desnutrigao associada ao calazar. Além disso,
podera, dada a acessibilidade, permitir a 1nvestigagdo 1n situ
e in vivo de varios aspectos patogenéticos da leishmaniose

visceral.



SummaTy

Chenaes in small intestine associated with viscersl
leishmaniasis were investigated by means of 31 Jjejunel
bicopslies made in 20 children with cleocsical Kele-azar.

Clsssification of such changes followed the Shenk & Klipstein'
g (1568B) criteria, as modified by Goldar & Vanderhoof (1986).
Indirect imunno—-peroxidase staining and polyclonal anti-
Leishmania amazonensis antibodies were wused to search for
leishmanias and their antigens. Cytological characteristics of
the inflammatory cells were investigated by means of electiron
microscopy. Presence and degree of parasitism were correlated
with .morphological alterations present in intestinal mucosa
and the results were compared with those found in children
with chronic diarrhesa, free from Kala-azar, but with
giardiasis and malnutrition.

Parasites were found in 85% of the children with Kala-azar, in
more than half of them parasitism being of a marked degree.
Macrophages loaded with parasites were present in the axis of
the intestinal villosities, causing their distortion. A
positive correlation was found between degree of parasitism
and intensity of mucosal changes. In post-treatment biopsies,
diminution of parasitism was accompanied by a decrease in the
inflammatory changes. Comparative study of 22 biopsies made in
control non-Kala-azar cases failed to reveal quantitative
changes in intestinal mucosa, but qualitatively the nature of

the cellular infiltrates in cases with moderate and marked



pezrasitism by leishmanias was particular and specific.
Demonstration of scanty leishmanias or leishmenial antigens
only in some children alsoc cuggest a participation of
perasitism in the pathogenesis of the associated enteritis
found in ceses with low parasitism,.

Ultrestructural <changes in human leishmanial enteritis are
described for the first time. Parasitized macrophage
destruction was observed and seemed to represent a pathway for
host immune clearance of leishmanias. Lymphocytes were seen
attached to parasitized macrophages suggesting a cytotoxic
mechanism of macrophage destruction.

The presence of parasitizsd macrophages in the intestinal
mucosa at a time when post—-therapeutical clearance of
parasites occurred in the spleen 1is suggestive that the
intestine may be a "haven" for the leishmanias.

Intestinal biopsy 1is an important tool not only for the
diagnosis of visceral leishmaniasis, but to study host-
parasite relationship, and the hole of this parasitism in the
evolution and prognosis, especially to clarify the relevance

of associated malnutrition.
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1. INTRODUCAO

A despeito de frequentes referéncias a diarreéia no
curso da leishmaniose visceral, tivemos dificuldades em
encontrar relatos de investigacoces a respeito de suas causas.
Oe quadros diarréicos s3o0 atribuidos, em geral, a
puliparacitose e infecgoes bacterianas.

Estudos de 1investigagd3o do sistema imune na
leichmaniose visceral mostram que os pacientes tém quadro de
imuno—depressgo que, a2 despeito de ser especifica para
antigenos parasitarios, cursa com outras evidéncias de
desregulagdo da respostaz imune, e que pode ser responsavel
pela susceptibilidade aumentada as infeccaoes bacterianas
graves.

Apesar de n3o haver relatos de infecgées oportunistas
por wmicroorganismos de vida intracelular a ateng3qo clinica
deve estar voltada para esta possibilidade. Assim, no Hospital
Universitario Prof.Edgard Santos da Universidade Federal da
Bahia, esteve internada uma crianga com calazar resistente ao
tratamento especifico e que tinha uma diarréia crénica. No
curso das investigagdes, um exame parasitolégico de fezes
mostrou estruturas arredondadas que forma interpretadas como
criptosporidios, agente etiocldgicoc oportunista, frequentemente
isolado de pacientes com Sindrome de Imunodeficiéncia
adquirida (SIDA/AIDS) . Tal indicag¢3o induziu a pediatra
responsavel a realizar um biodpsia intestinal, na expectativa
de confirmar o achado e avaliar outras alteragoes da mucosa

intestinal.



) estudo histoldéiaico da mucosa do Jjejuno ndo mostrou
criptosporidios, mae ficamos surpresos com & presencs de uma
grande quantidade de mecrdétagos densamente parasitados por
leishmé&rias. fosnciado 20 intenss pareasgitiemo da mucossa
intestinal havia atrofaia complets das vilosidades. Este

paoiente foi tratado, mas. a despeito de negativar leishmiénias

mE pUngEn plénics e n3o encontrarmos parasitss na biepsia
Mepdtice, persistiu com denso parasitismo na mucosa Jejunal.

Povendo oz dados deg literetura encontramos poucos
descricées z respeito do =nvolvimento da: mucoss intestinal na
leicshmeniose visceral. A maior parte destes relata apenas o

schado de parasitas, tendo, portanto uma conotagdo meramente

Fesolvemos entdo estudar o comprometimento intestinal

na leishmaniose visceral de pacientes hospitelizados, afim de

verificar & freguéncia do parasitismo intestinal por
leishménias, as alteractes da mucosa associadas & presencsa
destes parasitas, e avaliar a possibillidade da. mucossa

intestinal, assim como & pele em certas regioes geograficas
representar Lma especie cles "gantuario" e leishménizs.
Tentamos também relacionar as alteracées intestinais com os

guadros diarréicos e a desnutricido do calazar.

2. REVISAO DA LITERATURA

Z.1. ASPECTOS CL{NICOS DA LEISHMANIOSE VISCERAL
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2.1.1. Consideragoes gerais

A leidishmaniose visceral € uma doenga gque ocorre em
variass reqgloes do mundo, esibinde focos de ehdemicidade na
Africa, Asia, Bacia do Mediterrdneo, & América (Rey, 1991). &
causada por protocoarios tripanosomat ideos da Qroem
Einstoplastide, que se multiplicam no interior de celulas

fagocitarias do hospedeiro. hNas Americas a maloria dos Cas0%5

M

delerminads pela L.ckagasi, ums espeécie de leishmanlia muito
semelhante & L.Iinfantum, rezpornciovzl pela doenga na regido do
Mediterr&neo " (- Brimaldil Jr & cols., 19895 Grimaldi Jr. %
McMahon-Pratt, e | e A caracteristicas o 8% (et
epideminlégicas da doesnge: nas Américas & no Mediterranso
sugerem gque & doenca no Novo Mundo  foil introduzids  por
coloniéadores EUTOPEUS.

A doenca deve ser considerada, na Europa e na

Ameérica, como uma zoonose (Lainson, 1983). Acreditz—-se gue o©

homem & um hospedeiro acidentzl. 0 principal reservaterio

doméstico da infecgdo & o c3Ho, mas oubtros tTém sido descrito (

H
i

Deane &% Deane, 1954; Lzinson, 1983 ). A& transmissdo s& fa:z

através de um vetor, gue na América & um flebotomineo
pertencente a sub-familia Fhlebotominae da familia

Peychodidae. 0O género ¢ Lutzomyia e a especie & & L.
longipalpis ( Sherlock, 196%9; Young & Lawyer, 1987:.

No Brasil a doenga & endé@mica no Nordeste,
principalmente no Cear& & na Eahia. Tem um curso clinico grave

e fatal nos individucos susceptiveis ndo tratados.

2.1.2. Manifestacdes clinicas
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A leishmaniose visceral é ums infec¢do cujas
manifestagdes clinicas tém carater espectral, observando-se
uri polo constituido por tormas assintomaticas , e outro por
iormas graves e fatais. Entre estez polos ha as formas aguda,
sub—aguda e cranica.

Estudos populacionais em varias partes do mundo
mostram que nas Aareas endémicas a maloria dos casos &
assintomatica ( Manson—Bahr, 19473 Pampiglione & cols, 1974;
Ho & cols., 1982 ). Estas observagses foram amplamente
confirmadas por Padaré & cois. (1986b) que mostraram uma
relagao i1nfecgd3o:doenga de 18,5:1 na populacdo até 15 anos de
idade. Este mesmo grupo mostrou em estudos de prevaléncia e
incidéncia que de B6 criangas infectadas, 23% permaneceram
assintomaticas, 17,5% desenvolveram calazar em poucas semanas
e que de 51 criangas com formas subclinicas ou
oligossintomaticas, 25% evoluiram em ¢cinco meses para um
quadro de calazar cldssico, enguanto 75% resolveram o processo
sem ajuda de terapia em um prazo de 35 meses (Badare ¥ cols.,
1986c) .

0 quadro clinico classicamente descrito nos livros—
texto e em trabalhos clinicos est& baseado na forma mais
grave da doenca. Badaréd (1985) verificou que na area end@mica
a maior parte dos pacientes tém uma doenga menos grave e com
menos complicacgsdes que Us internados em hospitais de
referéncia, e que os pacientes respondem melhor & terapia
quando tratados mais precocemente.

0 periodo de incubagd3do & variavel e de dificil

avaliac3o ( Napier, 1944; Most & Lavietes, 1947; Gtone &
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cols., 19523 Prata, 19%7a3; Alencar, 1959; Yan-Jia, 1982;
Badaroe % cols., 1986a). Pacientes 1munodeprimidos podem
apresentar as manifestagoes clinicas de calazar muitos anos
apos terem se retirado dose focos endémicos (Badarée % cols.,
1984a; Montazlban & cols., 1989). Estas dados sugerem que o
periodo de incubag¢do varia em fungdoc do estado imunologico do
i1ndividuo infectado, e parece que 2 relacdo parasito-
hospedeiro tende a2 um equilibrio que pode ser rompido.
H& poucos relatos sobre as menifectagdes clinicas nas
formas assintomaticas ou oligossintom&ticas da doenca (Badaro
% cols., 1986b).

A les3o de inoculagdo tem sido pouco estudada

(Teixeira, 1980). Em estudos feitos na Africa
descreveram—-se lesges iniciais caracterizadas por
pequenés papulas avermelhadas, conhecidas como
"leishmaniomas", que aparecem entre uma e trés semanas
apoes a picada dos flebotomos, duram ateé dois meses

e desaparecem sem ulcerar, deixando manchas hiperpigmentadas
(Mirzorian,N.A apud Kirk, 19244). Prata (19537a) descreveu
lesdes cicatriciais nos membros inferiores de alguns de seus
pacientes mas ndo investigou terem sido estas as lesges
iniciais.

A forma cléssica da leishmaniose visceral, a despeito
de diferengas clinico-epidemiolégicas regionais, apresenta um
conjunto de manifestagdes gue sdo constantes. Os pacientes
cursam sempre com uma sindrome febril, associada a
esplenomegalia e/ou hepatomegalia, e anemia. Além destas
manifestacses descrevem—se palidez cut8neo—mucosa devida a

anemia, hiperpigmenta¢8c da pele, alteragoes dos f3neros como



gueda de cabelos e alongamento oos cilios, adenomegalia
discreta, tosse seca e persistente, perda de peso, diarréia e
tenomenos hemorragicos ( Napier, 194463 Most & Lavietes, 1947;
fAilencar &% Aragdo, 1995, Manson—Bahr & Heisch, 195&6; Prata,
19572, Rodrigues da Silva, 19573 Alencar, 1959; Pampiglione ¥
cols., 1974a3; Nadim & cols., 1978; Mengeshaz & Abuhoy, 1578;
Maru, 197953 Yan—-J)ia, 1982y Garcia & cols., i983) . Os
pacientes evoluem com perda progressiva de pestc e massa
COTporeas, chegando & caguexia, tornam—-se suscectiveis a
infecgées bacterianas e podem ter episdédios hemorragicos.

As manifestagoes clinicas d« leishmaniose visceral
tém 1inicio abrupto ou 1nsidioso. Na forma de inicio abrupto,
Alencar (1959) chamou a atencio para uma forma com
sintomatologia predominantemente respiratoria com tosse
intermitente, e outra entérica com diarréia.

Alqumas vezes o calazar se manifesta por diarréia e
disenteria, que nos quadros terminais pode ser muito grave
(Mcngesha % Abuhoy, 1978 ). Apesar de sua freguéncia, pouca
importidncia tem sido dada a esta alteragd3o, que na maioria das
veres @ atribufida a poliparasitoses e infecgdes bacterianas
intercorrentes (Rodriques da Silva, 19573 Prata, 1957a).

Manifestagoes due desnutrigdo s3do frequentemente
referidas nos bpacientes internados . Para Pratz, o estado
nutricional ¢é determinante na evolugldo da doenga e guarda
alguma relac3o com o tempo de infecgd3o. Porém, as tentativas
de modificar o curso da doenga instalada pela melhora do
estado nutricional nd3o surte efeitos como medida isolada
(Corkill, 1949). Badare (1985) e Cerf & cols. (1987)

avaliaram especificamente o papel da desnutrigio na



leishmaniose visceral e mostraram que este fator é de risco no
dezsenvolvimento da doenga, guando presente antes da 1nfecc¢do,
e sugerem que um aporte nutricional adequado e precoce podera
evitar que estas criancas desenvolvam o quadro florido da
doencga.

Recentemente, Barral—-Netto & cols. (1991) demonstraram
niveis séricos muito elevados de TNF ( do 1inglés Tumor
necrosis factor) em doentes de calazar e sugeriram que este
fator pode ser o responsavel pela caquexia.

A palidez cut&neo—mucosa & um reflexo da anemia que
todos os pacientes com calazar apresentam. FEla tem sido
atribuida a mialtiplos fatores (Martins & cols., 19465). Fara
uns ela decorreria, em grande parte, de uma maior atividade
hemocateretica do bago hipertrofiado e do figado, da
hemodiluicdo decorrente da hiperglobulinemia, e da maior
reten¢g3o de ferro pelas células do sistema fagocitico
mononuclear (Knight & cols., 19673 Pippard & cols., 19863
Lazanase & cols., 1990; Castanet % cols., 1990). Parece que
fatores de natureza imune estdo implicados em sua patogénese
(Pontes de Carvalho & cols., 1986).

Outra manifestagdo da leishmaniose visceral gque tem
importidncia clinica, epidemiolégica e um significado biolégico
ainda pouco explorado é a leishmaniose dérmica pas-
calazar. &€ descrito com muita frequéncia na fndia onde ocorre
em mais de 5% dos casos tratados (Napier & Das Gupta, 1730;
Napier, 19464) e raramente no Brasil e em outras regides,
exceto o Sud3o (Kirk, 1944; Hoogstraal & Heyneman, 1969) e
algumas regises da China (Yan—-jia, 1982). Estas lesgces

aparecem em um periodo de seis meses a CinNnco anos 2pés O
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2.1.3. Alteragbes laboratoriais

G gugdro laborztcrizal Ocs pacientesz COm Czlafar
mostrz alteragfes muito tipiczs. Sob o ponte de vista
bemztolodgico & anemiz €& precoce e tende 8 se agravar com a

evolugdo (Napier, 194&; Most & Lavietes, 1947). A& maicoria dos
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pacientes se apresenta com leucopenia as custas d
granuliocitopenia € com linfocitose relativa, vendo—-se, algumas
vezree, guadros de agranulocitose (Zia, 1934). Relata—-se também
plaguetopenia {(Prata, 1957a; Rodrigues da Silva, 19537). Outra
alteragdo muito caracteristica da leishmaniose visceral & a
hiperglobulinemia (Prata, 19573 Alencar, 195%2; Cooper % cols.,
15%4&; Chaves &% Ferri, 1%946; Silver & cols., 19261). 0O aumento

se faz, principalmente, &s custas das gamaglobulinas e se



)
Al

acompanha de hipoalbuminemia. A elevac3o das 1imunoglobulinas
resulta de ums ativagdo policlonzl e n3o oferece protecgdo
contra a infecgdo (Galv3dop-Castro & cols., 1984), podendo
formar complexos imunes circulantes. Além destas alteracoes
tem—-se descrito proteindria de graus varidvels, cilindriria e
mesmo hematiria (Most % lLavietes, 19473 Prata, 1957a; Dutra &
cols., 198%).

0O periodo final dz doenga €& marcado pelo agravamento
dz anemia, perda de peso com estabelecimento de caquexia,
surgimento de edemas, ascite e quadro de anasarca. Os
pacientes encontram—se prostrados, com diminui¢c8o da massa
muscular, e anorexia intensa. A despeito de cursarem, muitas
vezes, com leucocitose e neutrofilia, s3o muito susceptiveis a
infecgoes bacterianas graves, sobretudo do trato respiraterio,
pele, e ouvido médio, o que sugere defeitos funcionais destes
leucécitos (Most & Lavietes, 1947; Guerreira & cols., 1985;
Andrade & cols., 1990 ). A causa mortis se relaciona com estas
infecgdes e com as hemorragias, sendo que as criancas s3o
muito mais vulnerdveis que os adultos (Alencar & Aragdo, 1955;
Prata, 1957a; Rodrigues da Silva, 19573 Hashemi—Naseb & Zadeh-

Shirazi, 1980).

2.1.4. Diagndésticeo laboratorial

O diagnéstico de leishmaniose visceral fundamenta-se
nos dados clinico—epidemioléqgicos e na demostrag3o de
parasitas através do exame direto, cultura ou inoculacdo em
animais de laboratério, e em testes sorolégicos. 0O empreqo de

teste cutaneo de hipersensibilidade tardia a antigenos de



leishménia além de nd3o ser espécie-especifico, € npegativo na
taerr  ayuda da doenga (Manson—Bahr, 19673 Cahill, 19703
Mayraink & cols., 1971; KReed & cols., 198B6; Badaroe % cols.,
19860 ). De pacientez com calazar s80 anérgicos a antigenos de
leishmidnia ( Ho % cols., 19825 Mayrink & cols., 19715 Carvalhe
¥ cols., 1981, 1988 ). Este tipo de teste & 1mportante para o
ecstabelecimento de prevaléncia da i1nfecgdo em areas endémicas,
poic ¢ positivo nos 1ndividuos gue tiveram infecgoes curadas e
no=z assintomaticos, mas oferece problemas em &areas onde ha,
além da forma visceral da doenga, a forma tegumentar e/ou
tripanosomoses, e mesmo leishmd3nias atipicas como 8% qQue
infectam répteis (Cahill, 1970; Ho & cols., 1982).

0 wuso de testes sorolégicos fundamenta—-se na
na demonstrac3do de anticorpos anti—~leishm3nia. Todos os testes
empregados apresentam problemas de especificidade e devem ser
interpretados no seu contexto clinico—epidemiolégico (Cahill,
1970; Badarée & cols., 1983; BRlanchot & cols., 1984) . 0Os
testes mais empregados s%o a reag¢do de fivagd3o do complemento
(Chung & Chang, 1951; La Place & cols., 1975; Teixeira, 1980),
a hemaglutinac3o indireta (Teixeira, 1980), a
imunofluorescéncia indireta ( Badaré & cols., 1983; Camargo &
Rebonato, 1969 ) e o teste imuno-enzimatico-ELISA e suas
varia¢cdes (Hommel & cols., 1978; Teixeira, 198035 Badareé, 198053
Badaré & cols, 19846c ). Nos inquéritos epidemiolégicos o ELISA
tem sido o mais utilizado.

A demonstrac3o dos parasitas & a prova irrefutavel da
infecgc8o0. A pesquisa ¢ feita através de exame direto de
esfregacos corados pelo método do Giemsa, obtidos de puncdo de

medula éssea ou de outras visceras , pela cultura em meios
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axériacos ou pela 1noculagd3c em animals susceptivels como o
hame ter . Apesar de certs rewisténria, a pungac esplénica tem
w1du & mals utirilizada pare esta demonstragl3o, mostrando—-se um
metodo seguro, rapido e que oferece subsidios n3oc apenas para
¢ estabelecimento do diagnestico, mas, também para a avaliagio
da eficacia terapéutica( Prata, 1997b; Ho & cols., 1948;

Chulay % Bryceson, 1983; EBadaré, 1985).

Z.2. PATOLOGIA DA LEISHMANIOSE VISCERAL

— -

Z2.%2.1. Aspectos gerais

Os aspectos morfoldgicos da leishmaniose visceral
s3o, nNna sua maioria, resultantes dza proliferacdo dos parasitas
no interior de células macrofagicas do sistema fagocitico-
mononuclear e da reagdo inflamatoria que ele ou seus produtos
provocam. As promastigotas de leishmanias apoés serem
fagocitadas pelos macréfagos se transformam em amastigotas,
conseguem escapar dos mecanismos parasiticidas destas ceélulas,
e proliferam causando morte e destruigdo celular.

Os o6rg3os mais envolvidos s30 os mais ricos em
elementos do sistema fagocitico-mononuclear, ou sejam, bago,
medula ossea e figado.

0 quadro histolégico caracteriza-se por intensa
hipertrofia, hiperplasia e parasitismo de macrofagos, e
infiltrac3o linfo—-plasmocitaria dos tecidos. Estes aspectos
fundamentais da resposta tissular as leishm3nias estdo bem
ecstabelecidos desde o trabalho original de Christophers (apud,

Meleney, 1925). Alguns autores descrevem além da presenga de



infiltracd3o linfo-plasmocitaria e proliferagdo de macrofagos,
o encontro de arranjos nodulares de coélulas 1nflamatérias
consti1tuindo granulomas (Andrade, 1958a, 1958bs Andrade %
Andrade , 1966, Meleney, 1925). H&8 tambeém referéncias &
tumetacd3c do endotélic e espessamento de fibras reticulares
com ocasional fibrose (Andrade, 1958a). 0Outras alteragoes
recultam da depocsigldc de complexos i1munes como OCOFre nos
glomérulos renzgi1s e nos septeos alveolares dos pulmoes.

D= estudos de grande numero de necropsias mostram gue
praticamente +todos os oérgd3os podem estar comprometidos em
maior ou menor grau na leishmaniose visceral. Nesta revisdo

nos ateremos aos 6rgdo mais intensamente comprometidos.

2.2.2. 0 bago

D bago, na maioria dos casos, esta aumentado de
tamanho, pesando entre 500 e 2000 gramas. Pode apresentar
espessamento da capsula devido a peri-esplenite (Coutinho,
1982). Ocasionalmente ha infartos esplénicos e podem ser
vistos nodulos de Gandy—-Gamna (Veress & cols., 19773
Pampiglione % cols., 1974a).

0O exame histolégico mostra atrofia da polpa branca e
desaparecimento dos centros germinativos (Meleney, 19253
Andrade, 1958a; Andrade % Andrade, 1966; Coutinho, 1982). As
areas timo—dependentes est3o atrofiadas, podendo ocorrer
necrose e fibrose, além de acumulo de macréfagos parasitados.
Por vezes, nestes foliculos h& deposicdo de material hialino,
PAS positivo, semelhante a subst8ncia amiloide, e que tem sido

internretado como deposicdo de complexos imunes ou proteinas
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plaematicas (Meleney, 19255 Andrade, 1958; Veress & cols.,
1977y Em alguns casos, nc entanto , oo foliculos linfoides
ectdc hipertrofiadas e tém centros germinativos proeminentes

(Carvalho & cols., 1985).

A polpe vermelhz mostra cordsoes de Eilroth
infiltrados por plasmécités e macrofagos, contendo namero
variavel de perasitas (Andrade, 1958a; Veress & cols.,
1974, 1977 Daneshbod, 1972 . Raramente s3o descritos

granulomas (Meleney, 1925).

Pampiglione % cols., (19742) mostraram que n3o ha uma
relacdo direta entre o ndmero de parasitas e a intensidade das
3lteragoes morfolégicas, €& Daneshobod (1972) sugeriu que o
parasitismo é mais 1intenso nas fases 1iniciais da 1i1nfecgdo,

diminuindo com o passar do tempo.
2.2.3. 0 figado

0 figado, devido a0 facil acessoc atraves de biépsias
por agulha, €& o érg3d3oc mais frequentemente estudado, sob o
ponto de vista anatomopatolégico, na leishmaniose visceral.
Como nos demais org3ns ha comprometimento das células do
sistema fagocitico-mononuclear, caracterizado por hipertrofia
e hiperplasia das células de Kupffer, que, em proporgées
variadas, podem estar parasitadas. Ha infiltrag3o linfocitaria
dos sinusdides, e infiltrado linfo—piasmo—macrofégico dos
espacos—porta (Meleney, 1925; Sen Gupta & cols., 19563
Andrade, 1958a; Rodrigues da Silva, 19573 Veress, 19743
Coutinho, 1982; Duarte, 1987; Duarte & Corbett, 1987). Tem-se

descrito granulomas no interior do parénquima hepatico ou nos



espacos—porta. Estes granulomze s3c tformados por macroegafos
misturados com linfécitos e plasmocitos, podem exibir necrose
central, e em geral tém poucos parasitas (Meleney, 19253
Andrade & Andrade, 19643 FPampiglione & cols., 1974a). O
encontro de granulomac hep&ticos 1sclados foa a anica
alterac3o observada em individuos assintomaticos estudados no
Norte da Itaitia (Pampiglione & cols., 1%974a), e suz presenca
tem s1do interpretada como evidéncia de resisténcia a
infecg3o.

A esteatose hepatocelular & muito frequente e variavel,
e pode ser atribuida & desnutrigc3o que a3 maioria dos doentes
apresenta (Meleney, 1925; Sen Gupta % colis., 1906; Neafie %
Connors, 19763 Coutinho, 1982). A necrose e a atrofia de
hepatocitos 1solados s3o frequentes (Veress & cols., 1974;
Coutinho, 1982). Na Italia, durante um surto de casos graves e
atipicos, observaram-—se alguns figados com necrose
hepatocelular extensa e atrofia vermelha ( Pampiglione k&
cols., 1974a). Em alguns trabalhos descrevem—se parasitas no
interior de hepatéocitos ( Daneshbod, 19725 Bambirra & cols.,
19805 Duarte & Corbett, 1987).

Um aspecto interessante do envolvimento hepdatico na
leishmaniose visceral ¢ a tendéncia ao aumento da matriz
conjuntiva ao longo dos sinusocides. Este aumento da matriz é
caracterizado, inicialmente, por um espessamento da trama
reticular que pode progredir para a2 franca deposigdo de
coldgeno, culminando, nos casos mais cronicos e avangados, com
uma fibrose difusa, que circunda e isola hepatsécitos, referida
com cirrose de Rogers. Este tipo de cirrose, apesar de bem

caracterizada em pacientes hindus, tem sido pouco encontrada



no  Brasil (Bogliclo, 19043 Andrade, 1908535 Prate, 195753
KRodr 1gues da Si1lva, 1957 Raso & Siqueirsa, 1964 ;
Coutinho,198%; Duarte, 1987 ).

Estudos sisteméticos de biopsias hepsticze e de
material de necropsia mostram que alguns pacientes tém
depésito de um material hizlino semelhante ao amiléide ao
longo dos sinusséide, enguanto outros tém ecpessamento da trama
reticular, sugerinde—-se zalgum papel indutor da fibrogénese a
este material (Andrade, 1958235 Andra2de ¥ Andrade, 19646
Daneshbod, 1972; Bambirra & cols., 1980; Coutinhc, 1982).
Esta fibrose pode ser intraicbular ou portal e tem—se
evidenciado a participacdo das células perisinusoidais de Ito
neste processo (Duarte, 1987 e Duarte & Corbett, 1987). Prata
(1957a) relatou o estudo de bidépsias hepaticas em dezoito
pacientes com calazar e mostrou aumento da matriz conjuntiva
em varios deles, sendo que dois casos com evidéncias de
hipertens3o portal e varizes de esdéfago tinham um quadro
compativel com a cirrose de Rogers. Este autor chamou a
atenc3o para o fato, & ¢época inusitado, da regressdo da
fibrose hepatica, observada em pacientes submetidos a biopsias
antes e apés o tratamento especifico. Um dado muito curioso,
relatado por este mesmo pesquisador, e que, em sua
experi@éncia, o numeroc de parasitas em figado diminui apes O
tratamento, mas n3o desaparece completamente. Até onze meses
apés a cura clinica foi possivel, em alguns casos, a
demonstrac3o de parasitas em figado.

Duarte e Corbett (1987), em um esforgco para
sistematizar os padrdes de comprometimento hepatico no

calazar, propuseram a exist@éncia de trés padrées morfolégicos:



A) O padr2c tipico, caracterizado por intenca e
ditucs mobilizagd8o e paracitismo das celulas de kKupfter, com
infiltragdo portal de 1linfécitos, plasmocitos e macrofagos
ocacionalmente parasitados. esteatose e necrose hepatocelular.

E) D padrdo nodular com arranjios nodulares de
macroetagos, linfocitos e plasmécitos nos lobulos e espagos-
porta, sem células epitelidides, e com pouca mobilizac3o das
ceélulas de Kupffer. Nestez casos © parasitismoc € escasso,
sendo vistas formas amastigotas no i1nterior de alouns nédulos.

C) DO padr3o fibrogénico, no qual os parasitas s3c
raros, ha proliferagd3o intralobular de fibras reticulinicas e
deposigdo de colagemno ao longo dos sinuscides. Algumas vezes a
fibrose ¢ 1intensa e constitui a cirrose de Rogers. Nestes
casos a inflamagdo sinusoidal e portal s3o discretas. Para
estes .autores os distintos padrges morfolégicos representam

estagios evolutivos distintos da doenga.

2.2.4. 0Os linfonodos

Os linfonodos est3o aumentados de tamanho em uma
grande percentagem de casos (NMandy % Chowdhery, 1984; Prata,
1957; Rodrigques da Silva, 1957; Neafie % Connors, 197&6). No
entanto, alguns autores relatam que eles estd3o de tamanho
normal (Pampiglione & cols., 1974a). Em estudos de material de
necropsias ha referéncias que eles est3o aumentados e que poade
haver fibrose da capsula (Andrade, 1958aj; Coutinho, 1982). As
observagaes microscopicas mostram atrofia de foliculos,
hiperplasia das células dos seios medulares, e histiocitose e

plasmocitose dos cordées medulares ( Andrade, 1933a; Veress &



cole., 1974, 1977). Por veres ha deposic3o de material hialino
interfolicular semelhante ao descrito em baco (Veress, 1974;
Coutinho, 1982).

Veresse % cols., (1977) atentaram para atrofia das
zonase timo-dependentes com deplecdao de pequenos linfoecitos
nzs areas paracorticals e sugeriram qQue mecanismos de nature:za
imune, desencadeados por antigenos parasitarios, teriam alguma
papel na destruigdo dos linfocitos.

A presenca de parasitas & referida de modc muito
varidvel e parece depender dos linfondos estudadoc e do tempo
de evolugd3o da doenga (Meleney, 19253 Rodrigues da Silva,
19573 Andrade, 19582; Dzneshbod, 1972; Veress & cols, 1974,
19773 Coutinho, 1982). As ceélulas macrofagicas, além de
parasitas, apresentam eritrofagocitose (Veress & cols.,

1977,

2.2.9. 0Os rins

Apesar dos frequentes relatos de proteinuria em
pacientes com calazar, poucos estudos sobre as alteragses
morfolégicas renais sqo encontrados. Andrade % Iabuki (1972)
estudaram as alterag8es renais em 185 casos autopsiados e
verificaram, em todos eles, oraus variaveis de comprometimento
glomerular, caracterizado por espessamento membranoso hialino
e fibrilar da matriz mesangial, que era mais intenso no polo
vascular do tufo glomerular e se atenuava na periferia.
Chamaram a atenc3o para a semelhangca com a glomerulo—esclerose
observada nos esquistossométicos e nos cirroticos, e

atribuiram a 1les3o & infiltragdo de proteinas plasmaticas
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decorrente da haiperglobulainemia. N3o observaram proliferacdo
Gas célulac nem espessamento das membranas basais.
Dezncreveram, ainda, alteragces degenerativas do tipo hialino-
coticular nas celulas dose tdbulos proximails.

Alguns anos depois, Brito & cols. (i973) analisaram
as biopsias renais de trés pacientes com calazar, mas sem
eviaéncias clinicas de comprometimento renal, utilizando
téecnicas de microscopila optica, microscopila eletronica e
imunofluorescéncia. Confirmaram os achados de Andrade % labuki
(1972) e descreveram proliferac3d3o de ceélulas mesangiais, e
deposito de imunoglobulinas, complemento e fibrinogénio,
sugerindo um papel do sistema imune nas alteracgces. A
microscopia eletrénica confirmaram a presenga de depésitos nos
glomérulos e também na membrana basal de alguns tdbulos. N3o
encontraram antigenos parasitarios nas les@es. Achados ultra-
estruturais semelhantes a estes e acrescido da descrigdo de
fusionamento dos podécitos foram relatados por Weisinger 2
cols. (1978 que estudaram umz paciente na Venezuela.

0 envolvimento do intersticio renal parece ser mais
proeminente que o glomerular, conforme as descrigdes de Duarte
% cols. (1983), que reviram estas alteragdes em 21 casos de
necropsia e bidépsia. Descreveram uma nefrite intersticial
linfo-plasmocitaria que julgam responsavel, nos Casos graves,
pelo quadro de insufici@ncia renal. Para estes autores as
alteracdes glomerulares s3o discretas e semelhantes as

descritas pelos outros patologistas.

2.2.6. DOutros orgdos



A medula dssea tem sido muito pouco estudada sob o
ponto de viets anatomopatoldégico no celszar. O parascitismo de
celulase macrotagicas € © fundamento para o método tao
gifundido da pungdo medular para o diagnoéestico da doencga.
Andrade (1958za) observou hipoplasia da serie mieloide,
hiperplasia das células reticulares com acentuado parasitismo
das celulas fagocitarias e 1ntensa plasmocitose. Achados
semelhantes foram descritos por Coutinho (1982) que
acrescentou a presenga de fibrose vista nos casos com evolugdo
prolongada. Veress & cols. (1274) limitaram—se a descrever uma
hipercelularidade da medula éssea, enguanto Neafie & Connor
(1975) dizem que ha& convers3o da medula éssea amarela em
medula vermelha, e que o parasitismo é intenso na fase aquda e
diminui com a cronificagdo.

0 comprometimento pulmonar no calazar foi descrito
por Andrade (1958a) e Andrade & Andrade (1964). Caracteriza-se
por uma pneumonite intersticial focal ou difusa constituidsa
por espessamento dos septos alveolares devido a infiltragd3o de
células inflamatorias mononuc leares. Ha um processo
inflamatério em torno de brénquios e bronquiolos. Raramente
foram encontrados parasitas. Achados semelhantes foram
registrados por Veress % cols. (1974); Raso & Siqueira (1%450
e Coutinho (1982).

Mais recentemente, Duarte % cols.(1989) descreveram
os mesmos achados em 13 casos de necropsia e demonstraram
fibrose dos septos alveolares e a presenga de antigenos
parasitarios no tecido pulmonar que talvez sejam responsaveis

pela patogénese das lesces.
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<.5. 0O ENVOLVIMENTO INTESTINAL NO CALAZAR

A diarreia € ume manifestagdo clinica frequente no
curss da leishmaniose vio e 1,

0 dados disponivelis em estudos de grandes séraies
mostram que sua frequéncaia varia de 2,6% a 66,3% (Napier,
194463 Manson—Bahar &% Heisch, 15563 Prata, 195733 Rodrigues da
€i1lva, 19573 Alencar, 1959; Nadim & cols., 1978B; Mengesha &
Abubhocy, 1976.3 Maru, 197%.; Hashemi—Nasab & Zedeh—-Shirazi,
198035 Yan—jia, 1982).

Na maioria dos trabalhos esta diarreia estéd mal
caracterizado, mas h& relatos de que algumas vezes ela e
grave e mesmo fatal, como no Sud3o.

Nos primeiros estudos clinicos sobre o calazar,
realizados no inicio do século, ha referéncias a diarreéia,
sendo que algquns autores relatam sua gravidade nas fases
finais da doenga (Donovan, 1904, apud, Rodrigues da Silva,
19573 Laveran, 1911, apud, Rodrigues da Silva, 1957).

A= pesquisas feitas no Brasil mostraram que a
frequéncia de diarreia é muito alta no calazar, variando de
42% a 6&b6Y% (Prata, 1957a; Rodrigues da Silva, 1957; Alencar,
1959).

Prata (1957) estudou pacientes provenientes da Aarea
end®mica de Jacobina e constatou distens3o abdominal, além de
quadros diarréicos em 42,1%, uma frequéncia bem maior que a
descrita por autores de outras partes.

Dados mais recentes confirmam que a diarréia & um

achado frequente nesta doenca e tende a ser mais intensa nos
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pacientes mails graves (Maru, 1979; Garcia & cols., 1983;
bBadere & coles., 1986b).

A despeirto destes observacoes, nio
enconitramos  1nvestigagcoes saistematicase sobre as causas de
diarréia no curso do calazar. Geralmernte, ela e atribuida a
poliparacsitoses ou outras infec¢gd3o secundadrias (Prata, 19537ajg
pzoazrs % cols., 1986b).

Apesar das frequentes referéncias a parasitose
intestinal tivemos dificuldades em encontrar estudos bem
conduzidos sobre este assunto. Na maioria das vezes ha
referéncias passageiras h& exames parasitoldgicos de fezes.
Badaré (198%), em seu trabalho de tese na area de Jacobina,
fer estudos sistematicos. Encontrou grande frequéncia de
parasitismo intestinal tanto nos casos sem quanto nos casos
com leishmaniose. A maioria dos pacientes tinha Ascaris e
anciiostomos. Também foi grande o numero de individuos com
ovos de S.mansoni nas fezes, e cistos de Giardia lamblia e E.
histolytica. No grupo que desenvolveu calazar ocorreu um claro
aumento da frequéncia de infecgdo por giardia. 0 autor teve
dificuldade em correlacionar parasitose intestinal com risco
de desenvolvimento de formas sintomaticas de leishmaniose
intestinal, mas sugeriu que, talvez, a parasitose intestinal
seja imponrtante no desencadeamento dos quadros de desnutrigdo.

Revendo-se =& literatursa, constata—-se que, na
primeira metade do século, pensou—-se na possibilidade da
leishmaniose visceral ser uma infecc3o transmitida por via
fecal-oral devido a frequéncia com que se observava diarréia

nos doentes.



knowles (1920)) estudou quatro i1ndianos com calazar e
giorrela, e descreveu o encontro, nas fezes, de parasitas com
aspeclos sugestivos de leishmadnias. Porém, a cultura de fezes
for negativea e & 1noculacdo em macacos Rhesus n3o causou
doenga.

Nesta mesma década, Shortt e cols. ((1929) que
trabalharam na tndia, onde a doenga apresenta surtos
epidémicos e se acompanha de qQuadros diarréicos, descreveram O
encontro de leishmanias no exame parasitolégico de fezes de
pacientes com calazar. Sugeriram gque esta via poderia ser
importante na disseminagd3o da doenga, e gque O parasitismo
intestinal seria responsavel pelos quadros diarréicos, mas nd3o
descartaram a possibilidade de infecgdes superimpostas
causarem a diarreéia, haja vista a frequéncia de enterites por
outras -causas.

Andrade (1958a), analisando estes dados da
literatura chama a atencd3o para o fato de que na ftndia e na
China, ha grande prevaléncia de amebiase intestinal e Napier
(1947), relacionz os quadros diarréicos com febre tifoide.

Datam do inicio do século os primeiros relatos sobre
os aspectos morfolegicos do comprometimento intestinal no
curso da leishmaniose. Todos s3o relatos esporadicos de casos
de necropsia, e n3o mereceram de seus autores analises mais
detalhadas.

O primeiro relato do encontro de leishm3nias em
intestino delgado de seres humanos foi feito por Perry, em
19222 (Apud, Meleney, 1925), que descreveu o comprometimento
intestinal em dols casos de necropsia. Este autor encontrou

parasitas em linfaticos da mucosa jejunal, associado a erosdo



TS
do epitelio dac vilosidade:, e sugeriu a poscibilidade de
liberagdo de perasitas viaveise na luz intestinal. Pouco tempo

depois, Meleney (1925) descreveu o encontro de leishminias na

mucoss de todo o trato digestivo, desde o estémago até o
colon, 1incluindo o apéndice cecal. Na descrigd3o dos modelos
experimentais do hamster e de macacos, este pesquisador

relatou que o comprometimentc :intestinal diminuia no sentido
caudal, e que as celulas parasitadas apareciam noc topo das
vilosidades e desapareciam na base.

No Brasil, Andrade (1958a) mostrou parasitas nas
vilosidades da mucosa do jejuno em gquatro pacientes
necropsiadocs. O parasitismo era intenso, e o0s macroefagos
parasitados localizavam—se no topo das vilosidades,
Jeformando~as. Ele sugeriu que 2 distens3do abdominal e a
diarréia observadas por Prata (1957a) poderiam decorrer destas
alteragcdoes morfolégicas.

No caso necropsiado e relatado por Raso & Siqueira
(1964) havia pequeno namero de parasitas em macroefagos da
mucosa e submucosa do intestino delgado.

0 envolvimento intestinal, segundo Daneshbod (1272)
tem uma distribuic3o segmentar, alternando Aareas de denso
parzcitiemo com outras sem parasitas mais infiltradas por
ceélulas inflamatsérias mononucleares. As vilosidades
intestinais nas Aareas parasitadas mostram-se alargadas e
encurtadas devido a infiltrado linfo-plasmocitario e de
macréfagos parasitados. Também Veress & cols. (1974) acharam
parasitas na mucosa do intestino delgado, mas associado com

Areas de ulcerac3o e congest3o. Estas ulceracdes também foram
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reteridas por Coutinho (1%HZ) que encontrou parasitismo de
mucosa e submucosa em quatro casos de sua série de necropsias.

Com o desenvolvimento de técnicas que permitem a
realizagcdo de bidpsias do trato gastro-intestinal por wvia
peroral, e por ser a leishmaniose visceral uma doenga que
cursa com diarreia, perde de peso e retardo do desenvolvimento
fisico, sugerindo sindromes de malabsorcao, comegaram a
aparecer relatos esporddicos do enveolvimento i1ntestinal no
curso da doen¢ca. A maioria destes trabalhoz relata casos
isolados e que s3o tratados como curiosidades, chamando-se a
atencdo para a possibilidade do diagnostico de leishmaniose 2
partir do exame de biépsia intestinal.

0 primeiro relato de diagnostico in vivo de
envolvimento intestinal no curso de calazar, através de
biopsia de mucoza de jejuno com cépsula de Crosby, foi feito
no Brasil por Sobral e cols. (1967). Tratava—se de paciente de
22 anos com calazar e sindrome de malabsorgdo. A bidpsia
mostrou intenso parasitismo de macrofagos da mucosa Jjejunal
associada a atrofia parcial das vilosidades. A inst:itui¢ldo dsa
terapéutica anti-leishminia resultou em reversd3o do quadro
clinico e morfoloegico com volta a arquitetura normal da mucosa
jejunal.

Em 1983, Challacombe e cols. descreveram o encontro
de leishminias em macroéfagos da mucosa jejunal de uma crianga
de 13 meses de idade, procedente da 1Ilha de Malta. Esta
crianga apresentava uma sindrome febril com
hepatoesplenomegalia e o mielograma havia sido negativo para
protozoarios. Como ela tinmha uma sindrome de malabsorgdo foi

feita uma biépsia de mucosa do Jjejuno e surpreenderam—se



macrefagos contendo leishmi3nias. A criange foxr trat.ods  com
antimonial e recuperou-se. Eote. sutores sugeriram © uso de
Loopeis intestinal em casos de suspeita de calazar cujo
mielograma sej)a negativo para protozoarios. N3o fizeram ums
avaliacgao do parasitismo apos o tratamento, nem
correlacionaram a presenca de parasitas com alteragces da
mucosa que pudessem estar relacionadas com 2 sindrome de
mz labsorgao.

A pesquisza de leishmdnias em biepsias 1ntestinzic de
individuos com calazar, antes e apos o tratamento, e testes de

)

A

fungdo 1ntestinal foram feitas por Muigai & cols. (198
trabalhando com individuos infectacos de Nairobi (Quénia).
Eles fizeram biopsias em trés adultos e sete criangas. Destes
apenas um tinha quadro de diarreia, e apresentava recidiva da
doenga. Em cinco deles foram encontrados parasitas em
macrofagos na mucosa intestinal, associados a moderado
infiltrado inflamatério predominantemente linfocitario. Poucos
casoz tinham atrofia discreta 2 moderada das vilosidades
intestinais. 0Os testes de absor¢8o de vitamina A estavam
alterados em sete e o de d-xilose em um, mas n3o foi feita
correlacdo entre a intensidade do parasitismo e o grau de
atrofia da mucosa com as alteia,8es das provas funcionais. Us
pacientes foram tratados e reavaliados 5-6 semanas apos ©
término do tratamento com antimonial. Todos obtiveram cura
parasitolégica e mostraram melhora nos testes de dungdo
jejunal. Interessante é que o padrdo de células inflamatérias
modificou—-se ao término do tratamento, aumentando o numero de

plasmécitos e reduzindo o numero de linfocitos.



ODutro caso esporéddico do comprometimento intestinzl
no curso do calazar foil relatado por Veryres & Raimpal (198L).
Estes autores descrevem uma sindrome diarreica febril
leuconeutropénica em um pacilente de &B anos de 1dade, que
tinha hipergamglobulinemia, titulos de anticorpos anti-
leishménia de 1/20480 e que se recuperou apos tratamento com
glucantime. N3o fizeram demonstracdc do agente em 1ntestinu,
mac sugeriram que estas formas atipicas de leishmaniose
ocorrem na regido do Mediterraneo e devem ser investigadacs.

Nesta mesma época Arnaud-Battandier & cols. (1985)
estudaram uma crianga de trés anos provenieni=2 da Argelia
gue era portadorz de uma cardiopatia congénita e gue tinha
esplenomegalia, marasmo intenso e diarréia. A pesqguisa de
anticorpos anti-leishm8nia foi negativa e dois esfregagos de
medula éssea n3o mostraram parasitas. Foi feita uma biopsia
intestinal que revelou, ao 1lado de atrofia completa das
vilosidades intestinais, a presenga, préxima ao epitélio
csuperficial, de macréfagos parasitados por leishm8nias. A
crianca foi tratada durante seis semanas com N-metil-
glucamina, e a biépsia de controle mostrou desaparecimento dos
parasitas e recuperacdo parcial das vilosidades.
A maior série de casos, faz parte do estudo de
Eenhassine & cols. (198A) na Argélia, gque analisaram bidpsias
do duodeno de 46 pacientes com leishmaniose visceral e
demonstraram parasitas em 18 (394) deles. Segundo estes
autores a diarréia pode ser o sintoma predominante da doen¢a,
condicionando © prognéstico. Sugeriram que a diarréia €& o
principal fator responsavel pela perda de peso e

hipoalbuminemia. Eles interpretaram a diarréia como
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conseqi@ncia da presence de parasitaes ne mucosa 1ntestinal.
Nezte travalho eles avaliaeran exames cltologlcos e blopzias e
correlacionam o parasitismo com alteragoes morfoldégicas. N3o
fizeram referéncias & intensidade do parasitismo, nao
analisaram o© 1i1nfiltradoc 1nfiamatério, nem caracterizaram
clinicamente o0s pacientes. Foram i1dentificados parasitas em
exame citoleéegico de 1i czesoe em um total de 28, e em estudos
hicstoldgicos em 10 de 323X cacsos. Em 17 casos foram feitos os
dois exames e bhouve concorddnciaz em 13. Foi vista atrofisa
vilositaria em 21 dos 36 casos, parcial em 17 e total em 4. As
leishmanias foram wvistas com maior frequéncia nos casos com
atrocfiz. N3o foi observad:z correlacgdo entre diarréia e o grau
de atrofia.

Mais recentemente Baner jee & Cols. (19290)
descreveram um caso de leishmaniose visceral com envolvimento
intestinal em um paciente portador de lepra tuberculodide, que
desenvolveu uma sindrome de malabsorg3o. Na biépsia intestinal
havia atrofia parcial das vilosidades e na 13mina propria
numerosos macrofagos abarrotados de leishma3niazs. O tratamento
com antimoniais reverteu o quadro. OUs autores chamam a atenc3o
para o diagnostico diferencizl com a Doen¢a de Whipple, haja
vieta a localizagdo dos macréfagos no topo das vilosidades.

A partir de 1989 surgiram alguns trabalhos
mostrando infecg¢do "oportunista" por leishmania em pacientes
com sindrome de imunodeficiéncia adquirida (AIDS/SIDA) (
Fernandez-Guerrero &% cols., 19873 Montalban & cols,, 1989;
Berenguer & cols., 1989; Peters % cols., 1990). Sendino %
Cols. (19%0) descreveram um caso de paciente com HIV que

apresentou quadro de diarréia e malabsor¢3o associado com
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intenco parasitismo de muscreofagos de mucose antestinel por
leishmdnias tarto em Jejuvnn guanto em cédélon. Este paciente
tinha tido calazar algum tempo antes do diagnestico de AIDE e
tinhe apresentado trés recidivas. Apocse o tratamento com
pentamidina recuperou-se bem. 0UOs autores sugerem que a
infecc3o por leishménias deve ser i1ncluide entre as i1infecgao
gque causam diarréia creénicsa em pacientcs com sindrome de
imunodeficiéncia adyuirida, provenientes de areas endémicas de

leishmaniose visceral.

2.4. RESPOSTA IMUNE NA LEISHMANIOSE VISCERAL

Antes de relatarmos evidéncias de alteragdes
das réspostas imunes humoral e celular na leishmaniose
visceral, teceremos algumas consideragses acerca do papel dos
macréfagos nesta parasitose, haja vista a importdncia das
células do sistema fagocitico-mononuclear na patogénese da

doencga.

2.4.1. 0O papel dos macréfagos

Os fenamenos fundamentais nas infecgoes por
leishmanias s3o a penetracdo, a multiplicagdo e a
sobrevivéncia dos parasitas em macrofagos, células que, em
outras circunstincias, exercem grande atividade destruidora de
varios patégenos.

Parece que a sobrevida dos parasitas depende de sua

penetracdo nestas células. Ha mauitiplas evidéncias de que



coro de 1ndividuos normoie e dmuns: €& capar de destruiv ez
lereshmaénmias (Pearson & Steaghbioel., 19895 Cunha & cole., 1981,
Mosser % Edelson, 1987; Barral—-Netto % cols., 1987b). Esta
deztruicdo que depende do complemento, nado € capaz de evitar
a 1nfecgd3o. As formas metaciclicas de lieishminias sdo menos
susceptiveis & lise mediada por e-iez fztnres. Nectese formae
o para: -tz prpressam molécnlas na superficie gue <o ligam ao
fragmento C3b do complemento, facilitando o© contazcio doz
parasitas com os macréefagos e suas fageocitose (Rlzcochtwell &
cols., 1985; Puentes & cols., 1988). Assim, o sistem=
complemento, facilitando a fagocitose, favorece & 1i1nfecgdo.
Handman & bGoding (1985) descreveram wum lipopolissacarideo
(LPS) da membrana plasmaética das ieishminias que é reconhecido
por um receptor na superficie dos macrofagos e que facilita
sua fagocitose. Sugerem, também, que este LPS tem alguma agdo
na neutralizagdo de produtos do metabolismo do oxigénio ou das
enzimas lisossomiais, favorecendo a sobrevivéncia dos
parasitas no interior dos macréfagos.

Apés a fagocitose, os vaciolos contendo os
parasitas fusionam com os lisossomos dos macréafagos. Poreém,
as enzimas lisossémicas ndo s3o capazes de, sozinhas, destruir
as leishm3nias, que sobrevivem e se multiplicam neste local
(Chang & Dwyer, 1976).

A ingest3o dos parasitas desencadeia nos fagdacitos
uma verdadeira "explos3o" com produc3o de metaboélicos teéexicos
do oxigénio, que podem destruir parasitas (Murray, 1981).
Apesar deste mecanismo geral ser desencadeado na leishmaniose,
tem—-se verificado que os parasitas, em sua forma amastigota,

produzem catalases e glutation—peroxidase que neutralizam os
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fiseaim, macrefagos 1nflamatérios e monocitos, tém ume menor
Capacidade de destruir leishmanias que os macrotfagos
rec«identes do peritonio, mesmo quando 1solados de um mesmo
indiyviduo. Nesta mesma linbhze, Solbach & cols. (1987) mostraram
gue macréofaygos imaturos, 1nduridos por 1njegdoc de GM-CSF s3o
1incapazes de sofrer ativag3o pelo gama—-interferon, e portanto,
n3c conseguem destruir leishminias.

Em 1984 Panosian & cols. sugeriram que a3 ativagdo
dos= macréofagos dependeriz n3o apenas da producgdc de citocinas,
mas tambeém de um contacto intimo entre linfocitos e
macrotfagos. Achados semelhantes foram descritos por Sypek &%
Wyler (198%). Outro dado interessante na literatura e a
demonstrac3o, em alguns modelos experimentais, que a producdo
de citocinas por linfocitos especificamente estimulados induz,
ndo apenas ativagdo de macroéfagos com destruicdo de
leishm8nias, mas que células linfocitarias com perfil de
células auxiliadores podem promover a lise tanto de parasitas
compo dos macroéfagos (Pham % Mauecl, 1987).

Aléem da ativagdo dos macrofagos para a destruica3o de
leishm3nias através de produtos linfocitarios, uma questl3o que
deve também ser levada em consideragdo na patogénese das
leishmanioses s8o caracteristicas intrinsecas aos proprios
macréfagos. Além das diferengas entre diferentes macréfagos de
um mesmo hospedeiro, ja anteriormente referida, que deve
refletir diferengas na capacidade de apresentar antigenos,
deve—-se levar em considerag3do a produg3d3o de substancias
capazes de induzir a supressdo da resposta imune, como ja
demonstrado na leishmaniose tegumentar, e que se faz através

da produgdo de prostaglandinas pelos macroefagos (Petersen ¥
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rnezpecificos, além cz formagdo de auto—anticerpos. HE glndz oz
demonstragclo da formagdo de complerxos imunes circulantes, que,
provavelmente participam na patogénese de algumas lesées

observadas no calazar {(Wolga & cols., 1983; Carvalho % cols.,

196%: Galv3po—-Castro % cols., 1984; Pontes de Carvalho & cols.,

£ despeito destz formagdo de anticorpos, os dados
disponiveis demonstram gque estes anticorpos ndo conferem
proteg3c. 0Os doentes tém altos titulos de anticorpos e estes
parecem n3o interferir no curso da doenga. As tentativas de
rransferénciz de i1imunidade passiva atraves de soro imune de
camundonoos imunizados por via subcutd3nea contra L.donovani,
foram negativas (Jarecki-Black & cols., 1985). Em alguns

estudos h& evid@ncias de gue o soro imune 1nibe a fagocitose e

[l

interiorizac3d3o de parasitas (Brandonisio cols., 1986 3
Chang, 1981), porém em outro demonstrou-se gque o© soroc de

camundongos infectados com L.amazonensis aumentam a
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hiperzoroitcilidaece cZutenez tardie nos  1ndividuos  doentezx,
HGuoowe ue=aflados com antigenos especificos & meemo com outros
zantigenos cuje respcocsta & positiva na mai1oriz dos i1ndividuos
normals  (Manson—Bahr, 19413 Teixeira, 1980; Andrade % cols.,
1%2Zsy EBadere & cols., 19B&Cc}i. Apés

o tratamento especifico
anti—-leishminia muitos pacientes passam a apresentar o teste
cuténeé positivo e podem ser sensibilizados
antigenos, sugerindo

contra novos

que realmente a2 doenga leva a uma
imunodepress3c tanto especifica quanto inespecifica ( Manson-
Ezhr, 1%&1: Andrade & Ccolis., 15820,

Em algumas

1

i

zeriecs estudadas evidenciou—-se reducdc do
numero de linfecitos T circulantes (Rezai & cols.,
Carvalheo % cols., 19851,

19783
179855 .

Corroborando estes achados,

=, ha
dados provenientes de estudos de bagos obtidos de autopsias
gus mostram redugdo do numero de linfocitos
dependentes (Veress &

nas
% cols.,

arezse timo-—
19775

Carvalho & cols., 1985%5:.
A explorag3o funcional dos linfocitos frente a
antigenos de leishmdnia e outros mitégenos mostra gue no curso
do calazar ha alteragoes na resposta
resultando em produgdo deficiente de

interferon

destas ceélulas,

(Ho &

interleucinz—< e gama-—
2 cols., 1982;

Carvalho &

“. Racellar,



47
Carvelho, 198%; Carvselbo & cols., 198%; Carvalho & cols.,

19873 Cervelho * cole, 19855 Bacellar % cols., 1991). Estudos

mostram que estas alteragoes sac bem menpos 1ntensas nos
1Ndi1viduns infectados qgue Tfazem formes 7 cotomstices ou
subclinices d& do ., € que apés tratamento especifico bem

sucedido ha reversdo das alteragses (Carvalho & cols., 1992).
As tentativae de encontrar as causas para estas alteragoes
levam & 1indicacgdo ds eristénciz de ceélulas que induzem um
efeitos supressor, mas cujo perfil fenotipico n3o esta
delineado, e que fatores séricos podem também 1nduzir este
eftei1to, sendo gue uma producdo exagerada de receptores
soluveis de interleucina-2 foi recentemente documentada
(Barral—-Netto, 1988; Carvalho % cols., 1989; Barral—-Netto
cols., 1991). Ha, ainda, alguns dados sugerindo que problemas
dos macroefagos, como baixa produgc3o de interleucina—-1 esteja
implicado (Ho % cols., 1992).

Os dados da literatura sugerem, em seu conjunto, que,
no curso da leishmaniose visceral ocorre uma imuno-—
desregulagao comﬁlexa, envolvendo varios niveis do sistema.
Continua sem resposta no entanto a quest3o fundamental de por
gue alguns individuos desenvolvem estas alteragdes e ficam
doentes, enquanto outros conseguem estabelecer um equilibrio
na relacdo parasita~hospedeiro. A ocorréncia de leishmaniose
visceral como doenga oportunista em pacientes com quadros
variados de imuno-deficiéncia, reforcam a importincia da
resposta imune na sua patogénese ( Badarée & cols., 1986aj;

Fernandez—Guerrero & cols., 1987; Montalban & cols., 1989).

2.5. A BI&SPSIA DE MUCOSA INTESTINAL
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2.9.1. Consideracoes gerais

s b

n

ces para = interpretagdo de bidpsias

intestinzi1e  foram desenvolvideae nc diagndéstico de uma
condigao muilito especifica: a Doenga Celiaca. Partiu-se do
pressuposto de que estz doenca atingia todo o Jejunoc
pror-imel, de modo difusce e intenso. Assim, varios autores
consideram como uma biopsia normal aquela que apresentz quatro
viiosidades normals consecuvtivas (Schenk % cols., 19725 Perera
L cols., 19753 Fetras, 1989). Por outroc lado, se uma
vilopsidade est&d normal, pensa-se, a priori, em descartar &
possibilidade de doenga celiaca.

A= teécnicas que permitem a realizag3do de biodpsias
perorais da mucosa do trate digestivo foram rapidamente
incorppradas na exploragdo clinica e laboratorial de outras
doengas do 1ntestino delgado. Atualmente indica-se bispsia
jejunal peroral a pacientes com diarréia crénica e sindromes
de malabsorg3o global ou seletiva, na hipoalbuminemia e edema
de etiologia desconhecida, e nos retardos de crescimento de
causas n3¥o—-endécrinas (Penna % cols., 1983). 0O procedimento e
relativamente inécuo e a contra—-indicac3do formal restringe—se
ao risco de sangramento em pacientes com distiarbios da
coagulac8o e discrasias sanguineas. As perfuragdes intestinais
=3do muito raras. A sindrome pos—bisopsia, caracterizada por dor
abdominal, nauseas, vomitos e febre, sdo rapidamente
revertidas com medidas de rotina (Perera % cols., 1975)

Na interpretac3o das alteragdes da mucosa objetiva-se
encontrar aspectos que possam ser especificamente relacionados

com certas doencas, identificar fatores etioloegicos e suas
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conseguénclas 1munolégicas, além de aveliar 38 eficacia de
varsus Laipos de tratamento (Gehenk » cols., 1972). Estes
mesmos autores  sugeriram que  bidpesilas 1ntestinais  fossem
reclizadas com o objetive de aveliaer 2 enxtensdc € & 1ncidéncia
de anormalidades em populagoes ou areas geograficas definidas,
sobretudo onde ocorre Jejunite tropical, sprue tropical e
dez=nutrigao.

Inicialmente houve um esforgo no sentido de se
estabelecer parametros morfrlégicos especificos relacionados
com entidades morbidas especificas, sobretudo em se
estabelecer o diagnssticoc diferencial entre sprue celiaco e
sprus sropical (Schenk & cols., 19653 Schenk & Samloff, 1968;
Schenk % cols., 1968). Estes autores estudaram pacientes com
quadro clinico bem desenvolvido de Doenga Celiaca e
interpretaram as alterag¢tes difusas de atrofia vilositaria e
inflamag¢3do como especificas, enguanto as alteragdes
multifocais, com atrofia parcial da mucosa como tipicas do
sprue tropical. Desenvolveram métodos histoquimicos aplicados
a interpretagido de biépsias Jejunais e correlacionaram achados
morfolégicos com alteragoes funcionais. Porém, desde cedo a
especificidade das alteracoes morfolaégicas encontrou
rontestadores, gque mostraram que em varias condig8es h& uma
sobreposic3o de guadros morfolégicos ( Hindle % Creamer, 1965;
Stanfield & cols., 19465; Brunser & cols., 1966).

A bidpsia intestinal foi sendo progressivamente
difundida, e foi possivel acumular o conhecimento sobre as
formas menos graves de sprue celiaco, e sobre o freguente
comprometimento 1ntestinal apresentado por individuos que

viajavam pelas tropicais (Lindenbaum, 1271; Gerson % cols.,



1271). Varios pesquisadores e 1nteressaram em estudar &
mucose 1ntestinal na desnutricao e em parasitose: 1nteztinzas,
sobretudo na giardiase (Baker & cols., 1972; Lindenbaum &
cols., 19723 Magalhldes & cols., 19753 Hrunser % cole., 1977
Levinson & cols., 1978; Hartong & cols., 197%; Lampos ¥ cols.,
1979) .

Desenvolveu-se entdo a compresns3o de que a mucosa
inte=tinal reace de formz relativamente limitada 2 umsz série
de agrescsées e que 0s quadiros patognoménicos s3o menas
fregquentes do que inicialmente imaginado. 0 reconhecimento da
"inespecificidade" das alterscdes qualitativas desencadeou uma
vendedeira avalanche de uso de técnicas morfométricas na busca
de alguma especificidade e saobretudo de indices que
permitissem a diferenciag3o entre lesses discretas e variagdes
do padr3o ncrmal (Dunhill & Whitehead, 19723 Corazza % cols.,
198253 Penna & cols., 1981; Corazza & cols., 1985). Estas
técnicas tem—se mostrado vAlidas no que diz respeito =&
diminuig3o de variagdo inter e intra-observador, mas parecem
n3o resolver o problema da inespecificidade das lesces.

Em algumas circunstincias, a biépsia intestinal tem
oferecido resultados duvidosos quanto & correlacd3o entre os
achados morfoloyicos e as alteragses clinico—-laboratoriais,
bem como A resposta a terapias especificas, sendo mesmo
desaconselhada por alguns gastroenterologistas pediatricos
(Manuel & cols., 1979; Goldgar & Vanderhoof, 1986). A
realizac3do de bidpsias multiplas tem mostrado que muitas
doengcas cursam com comprometimento multifocal da mucosa,
havendo Areas preservadas ao lado de outras lesadas (Gcott &

Losowsky, 19763 Shiner & cols., 1990). Assim a
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representatividade das lesdes deve ser levada em consideracdo.
Uutro probleme @ que 1ndividuos assintomsticos, tomados como
controles normail1s em certas areas geograficas podem mostrar
alteracoes morfologicas que so sd8c wvistas em 1ndividuos
sintomaticos de outracs regioces(bBrunser % cols., 1970; Baker;
19735 Magalh3es & cols., 1979).

Outra area de muito i1nteresse nz ctualidade e que se
desenvolve: con o advento das bidpsiase perorais foram o=
estudos acerca do sistema 1mune relacionsco com © trato
gastrointestinal e doengas envolvendo este sistema. Técnicas
de imuno-marcag¢3o JIn situ e isolamento de cé&lulas permitiram
uma ampla dissecgdo das células deste sistema em condigdes
normais e em doengas especificas. Estas técnicas est3do sendo
progressivamente incorporadas na rotina dos exames
histopatolégicos e poder3o ser aplicadas na compreens3do da
patogénese de doengas.

A microscopia eletrénica foi usada para descrever os
aspectos morfolegicos normais. Sua aplicag¢gdo tem sido limitada
ns area diagnostica, mas & usada de forma especifica para a
compreens3o de certas doengas como a Doenga de Whipple e
enteropatias bacterianas que cursam com diarréia cronica

(Dobbin % Kawanishi, 19815 Shiner & cols., 1990).

2.5.2. Aspectos técnicos

A técnica da biépsia intestinal peroral
desenvolveu—se a partir das técnicas empregadas em bigpsias da
mucosa gastrica com a wutilizag3do de tubo flexivel (Wood &

cols., 1949; Shiner, 19546). Pouco tempo depois Crosby & Kugler



(1907) desenvolveram um instrumento gque consi1ste em uma
ceptule acoplads a ums tubo, e gue dispoe de um mecanl1smo qQue,
apos sucgao da mucosa 1ntestinal por press83oc negativa, permite
o disparo de ume lamina cortante gue secciona & mucosa. As
demz1e capsulas de biopsias s3oc variagées desta cépsuls
original. Algumas permitem a retirada de miltiplos fragmentos
e s3ao acionadas por mecanismo hidradulico. Amplas revisoes
sobhre os acspectos técocnicos e conceituals ne realizac3o e
interpretacdo das bidpsias de mucosa intestinal est3o
disponiveis ( Schenk % cols., 19683 Schenk % Klipstein, 1972.;
Perera % cols., 19753 Penna & cols., 198335 Patri, 1983).

A capsula ¢ 1ntroduzida pelo nariz ou pela boca
acoplada a um tubo radiopaco. O paciente deve ser mantido em
Jejum cerca de 12 horas antes da realizac3o do exame. Atraveés
de fluoroscopia determina—-se o local exato da biépsia. Estas
=30 geralmente feitas a nivel do &ngulo de Treitz. Nesta area
n3o ha as glandulas de Brunner que deformam as vilosidades. A
outra raz3o para a realizac3o do exame nesta Aarez €& que na
Doenga Celiaca, as alteragdes sdo mais intensas no 1ntestino
proximal e diminuem de intensidade no sentido caudal (Perera ¥
cols., 1979). No local faz—-se pressdo negativa e dispara—-se o
mecanismo de corte. A sonda €& retirada trazendo a capsula.

Apos & abertura da capsula retira—-se of(s)
fragmento(s) de mucosa. Esta retirada do material deve ser
feita com muito cuidado com auxilio de pingas oftalmolégicas
ou com uma agulha fina. O fragmento & entdo estendido em uma
superficie lisa, com a superficie externa voltada para cima e

colocado sobre papel de filtro ou pelicula sintética de



monotio, para facai1laiter as manipulagses durante o
processemento.

Alguns autores defendem a realizacd3o de exame
ectereoscepico sob lupes parz a caracterizagdo macroscoplca do
padréac vilositério. Este procedimento foi muito utilizado e
pretendeu—-se dar especificidade aos achados. Atualmente este
exame e recomendado spenzs para auxiliar a8 forma correta da
1inclusdo do material em parafina e para se detectar alteracoecs
focaie (Perera & cols., 19705).

0 material deve ser fixado em formol neutro
tamponado a 10% ou em liquido de Bouin. A fixa¢3oc em Bouin,
apesar de oferecer excelente preservacdo dos tecidos
epiteliais, faz desaparecer as granulagdes tipicas das células
de Paneth. Uma parte do material pode ser congelado para
cortes em criostato, ou pode ser fixada para a microscopia
eletrénica. A maioria dos autores concorda que os estudos
histolégicos com técnicas convencionais responde & maioria das
quecstdes diagnosticas.

0O material congelado pode, quando indicado, ser
utilizado para estudos histoquimicos visando a quantificag¢do
de enzimas especificas.

A inclusdo é feita em parafina ou em misturas de
parafina com resinas sintéticas que permitem cortes uniformes.
Nesta etapa do processo reside o grande problema da
manipulagdo das biodpsias intestinais. 0 material deve ser
orientado de modo que as secgaes possam ser feitas
perpendiculares a superficie da mucosa, e que as vilosidades
sejam cortadas no sentido mais longitudinal possivel. Este

ponto é td3o critico que Perera & cols.(1975) sugerem que ndo



apens: o patologista que examine o material seja sempre o
iheetm, o mas que o ternmicn rennonsavel peloc processamento nao
M Tie

fc secgoes deven ser multiples. A melhor area pars
eztudo ¢ & parte centrzal da amostra, pois sofre menos
artetfatosz. Preconiza-se &z realizacg3o de maic de trés laminas
por amostra contendo cerca de 10 a 1D secgdes cada. Os cortec
&0 corados pela hemztorilina e eocsinz. 0Outracs técnicas de

cteloragdo devem ser utilizadas de modo racional.

2.5.2. Interpretacdo do material da bidépsia intestinal

Os critérios genericamente adotados para a
interpretag3o de biépsias intestinais foram propostos por
Schenk. & cols. (1972). Basicamente avalia-se o padrdo
vilositario, levando—se em consideragdo graus semi-—
quantitativos de encurtamento e alargamento das vilosidades.
A relagdo entre altura das vilosidades e profundidade das
criptas, gue €& considerada normal de 4:1 a 5:1, tambem é&
graduada. Analisa-se o epiteélio de revestimento que
normalmente é cilindrico alto, e que em condigoces mérbidas
pode mostrar desde diminuic3o da altura até pseudo—
estratificacdo. A intensidade do infiltrado inflamatério,
referida como intensa, discreta ou moderada e os tipos
celulares envolvidos s3c também referidos.

Os vAarios autores oferecem variagdes pequenas em
torno destes mesmos critérios de interpretagl3o. A alteracdo
mais valorizado por todos é ©o grau de atrofia da vilosidades

(Perera & cols., 19755 Patri, 19835 Petras, 198%9).



Goldaar & Vandertoof (1986), mesmo mostrando a falta
ge correlacde entre oz sepertose morfoldgicos € o turso climco
em criangas com diarreira 1ntratavel, oferecem um sistema de
ahidlyue s1multanes de maltiplacs Variavele anzlisadas
rotineiramente pelo pzteologista. Este método € simples e
dispensa o uso de equipamento sofisticado. O grande problema
ne 1nterpreta2¢do de bidpsiacs intestinais, tom ou sem ajuda de
cictemas complevos, continua sendo a interpretazcd3o de achados
limitrofes entre alteragées minimas e variacsées do normal.
Perera & cols. (1975) sugerem que o patologista seja no mais
dzs vezes descritivo e menos dogmatico em seus diagnésticos,
pois nem csempre € possivel i1nterpretar dinamicamente uma
imagem limitada e fixa. Dai chama a ateng3o para a necessidade
de uma boa correlacd3o clinico—-patolsgica.

0 conhecimento da morfologia normal e de aspectos
funcionais da mucosa jejunal & fundamental para a
interpretac3o das biédpsias e para se compreender possiveis

mecanismos patogenéticos. Assim, em seguida, apresentaremos,

de modo conciso, uma revisdo sobre a mucosa do jejunoc.

2.6. A MUCDOSA DO JEJUND

2.5.1. Descrigdo geral da mucosa do jejuno

A mucosa do intestino delgado, e em particular a do
jejuno, desempenha importantes fun¢des no processo digestivo,
na absor¢d3o e na secregl3o, aléem de reconhecidas fungdes

imunolégicas.
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A sua estruture morfolowics ests, de certa forma,
it te relacionade com susse fungoes .

& mortfologla geral 0 mucosa do j)ejuno mostra um
aspecto preguesdo e de.orréncis do grande namero de prolegoes
digitiformes da mucosas, denominzdase de vilosidades. Estas
vilosidades sdo intercaladas por estruturas glandulares,
conhecidas eomo criptase de Lieberkuhn. Nas areas proximails do
intecstino delgado %o encontradaes 10-40 vilosidades/mm<. O
numero de vilosidades ¢ mzior no duodeno e no Je)uno proximal,
tendendo a diminuir distalmente. A altura das vilosidades
varia de 3I20 a 570um, e sua espessura de B85 a 140um. Técnicas
escpociais de microdissecgdo mostram vilosidades bem mais sltas
e espessas que com as tecricz= usuais ( Ferguson % cols.,
1977:. A relagdo vilosidades:criptas é de 4:1 a 5:1 (Schenk %

cols., 19683 Slavin % cols., 19803 Corazza & cols., 1985

-

Bennett & cols., 1985).

A forma das vilosidades & variavel. Em estudos
esteroscépicos de material obtido de individuos caucasianos,
mais de Q0% das vilosidades tém aspecto digitiforme, enguanto
em asiAticos, negros e latinp-americanos que vivem nos Estados
Unidos as vilosidades aprecsentam um aspecto mais heterogéneo,
vendo-se vilosidades digitiformes, foliaceas, em fTorma de
espadas e outras. Tem—-se atribuido esta variagdo de forma a
fatores ambientais como infecgdes bacterianas e virais, ou
substidncias téexicas na zlimentagdo (Cook & cols., 19695 Baker,
1973). Contudo, estudos com técnicas de reconstrugclo
tridimensional a partir de secgdes histolégicas mostram que,
mesmo  em individuos normais, ha varia¢c3o na forma das

vilosidades (Cocco & cols., 19&46). Alguns fatores de ordem
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tecmica tambeém podem 1irterferar Na altura e forma das
vilosrdaden. Assaim, 0 grev de contracdo de musculaturs do ei1xo
das vilosidades, a presenca da muscular da mucosa, o0 grau de
distencsao 1ntestinal no momento da rvetaurade do fragmento, e o
planc de SEeC Ao interferem na morfologia finzl destas
estruturas (Shenk & cols., 1968). Qutro fator aventado e a
tzxaz de renovacdo das celulas epiteiisie. Quanto maior a2 taxa,
maior 2 altura da vilosidade, e maior sz tendénciz 2o aspecto
digitiforme (Morson & Dawson, 19%0)..

As vilosidades =¥ {a) constituidas por um eixo
conjuntivo revestido por uma camada de epitélio cilindrico
alto. Este epitélic invagina-se e constitu:l as criptas
intestinais de Liberkuhn. Ha, em média, trés a sete criptas
para caude vilosidade (Ferguson & cols., 1977). Entre as
criptas ha um estroma frouxo, que forma 2 l8mina propria ou
corion da mucosa intestinal. Descreveremos os diversos
componentes da mucosa.

i)

2.6.2. 0D epitélio

As criptas e as vilosidades intestinais
estdo revecstidzc por uma camada Gnica de epitélio cilindrico
simples. Estas células s3o polarizadas, exibindo um ndcleo
ovéide de localizag3o basal, com maior o eixo orientado no
sentido do maior eixo da célula. 0O pclo basal das celulas
repousa sobre uma membrana basal e o polo em relag3o com a2 luz
intestinal apresenta um aspecto em "borda em escova', devido a
grande namero de microvilosidades que aumenta a superficie de

contacto. Esta borda em escova cora intensamente gquando
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anifilcada a téecnica do PAS t(acaido periéedico de Shatt: devido a
presents de uma camade genericamente conhec 1da COms
"glicocalice", formada por subst&ncias muco-acidas.

Nac secgoees coradas pela hemzatoxiline e eozina, &
medide que progride dsas ciriptas para o topo das vilosidades,
as celulas cilindricas mostram citoplasma progressivamente
mals eosincfilico e vacuolado, e ndcleo picnético {(Shenk &
cale., 1968).

As celulas epiteliails das vilosidades e das criptas
se diferenciam a partir de "células—m3e" (stem cells), gque se
localizam na base das e criptas (Poctten, 1973). Nas
vilosidades =as celulas sao ae trés tipos: as celulas
absortivas ou enterocitos, com borda em escova bem
desenvolvida; as celulas produtoras de muco; e as células
caliciformes. Nas criptas as células s3Ho: células muco-
produtoras, células caliciformes, ceélulas endocrinas do
sistema APUD, e células de Paneth. As células de Paneth tem
funcdc pouco conhecida, elas contem IgA e Igh, e seus grinulos
caracteristicos s3o ricos em lisozima (Morson & cols., 19%0).
As celulas endecrinas ou argentafins produzem grande
quantidade de horménios de atuagd3o no aparelho digestivo.

As células caliciiormes aparecem entre as células
cilindricas das vilosidades e das criptas. Seu nimero varia
muito em diferentes vilosidades de um mesmo fragmento, e entre
diferentes fragmentos. WNo topo das vilosidades &a relagdo
entre enterécitos e células caliciformes é de B:1. Ha
evidéncias de que as celulas produtoras de muco
progressivamente se diferenciam e maduram no sentido de

células caliciformes ( Lipkin, 1973 ).



Nz reci18o das criptas sd3o encontradas figuras de

mibone s, 1indicativas de renovagdo do epaitelio, € que em
condigoes normals estdo presentes em 1% das células. A
d:terenclagac doe enterdcitos se 1nicie na transi1gdc entre

criptas e vilosidades. Nesta area aparecem as microvilosidades
que aumentam em namero e altura na sentido do topo das
vilosidades ( Traier & Rubin, 1%26%). Ha, porem, evidéncias em
eztudos fer1tose em criancas, que sob o ponto de vists
morfoloéocuico, o< enterocaitos mails bem diferenciados, =

provavelmente, funcionalmente mais ativos, estdo localizados

na regido intermediaria das vilosidades, enquanto os
enterscitos localizados no topo, mostram aspectos
degenerativos, com perda do namero e tamanho das

microvilosidades ( Phillips & cols., 1979 ).

2.6.3. A 1l3mina propria

As células epiteliais repousam em uma membrana basal
da qual partem, perpendicularmente, finas fibras reticulares
que se inserem na ténue e frouxa matriz conjuntiva das
vilosidades e do corion entre as criptas. Estas fibras
reticulares também se inserem na parede de vasos sanguineos e
linfaticos. A matriz conjuntiva & frouxa e pouco colagenizada.
Est3o presentes delgadas fibras colagenas em torno das
criptas. Neste tecido est3o arteriolas, vénulas e capilares,
um vaso linfatico central, misculo lisg e fibroblastos, aleéem
de filetes nervosos do sistema nervoso autonomo. Os

fibroblastos se dispdem na interface células epiteliais -
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menénguims € parecem ter aslgum papel na reculacd3o e manutencdo
e tungoes  ahbeoprtivas € secretorase da mucosa ( Parker &
culs., 1974 ).

e does. constituintes comuns a todo
tecido conguntivo, a mucosz 1ntesztinal tem & particularidade
de conter, em condig¢gdées normais, pequenas quantidades de
celulas inflamatorias. Estas celulas s3o principalmente

linfécaiteose, plasmécitos, macréfagos, mastécitos e eosinsfilos.

Z2.6.4. 0 sistema imune associado & mucosa intestinal

A maior concentragdo de tecido linfoéide nos seres
humanos n3o esta nos érgdos linféides classicos, mas espalhado
nas mucosas sob 2 forma de foliculos linféides ou com um
tecido mais difuso, formado por linfécitos T e B, linfaécitos
intra-epiteliais, macrofagos e outras células apresentadoras
de antigenos. Este tecido recebe a designag3o genérica de
sistema MALT, do inglés "mucosa—-associated lymphoid tissue", e
no trato gastrointestinal tem a denominag3o de GALT, do inglés
"gastrointestinal—-associated lymphoid tissue. A localizag3o
estrategica deste tecido esta relacionada com a porta de
entrada de antigenos e patégenos (Roitt, 1988: Klein, 1990
}. Atualmente ha muitas evidéncias de que as ceélulas deste
sistema recirculam ativamente, e que devido a presenga de
moléculas de cito—ades3o especificas, fazem um "homing"
especifico nas mucosas.

Os linfécitos B e os plasmécitos da mucosa intestinal

secretam principalmente IgA, mas ha também secreg3o de outras



ymunoclobulinas, porém em menor quantidades. Uma vez
seencibrlizadose  na MUC O 1ntecstingd apcs contacto com  ©
antioeno e cooperagd3o com linfocitos T-auxiliadores, eles
migranm através do linfatico eferente {na mucosa n3doc h3
linfaticoz aferentes) para os linfonodos mesentéricos, onde se
diferenciam em células produtoras de imunoglobulinas, entram
nz circulagd3o atraves dos linfaticos eferentes, chegam ao
ducto torscico e a circulzcg2oc sanguinea, voltando ao sistems
MALT. Esta voltz ao sistemz MALT ndo & orgdo—especifica, i.e,
células originalmente sensibilizadas na mucosa intestinal
podem migrar para mucosa broénquica ou outra mucosa, £ vice-
versa, e parece depender de moléculas de cito-adesdo presentes
no endotélio e nas ceélulas circulantes( Mestecky & cols.,
1988). A presenga de antigenos na mucosa pode determinar
respostas localizada ou sistémica.

Os plasmécitos da mucosa intestinal foram estudados
atraves de técnicas de imuno—marcacdo "in situ" para
caracterizac3o do perfil de sintese de imunoglobulinas. A
maioria destas células sintetiza IgA, que sob a forma dimérica
ou tetrameérica, associada & proteina J & secretada na 1lu=z
intestinal, através de um processo de transcitose apés ligacdo
especifica com um receptor de membrana, recobrindo e ligando-
se & superficie dos enterdécitos através de glicoproteinas do
glicocalice (Mestecky & cols., 1988). Esta imunoglobulina e
importante na aglutinag3o de microorganismos e antigenos
alimentares, prevenindo sua ligag3o & superficie das celulas.
A Igh ¢ importante no estabelecimento da flora intestinal

normal, e na protec3o contra patagenos. A relagdo de



pleaesmecitoe sintetizando lufyy, IgM e lgbh, em condigoesz normais,
e de FOozlousl U bangston » cole., 19619,

bs laintocitos da mucosa 1hntestinal se organizam em
foitculios com  centro germanetivo  contende células B, e
periferiz constituids por linfécitos T, ou aparecem com uma
distribuic3o difusa na mucosa e entre as ceélulas epiteliais do
revectimentc das vilosidades e criptacs, sendo denominados de
linfoéocitos 1ntre—-epitelizise (James % cole., 1988; James %
colz., 1987) . A caracterizagdoc fenotipica destas ceélulas
através de marcagido de antigenos de superficie mostra que a
maioria dos linfécitose T tem carateristicas de celulas
auxiliadoras com perfil CD4%, e que o namero de células cDa*t
com perfil indutor de supress3o (CD4% CD45RY) & muito pequeno.
Os linfécitos T CD8Y tém, na sua maioria, caracteristicas de
células citotéxicas, havendo quantidade diminuida em relagdo
ao sangue periférico de células com o perfil de ceélulas
supressoras (CD11%) (James & cols., 1988; James & cols.,
1987). Um dado muito interessante em relag3o aos linfécitos da
mucosa intestinal & qgque eles mostram maior quantidade de
receptores de IL-2 que os linfécitos em outros orgdo,
sugerindoc que est3o em estado de ativagdo permanente, talve=z
resultante da continuada estimulag3do antigénica a que est3o
submetidos (Zeitz & cols., 1988).

Des linfécitos intra—-epiteliais s3o vistos entre as
células epiteliais de revestimento das vilosidades e das
criptas, acima da membrana basal. Seu namero varia de 7 a
307100 celulas epiteliais. 530 linfécitos grandes, com
citoplasma granuloso (Ferguson, 19773 Selby & cols., 1981;

Cerf~RBensussan & cols., 1989). A maioria tem perfil fenotipico



dee lanfoecitos 7 SURPTET L LTes exa1bindo CDE. Poucos sdo
linfecitos 1 aurililadore=, e rareps <ao linfecitos B . Uma
percentagem destas células tém caracteristicas morfolégicas de
celulas Ni (natural Fkalleri, mzs nac se  tem demonstrado
atividade ci1totexica nestas céiulae (Dobbins, 198B&) . A fungdo
destas células n3o ¢ bem conhecida, mas supse—-se que elas
modulem a resposta 1mune em condigdes normels e patolégicas,
contrapondo—se ao perfil suriliador das células T dz lamins
propria.

Ds macrofagos da mucosa 1ntestinal podem ser isolados
para estudos in vitro e também tém sido caracterizados in vivo
( Golder &~ Doe, 1983; Selby % cols., 1983) Estas células
localizam-se, preferencialmente, no eixo das vilosidades
intestinais, onde normalmente ha poucos linfoécitos e
plasmécitos. Foram identificados dois tipos morfoldégicos
distintos, que também exibem perfis fenotipicos diversos,
tendo sido interpretados como morfo e funcionalmente
heterogéneos. A maioria dos macrofagos tem aspecto
interdigitante com prolongamentos longos, e sob o ponto de
vista funcional apresentam—-se com o perfil de células
apresentadoras de antigenos, expressando HLA-DR e ATPase na
superiicie . Uma minoria dos macréfagos (10 a 204%) tem
caracteristicas de macréfagose inflamatoéorios, exibindo grande
volume, superficie lisa e lisossomos. 0O perfil de células com
pouca capacidade de apresentai¢do de antigenos foi evidenciado
pela auséncia ou pequena expressdo de ATPase, e grande
expressdo de fosfatase &cida.

Os mastécitos est3o presentes em toda a extensao da

mucosa do trato digestivo, mas n3o s3o vistos no epitélio. Sua



concentragdo ¢ maxzima a nivel do jJejuno, onde 530 encontrados
cerca  de  11.000/mm-. Oe produtos destas ceéelulas  alem de
alterarem o fluxo sanguinen e a permeabilidade vascular,
eztimulam a secregao de muco, aumentam & quimiotania € &
capaciadade de destruir parasitas dos eosincfilos, e promovem
a 1nibi¢qo da sintese de linfocinas e anticorpos atraves dos
linfécitos T supressores. 0Os eosinsfilos estd3c presentes em
peqgquena quantidade, mas o© seuw noamero aumenta nNOS Processocs
alérgicose e nas helmintiases e outras parasitoses (Lee ¥

cols., 1988; Klein, 1%90).



L.7 ORJETIVOGS

fo o bezcrever a nivel histolégico, as slteragoez morfoleglcacs
encontradas em mucosa de 1ntestino delgado de criangas com

calarar, obtidas atravesz de biopszia per-oral.

Z) Graduar segundo os criterios de Shenk & Klipstein e
Goldegar™ & Vanderhoof, ac alteragoes daz mucosa i1ntestinal de

criangas com calazar.

11}
m

Z» Comparar estas alteragdes da mucosa intestinal com

encontradas na desnutrig3o e em outras parasitoses.

4 Verificar a frequéncia e a intensidade do parasitismc de
células da mucosa intestinal por leishmdnias em criangas com

calazar.

5) Correlacionar as alteracgdes merfolégicas da mucosa de
intestino delgado de criancas com calazar, com a intensidade

do parasitismo de células da mucosa por leishminias.

6 Analisar a nivel ultra-estrutural, as relagées parasitas x
hospedeiro, caracterizando as celulas do infiltrado

inflamatério e suas relagsdes com as leishmdnias.

7) Investigar a nivel ultra-estruturai, evidéncias e possivels
mecanismos parasiticidas in vivo, na leishmaniose visceral

humana.



. MATERIAL E MeTODOS

Cei. iwmlantvito CUNM LALAZAE

Foram ectudzdces frazgmentos de mucooz do Jjejuno
ootidos, atraves de biepsia peroral, de 20 pacientes
1nLET Ha00s no Hospitail Urmaversitarieo Professor Edgard Santos
gz Uriverzidade Federzl de Bzhia ous no Centro de Resxdratacdo
do. TAMPE (CHR) com diasgnesztico confirmzdo de lelshmaniose
vieceral. Todos eram criangas e procediam de diversas regloes

gz Ebszhia e de Sergipe {(um casoi:, €& apresentavam O sinalis e

[\

=intomas cCclassicos de czlazar, QUEZ1S5S SeJam, hepatc  e/ou
esplenomegalia, febre prolongadz, anemia, € hiperglobulinemia.
Em todeos confirmpu-se a suspeita diagneéestice através da
demonstracdo de formas amastigotas de leishminia, em
esfregacos de punclo esplénica ou de medula éssea corados pelo
mé&todo do Giemsa, ou por cultura em meios artificiails.

s dadoe relativos aopz pacientes est3o eupressos nas

tapelies 1 e . Todos eram criangas na faixa etsria de um &

[P
3

onte anos; a maioria do sexo masculino. O intervalo entre o

aparecimento dos sintomas e o internamento variou bastante. A

it
1))

partir dos prentudrios clinices foram levantados rdado
respeiteo da 1ntensidade do parasitismo nos esfregagos de
puncoes esplénicas ou medulares. Na maioria dos pacientes
tinha si1ido feita a avaliag3o do estado nutricional segundo os
criterios de Gomez (1946 e procederam-se exames
parasitolegicos de fezes. Dados relativos a presenga de
diarre:ia foram levantados. RNuase todos pacientes foram

submetidos a testes de avaliagdo da fung3o absortiva



CZ)"
intestanel através de tester de aboorgdo de triglicerideos, de

it 6 laotooe .,

ir

Irés pacientecs €7 am Virgens de tratamento
e ttrcee gquando  foram  submetidos & prameira bilopsia  de
mycons de  jJejuno. DOs demsie estavam em diversos momentos do

uso de terpia especifica. GRuatro deles tinham recidiva da
doencas e em seil1s havia evigénclas de resisténcia ao tratamento

convencionz] com drogas antimoniails.
J.o. CASUHETICA

Faram realizadas biépsias em vinte pacientes.
Alguris pacientes foram submetidos 2 mais de uma biopsia em
momentos diferentes da evolug3o da doenga. Trinta e um
fragmentos foram analisados através da microscopia optica.
Vinte © dois fragmentos foram submetidos a analise ultra-—-

estrutural com microscopia eletrénica de transmissdo.

Z.Z2. OBTENGCAO DOS FRAGMENTOS DE MUCOSA INTESTINAL.

As criangas foram submetidas a biopsia de mucosa do
intestino delgado por via per—-oral. Os procedimentos foram
realilzados na Enfermaria de Pediatria do Hospitzl
Universitario Prof.Edgard Santos da Universidade Federal da
Bahia pelos membros do grupo de Gastroenterologia Pediatrica.

Foram utilizadas capsulas de Watson, Crosby ou Carey.
Os pacientes foram mantidos em jejum por, no minimo, quatro
horas. Apés intubac3o nasal com sonda de nelaton no. 09, a
sonda era "pescada" pela boca com gancho preprio e em sua

extremidade distal era acoplada a capsula de biépsia que



dispoe de um  mecanisme cortante disparavel por press 3o
neuitiva., BEets capesula ere conduridges ate & oro-feringe e entdo
degliutida pelo paciente. Aguardava—-se a progressdo da capsula
ate & regr1do duodeno-)ejunsl e procedia-se o disparo ds
capsula. Em seguida a2 <sonde era retirada e na oro-faringe
recolhia—-se a capsula. Esta era aberta e o(s) fragmentol(s)

eram retirvados e divididos para os diversos procedimentos.

S.4. PRODCESSAMENTO DO MATERIAL

J.4.1. Estudo histolsgico

Os fragmentos de mucosa foram estendidos em papel de
filtro de modo que 2 superficie externa da mucosa ficasse para
cima. Foram fixados em formol a 10% tamponado durante oito a
12 horas. Em sequida foram desidratados progressivamente em
etanol, clarificados em xilol e embebidos em parafina. A
inclus3doc em parafina foi orientada de modo que as secgoes
incluissem as vilosidades e criptas cortadas
longitudinalmente. Os cortes foram feitos com 3 a 5 micra de

espessura e foram corados pela hematoxilina e eosina.

3.4.2. Estudo ultra—-estrutural

Fragmentos com um milimetro de espessura foram
imediatamente fixados em solug3o de glutarldeido a 24 em
tamp3o cacodilato de sédio O,1M, pH 7,4 a 40C, durante uma
hora. Apés 12 horas de lavagem em tamp3o cacodilato de sadio

0,2M, os fragmentos foram pés—fixados em solucdo de tetroxido



de osmio a 1% en tampdo cacodilato de sédio O,19M, pH 7.4 &
400, durante um hore . Foxr  teite oewadratecac em &loood
etilico em concentragses progressivamente aumentadas a partir
de o et aglcon] sbhuoluto.  Apde passagens en oxido de
propileno, tos feirta 1nclusao em resina Polybed 812

(Polysciences Co., EEUU). Foram feitos cortes semifinos com

0,5 a2 1,0 micremetro de espessura com navalhz de vidro, gque
foram montados emr laminaz de vidro e coradzs pelo azul de
metileno—azur 17  (Richardson & cols.,19460), e estudadas em

microscopia optica. Dns blocos selecionados, foram feitos
cortes ultra—-finos com 600 angstrons de espessura, usando-se
navalha de diamante em ultra-microéotromo Reichert-Jung Ultra-
Cut 1Il1. As secgdées foram colhidas em grades de cobre de 200
malhas e contrastadas pelo acetato de uranila a 7% em alcool
metilico absoluto e em citrato de chumbo (Reynolds, 1963). Os
exames foram teitos em um microsceépio eletrénico Zeiss, modelo
EM—109, As micrografias foram feitas em filme kodalith Ortho
de 70mm.

Na analise ultra—estrutural avaliou-se a natureza do
infiltrado inflamatoerio e as relagdes parasito hospedeiro.

3.4.3. Estudo imunchistoquimico.

Afim de confirmar que os protozoarios presentes na
mucosa intestinal eram leishmanias foram realizados estudos
imunohistoquimicos com anticorpos anti—-leishmania, segundo a
técnica da imunoperoxidase indireta, em secgdes histoleéegicas
de fragmentos de mucosa intestinal fixada em formol e incluida

em parafina.



L4070 Origen e _preparagdo dos reagentes imunclégicors

Us anticorpos anti-leishmania foram preparados

seuundo os metodoe & serem descritos.

Z.4.2.1.1. Cultivo de leishménia

Fara & producdc de anticorpos anti- o =" -:0.2 foram

protozoério:z e ket ieclado de Leishmdnia
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amazonensis, caracterizado atrzves de zime) de anticorpos
monoclonais (Dr.Gabriei Grimaldi, FIOCRUZ, Rio de Janeiro),
mantido em cultura in vitro em meio LIT (Liver infusion
Tryptose) suplementado com 5% soro bovino fetal , 1% de meio

RPMI dez vezes concentrado, e 1% de meio 199 dez vezes

concentrado.

3.4.3.1.2. Produ¢do de anticorpos anti-leishménia

Para a producd3o de anticorpos anti—leishmania foram
utilizados coelhos que durante sete semanas consecutivas
foram inoculados por via intravenosa com 107 formas
promastiigotas de Leishmania amazonensis em fase estacionaria
de crescimento em cultura in vitro. Uma semana apsés a ultima
inoculag3o determinou-se a8 presenga de anticorpos no soro
através de um teste de ELISA, utilizando-se como antigeno um
extrato de leishm@nia. 0 soro utilizado mostra uma reacdo

positiva até a2 diluig¢3o de 1:1000.



e 0L 0. Procedimentos da imunomarcagdo

Secgoes  histolouices de fragmentos de  mucon
intestinagl de criangas com calzzar, com espessur:s de 5 micre,
toram desparafinizados em trés banhos de xilol, durante 3G
minutos. Em seguida o xilol foi removido com um banho de dois
minutos em alcool absecluto. Al peroxidase  endogenc fo1i
blogueada em um banho de uma hora em uma mistura de metanol
contendo peroxido de hidrogénio (30 volumes) a 1%, azida de
sodio a 0O,1%. A inibig¢3o de reag¢gdes inespecificas to: feita
utilizando—-se um banho de umz hora nz mistura de PBS contendo
leite desnatado (MDLICO) & ¢,2%4 e 10% de soro normal humano do
tipo AB. Apoés lavayens em PBS, os cortes foram incubados,
durante uma noite a 4%3, com o soro do coelho imunizado com
leishmania diluido a 1:360, em FbS ( Phosphate buffer saline
— solug8o salina tamponada) contendo 10% de soro normal humano
do tipo AB. Em sequida, apas lavagens apropriadas, cobriram—se
oc cortes com soro de cabra anti—coelho (Sigma Co., EEUU)
conjugado & peroxidase, diluido a 1:50, durante 30 minutos, em
camara umida, a 37°C.

Sequiram—-se novas lavagens e a enzima foi revelada oferecendo-
se para uma reac3o corada a diaminobenzidina (DAE) ( Sigma
Co., EEUY) diluida & 30% em PBS contendo peréxido de
hidrogénio. 0Os cortes foram lavados, rapidamente corados em
hematoxilina de Harris, desidratados em A&alcool, clarificados

em xilol, e montados com laminulas de vidro sobre balsamo.

3.4.3.3. Controles da imunomarcac838o




FPara & avaeliagdc do teste de imunomarcacdo em tecido
t.. s e formol e parefinmnicede:s foram utilicados oz seguintes

ceiiules de reagdo.

a! Soro de coelho normal substituindo o anticorpo primario na

tecnica de imunoperoxidase indiretza.

b Loro de coeliho anti-leishmania, previamente absorvido com
formze amastigotaze de Leishm8nia, substituindo a anticorpo
primaric na teécnica de 1i1munoperoxidase 1ndireta. Para tal, 1
ml de soro de coelho anti—-leishmdnia foi absorvido com um
"pellet"” de 1 X 10° promastigotas de L.amazonensis. 0
sobrenadante foi absorvido mais uma vez com um “"pellet”
contendo 5 X 10¢ L.amazonensis. 0 teste de imunomarcac3o em
tecido foi negativo usando—se um ccntrole positivo.

c) Seccdes de mucosa intestinal de criangas com Doenga

Celiaca, poliparasitose intestinal e desnutrig¢do.

dj Secgaes de lesées cut3neas de camundongos Balb/c

experimentalmente infectados com L.amazonensis.

3.5. CRIT&RIOS DE AVALIAGAD HISTOLASGICA DA MUCOSA INTESTINAL

Além da descric3o dos aspectos morfolégicos gerais da
mucosa intestinal e da semi—quantificagd3oco de parasitas. foram
adotados os critérios descritos por Goldgar & Vanderhoof
(1984) para avaliar o grau de comprometimento da wmucosa,
utilizando um método semi—quantitativo que permite o

estabelecimento de escores. Incluiu-se, ainda, a semi—
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f soma dos Indices obtidos nos 1tens A, B, C, D e E gera
frtrce geral de alterigds de mucosa, gue divide oe pacientes
e trél grupos:
De & & 4 ponto: -, Normal ou discretamente alterado
De 5 a 9 pontoe - Moderadamente alteradsa

De 10 a 14 pontos -> Intensamente alterada

J.6. ESTUDO DA MUCOSA INTESTINAL DE CRIANGAS SEM CALAZAR

Afim de comparar os aspectos morfolégicos da mucosa
intestinal de cCriangas com calazar com as alteracédes
morfoloégicas vistas em criangas com desnutricio e/ou
giardiase, e diarreia crénica foram revistas as secgdes
histologicas de mucosa intestinal de 22 criangas, 13 com graus
variados de desnutrigdo e nove com giardlase. A faixa etaria
era a mesma das criangas com calazar, e tinham sido biopsiados

no mesmo periodo de estudo dos casos de calazar.

3.7. AN&ALISE ESTATISTICA

Afim de analisar a associac¢do entre alterag8es da
mucosa intestinal e parasitismo dos macréefagos por leishma3nias
foi usado o coeficiente Gama de Goodman & Kruskall com a
respectiva medida de signific8ncia (Levin, 1978). Para efeito
dos calculos as tabelas foram reduzidas a forma 3X3,
Juntando—-se as colunas e linhas referentes a parasitismo

discreto e ausente.



TABELA ]

I FELATIVG 6 0Dald . S0yl TEM O DE DULKIA £
PELIEDENTTA DD BADTERTES Chr OF Al SUBMETIDUL
£OFIG L6 DE MELDES INTELTING

Ferrente  Ipade Sevn T.doence Froredéncia Hospital
FLE.C & anos Mzc 12 mesez Araca ju HUPES
R.J 4 anos Mas 08 meses Camagari HUPES
G.0.% iB8 mesez Mas 05 meses Lengois HUPES
r.R.C 11 anoc Mz < 24 mesec BEreiinhos HUFES
E.C.F 16 mesez Mas 0% meses Itaberaba HUPEE
D.CC.S 20 meses Fem 03 meses Camagari HUPES
M. S anas Mac 01 més Lengols CHR
C.H Lanos Mas 18 meses C.Formoso CHR
R.U.5 2 anos Mas 06 meses Jacobina HUPES
P.A 4 anos Fem 06 meses Jacobina HUPES
T.C.S 3 anos Fem O3 meses Entre Rios HUPES
M.5.6 14 meses Mas 01 més Monte Alegre HUPES
H.J.N % anos Mas 06 meses Jacobina HUPES
E.&.5 1 ano Fem 07 meses Lengois HUPES
5.5.5 i ano Fem a1 mes Itaberaba HUPES
R.S.C 9 anos Mas 10 dias Cipe HUPES
R.E&.P 4 anos Fem 01 mes Jacobina HUPES
M.E.A 5 anos Mzs 03 meses Serra Freta HUPES
L.A.G 6 anos Fem 25 dias ITtuacu HUPES
P.A.S 9 anos Mas 01 més Lengois HUPES




TARE LA 2

DALt DUANI0ns DE o PALTENTES DL CALAZAR

SN TIDN G BIGRLIA DU MULOLS TRTECTINGL
Paciente Febre tepienomegalia Hepatomegal:ia Diarréis E.Nutricional
FLR.S SIM SIM SIM SIM DrC 13
R.J SIiM SIM SIM SIM DPL 11
6.06.5 SIM i S1r gim Ll 131
D.R.E eim SIM 5im Sik DFC II
E.C.F £iM 1M SIiM SIM peC 111
D.C.S SIM SIM SIM 51K prl 11
M.5 i N&s E1M NAD Dre 13
C.R SIM SIiM SIM NAGO EUTROFICO
R.0.S 51 SIM SIM SIM N.A
F.A SIM SIM SIM SIM BFC 11
T.C.§ - SIM SIM SIM SIM N.A
M.5.Q SIM SIM SIM NHEO pPC 1
H.J.N SIM SIM SIM SIM PPC 1
E.S.& SIM SIM SIM SIM N.A
5.E.5% SiM SIM EIM N&D EUTR&F ICO
R.8.C SIM SIM SIM SIM EUTROFICO
R.5.P SIM SIM SIM N&O DPC III
M.S.A SIM SIH SIM EIM N.A
L.A.G SIM SIM NAO NAC DPC 11
P.A.5 SIM SIM SIM N&sd DPC Il

DPC= Decnutricdo proteéico—calerica
N.A= Ndo avaliado



4. RESULTADOS

4.1, DELTRIGAD CERAL DRSS ACHADUS HISTOLOGICDL

Foram analisadas secgses histolégicas de 31
fragmentos de mucosa de jejuno, obtidas através de biépsias
per-orals de 20 criangas com diagnodstico cliinico-labrnraterial
e parasitoloégico de calazar.

& microscopia optica havia, em quase todos 05 casos,
alteragdes inflamatorias no corion da mucosa, caracterizadas
por infiltrado infiamatério de celulas mononuc leares,
notadamente plasmocitos, 1linfécitos e macrofagos, além de
pequena quantidade de epsinsfilos e raramente neutréofilos. A
gquantidade e distribuigdo destas células mostraram variagées
individuais. Este infiltrado era difuso e tendia a adensar—-se
no eixo das vilosidades intestinais. Em dezessete pacientes
foram encontradas formas amastigotas de leishménia no
citoplasma de macréfagos. Em alguns pacientes o parasitismo
intestinal era intenso, enquanto em outros havia poucos
parasitas. Além destas, notaram—se alteragdes na arquitetura
das vilosidades intestinais. Freqgiientemente observaram—se
alargamento e encurtamento das vilosidades devido a presenca
do infiltrado inflamatério e edema. Muitos casos mostraram
redug3o na relag3do vilosidades:criptas, que se traduzia por
graus variados de atrofia vilositaria.

Descreveremos, com detalhes, cada grupo de

alteragcdes observadas.
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s ieschniog s foren obheervedis o muoots de deresee i
vinte pzocientes estudados ( BS%W dos= casos). A tabela I mostra
a distribuigac do parasitismo intestinal, segundo SuaE

irntenzilo0aoe. hoti-ze Que gquase & metlade dLs patieinves tn

moderadn 3 1ntencso paracsitismo intestinal.
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No totzl de 21 fragmentos estudados, foi poss

identificacd3o de leishminias em 21, ou seja, em cerca de 6&7%

I

O

n

Cazls.

G para=sirtismo foi intensoc em oito casos, moderado em
quatro, discreto em nove, e esteve ausente em de:z.

Os parasitas eram vistos no citoplasma de
macréefagos. Nos casos com intenso parasitismo estas células
predominavam no infiltrado e ocupavam todo o corion, exibindo
citoplasma amplo e abarrotado de parasitas ( Prancha 1,Figs.1
e I ). DOz macreofages parasitados distribuilam—se no cérion

Dclando a

n

i

iperticial dis criptas glandolares & se adenszvan

no eixo das vilosidades, causando alargamento, por vezes

acentuado, e gque conferiam a estas estruturzs o aspecto em

hzguetz de tambor “ ou em " cogumeleo " (Prancha 1, Figs.2 e 4
). Quando o© parasitismo era discreto, além de redugdc do
namero de macroefagos parasitados, o namero de parasitas por
macraefagos também era menor que nos casos com densc
parasitismo, e estas células, em geral, eram encontradas no
el1xo das vilosidades, de permelio a outras celulas

inflamatérias mononucleares ( Prancha 1, Fig.9 ). Nos casos



tulo parasitismo fol considerado moderado a distribuigc3o dos
micretagon paerasitados erve irregular.  Algumes vilosidadecs
mostravam—se 1ntenzamente parasitadas, enquanto outras estavam

livrec de paracitas.

4.1.2. Alteragses no padr3o vilositario

A analise do padrde vilositario da mucosa mostrou
alteragoes em vinte e cinco das trinta e uma amostras ( Tabela
4 ). Nos casos com alteragdes i1intensas notavam—se acentuados
encurtamento e alargamento das vilosidades devido a inflamagd3o
e discreto edems. Nestas circunstancias, as vilosidades
exibiam aspecto digitiforme com topo arredondado ( Prancha 2,
Fig.l ). Em um caso deste grupo havia completo desaparecimento
das vilosidades e a mucosa tinha aspecto plano ( Prancha 2,
Fig.2 ). Mas amostras com alterag8es moderadas o encurtamento
e o alargamento eram moderados, mesmo nas Aareas sem parasitas
(Prancha 2, Fig.3). Poucos fragmentos mostravam padrdo
vilosit&rio normal, caracterizado por aspecto digitiforme, com
escasso cérion no eixo, contendo poucas células inflamatérias
(Prancha 2, Fig.4). Nas &areas parasitadas as leishm3nias eram
vistas nos macrofagos do topo das vilosidades (Prancha 2,
Fig.5). Em dois casos, devido ao pequeno tamanho dos
fragmentos e dificuldades na orientag3o das secgdes, ndo foi

possivel avaliar o padr3o vilositario.
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FARAGSITIEMO N Pacientes / Total

PRESENTE : 17720 (B3%)
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Fig. 1 - Parasitismo intestinal por leishmania. Nota-se
i s s riana tendo no corion macrofagos abarrotados de

les=shmanias. De permeioc ha poucos linfécitos. (H-E, X400).

Fig. 20 - Doctzlthe da foto anterior. Notam—se macrefagos
amplos abarrotadeos de leizkm8nia e alguns linfécitos de
permeio. No alto o epitélio cilindrico alto do revestimento

intestinal. (H-E, X1000).

Fig. 3 ~ Atrofia parcial e intensa de mucosa intestinal. Ha
inversao de relagao vilosidades : criptas. Nota-se topo de
vilosidade 2z2rredondado, contendo macréfagos parasitados. A
medida que se distd3ncia da superficie diminue o namero de

macréfagos e aumenta o de linfdécitos. (H-E, X100G).

Fig. 4 - Vilosidade com acentuado alargamento devido a
presenga de macréfagos parasitados por leishmanias. 0
infiltrado & monomarfico, mas & medida que se desloca para

dentro aumenta o numero de linfécitos. (H-E, X200).

Fig. 9 - Presenca de alguns macrafagos parasitados ( )} em
casao com discreto parasitismo. Note que o 1infiltrado e
misto, vendo—se outras células mononucleares de permeio. (H-

E, X1000).
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4.1.5. Alteracoes na relacgdc vilosidades : criptas.

f+ Tabela 4 mostre que & relsgdn vailosidsdes @ criptas
eetave intensamente alterads em varios casos, tradurindo a
acentuada atrofia vilositaria. Nestecs, a relacdo estava
invertida ou era de 1:1, Em outros fragmentos a atrofia
vilozitéria Era moderada, notando-se uma relagdo vilosidades :
criptas de 2:1. Nos especimens com discreta atrofia das
vilosidades a relacdo vilosidades : criptas era de 3:1. Trés
casos mostravam vilosidades de aspecto normal. Estas
vilosidades eram alongadas, digitiformes e a relagdo
vilosidades : criptas era de 4:1 a 5:1. Nas trés amostras que
eram pequenas ndo foi possivel 2 avaliag¢do da relagdo

vilosidades : criptas.

4.1.4. Epitelio Superficial

0 epitélio de revestimento das vilosidades tinha
aspecto colunar altoc com borda em escova nitida em 17 dos
fragmentos estudados. Em sete casos o epitelio era cubico e
nos outro sete mostrava evidéncias de pseudo-estratificagdo
dos nicleos. Ocasionalmente eram vistos linféecitos intra-

epiteliais, mas seu numero sempre foi discreto a moderado.

4.1.5. Inflamagdo

Em apenas um caso, a quantidade de cé&lulas
inflamatérias mononucleares no céricn foil considerada normal.
Os demais tinham quantidades variadas de células inflamatérias

( Tabela 4 ).
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Fic. 1 — Vilosidade com topo slargado & srredondado devido a
etunuic de macroefeagose pores:tados por leizhmanias. Note gue

o infiltrado €& 1intensc no topoc e diminuil no sentido dsa

l&minag prépria (imunoperoxidase anti—-LSH, X400).

Fig. 2 - Atrofia completa das viliosidades intestinzis em

cazo com intenso parasitismo. As criptas estfo alongadas (H-

E, X104,
Fig., I - Atrofia moderada das vilosidades. Notam-se
vilosidades encurtadas e alargadas, com infiltrado

mononuclear do cérion. A relagao vilosidades:criptas é de

2:1 a 1:1 (H-E, X100).

s

Fi. 4 - Mucosa com alteragées histolégicas minimas. HE

discreto infiltrado de células mononucleares no cérion (H-E,

X100).
Fig. S - Detalhe de vilosidade contendo poucocs macréfzgos
parasitados na 18mina prépria . Nota—see dilatagd3o do

linfatico central. (H-E, X400).
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Na maloria dos casos o 1nfiltrado era misto, e

conctirtutido por celulas inflamatorias mononuc leasres

plasmocitarias, linfocitarias e macrofagicas. Em varios casos,

alen destas celulas, foram i1dentificadas quantidades variaveils
de eosincfilos, e, mais rarzmente, de neutréfilos.

Os macréfagos predominaram em nove casos e foram as
célulzas predominantes em todos os casos com intenso
parazitismo. Eram vistos nas porgoes mais altas do cérion e no
eiro das vilosidades, e tendiam a desaparecer ha diregd3o da
muscular da mucosa. uando o parasitismo era moderado,
frequentemente eram vistos linfocitos de permeio aos
macréofagos, as vezes em 1ntimo contacto com estas celulas
(Prancha 3, Figs.l e 2). Em casos com poucos parasitas ou
mesmo sem parasitas demonstraveis, eram vistos alguns
macrofagos contendo pigmento pardo—acastanhado e granuloso no
citoplasma. Em alguns casos havia focos de destrui¢do de
macréfagos com liberac3o de parasitas para o intersticio.

Em cinco fragmentos a célulsa inflamatoria
predominante foi o plasmécito. Destes quatro tinham moderado
infiltrado e o outro tinha intenso infiltrado plasmocitario,
constituindo uma enterite plasmocitaria (Prancha 3, Fig.3 ).

Nos quinze casos restantes o infiltrado
inflamatério foi do tipo misto, contendo quantidades
semelhantes de linfécitos, plasmécitos e macrofagos (Prancha
3, Fig.4 ). Nestes casos a inflamacdo variou de discreta a
moderada.

A presenga de eosindfilos foi notada em vinte e um
fragmentos. Seu nuamero sempre foi menor que © das celulas

inflamatoerias mononucleares. Nos casos com parasitismo



T

dicocrete ou ausente e 1nfiltrado misto, estas célulase foram
mels  numeroses  Que  nos casoi. com parasitismo intenso e

predominio de infiltrado macrofagico.

4.1.6. tndice geral de comprometimento da mucosa do jejuno

A avaliagdo do {ndice geral do comprometimento ds
mucoss através da quantificagdo das alteraggdes anteriormente
descritas mostra que a maioria dos fragmentos analisados tem
indices que apontam para alteragées moderadas a intensas. Em
quatro casos ndo foli possivel a avaliagdo devido a escassez do
material e/ou problemas na orientac3do do fragmento. A Tabela 4

mostra a distribuig3o geral dos indices.

4.2. ANALISE HISTOL&AGICA DA MUCOSA INTESTINAL DO GRUPO DE
CRIANGAS SEM CALAZAR.

A tabela 5 mostra os resultados da analise
histoldégica de 22 bispsias intestinais de criangas desnutridas
(13) e de <criangas com giardiase. N3o foram observadas
diferengcas quantitativas entre as alteragées observadas neste
grupo e nacs criangas com calazar. Sob o ponto de vista
qualitativo a natureza do infiltrado inflamatorio foi
semelhante a descrita nas criangas CcoOm poucas ou sem

leishm3nias na mucosa intestinal.
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ENVOLVIMENTO DO INTESTING DELGADO NO CALAZAR

Alteragdes gerais observadas em 21 fragmentos
de mucosa intestinal, obtidos de 20 criangas
com Calazar

Intensidade das alteragoes

PARAMETROS Intenso Moderado Discreto Normal
Padrdo vilositario 10 7 8 4
Relag3o vilos.:criptas 6 10 8 A
Inflamagdo 7 16 7 1
indice geral & o () Q

N.A

2

4

O

N.A — N3o avaliado
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Fig. 1 - Macrofagos parasitadons por leishmanias, tendo de

permeio lintecitos e plasmocitos. (H-E, X400),.

Fig. 2 - aArea de 1nfiltracs mistoc no eixo de ums vilosidade.
He variosz macrofago: dvensamente parasitados com linfecitos

de permeio e varios plasmoéecitos e Ltuono. (H-E, X400).

Fiz. 3 — Enterite plasmocitaria. 0 infiltrado inflamatério

1yl

no eixo da vilosidade consta, guase exclusivamente, de

plasmocitos. (H-E, X400:).

Fig. 4 - Vilosidade muito alargada por infiltrado
inflamatdério linfo-plasmocitéario. Note a pseudo—
estratificacao dos niacleos do epitélio cilindrico de

revestimento da vilosidade. ( H-E, X200).
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4.5. ESTUDU DA CORRELAGCHEDO ENTHRE PARASITISMO E ALTERAGHES DA
MAZO0LS DO INTESTING DELGARDG.

4.3.1. Intensidade do parasitismo intestinal X alteragdo
do padrao das vilosidades intestinzis.

A Tabelaz & mostra a relagd3o entre a intensidade do
parasitismo da mucosa do intestino delgado e © grau de
alteracd3o do padri3o vilositario.

0=z dados mostram uma correlac3o entre a intensidade
do parasitismo e o grau de zlterag3o do padrd3o vilocsitario.

No grupo com intenso parasitismo o padri3o
vilositario estava moderada ou acentuadamente alterado. Neste
grupo foram observados trés fragmentos com mucosa
completamente plana.

Ne grupo com moderado parasitismo, as
alterag8es do padrdo vilositario foram semelhantes as vistas
no grupo com intenso parasitismo.

Quando o parasitismo era discreto, as modificagdes do
padrdo vilositario tendiam a ser mais discretas.

Nas amostras sem parasitas demonstraveis, as
alteragdes do padr3o vilositario foram variadas. Dos trés
fragmentos com altera¢gd3o moderada, dois representavam a
seqgunda bidépsia de pacientes que tinham mostrado parasitas na
primeira. Um deles tinha intenso parasitismo e alteragdo
acentuada do padr8o vilositadrio. 0 outro tinha parasitismo

moderado e alterac3o moderada.



TABELA O
MORFOLOGIA DA MUCDOSA DU INTESTING DELGADG
Alteracces gerais observadas em 22 fragmentos

de mucosa 1intestinal, obtidos de 27 criangas
com desnutrigdo e\ou glardiase, sem Calazar

Intensidade das alteragoes

PAREMETROS Intensc Moderado Discreto
Padrdo vilositario ) 8 7
Relacdo vilos:criptas 5 8 5
Inflamagdo 5 11 6

tndice geral 6 10 6

Normal

2




ENVOLVIMENTG DO O INTESTIND DELGADD NG CALAZIAR

Relag8c entre & 1ntensidade do parasitismo
g mUCOS: £ o grav o8 sitErzgec das vilosidades,
em 31 fragmentos de mucosz intestinal, obtidos

de 20 crianges com Czlazar

fAlteractes do padrdoc viips:itario

PARASITISMD Acentuado  Moderado  Discreto Normal N.A total
Intenso 7 1 - - - 8
Moderado Z 1 - - - 4
Lizcreto - s 4 £ 1 G
fAusente - 3 4 2 1 10
total 10 7 8 4 2 31

N.A — N3ao avaliadeo, Coeficiente Gama

+0,97, P< 0,01



Yoo MLre s UomoTira gue hviE ooorrelsgdo entre @ oantensidade

0= fragmentoz com acentusdo parasitiemo, mostravam
poone T o o o1ntensz z2iroTin OEf vilozideades., sendo que dols
Tirnmar 1nVETS3T dz relacac vilosidzades : criptzs. Ecsta

tera¢i3o se traduz por reducdc da relacgdoc vilosidadesz—criptas

D
o

Guando havia mogerado parasitismo dz mucosa,
nctazvea—se moderada atrofiz dae vilosidades.
fluando havia discreto parasitismo a atrofia era, na
maioria dos casos, discreta.

Em dez amostras sem parasitas, apenas duas tinham
atrofia moderada. As duas representavam a3 segunda amostra de
pezrientes aue tiveram bidpsiz anterior mostrandc parasitas.
= tres cascs Que tinham atrocfiaz discreta provinham  de
pacisntes que tinham mostrado parasitas e graus de
atrofiz maiores ou  semelhante em biopsia  anterioer. Duzas=

amo=trasz  evram normz.> &= em  tré

]

nao houve condigoes de

aveliacdo do grau de ztrofia.

4.53.3. Intensidade do parasitismo intestinal X intensidade
do infiltrado inflamatosorio.

A tabela B mostra a relacg3o entre a2 intensidade do

para=s=itismo e a intensidade do infiltrado inflamatério.



Nos fragmentos gue mostraram 1ntence pesrasitismo,
hevie 1ntenso 1ntiltrado 1inflamatdorio. Nectez casos @ céluls
intlamatoria predominante eram os macréfagos.

Noz casos com moderado parasitismo, a inflamagao foi
de moderada intensidade em todos. Nestes casos além de
macrofagos eram vistos muitos plasmécitos e linfécitos.

Nas amostras com parasitismo discreto, a inflamag3o
foi1 moderada ou discreta. 0O infiltrado tinha um carater misto,
vendo—se linfoecitos, plasmocitos, macrofagos e alguns
eosinéfilos misturados.

Dos dez fragmentos sem parasitas, a8 inflamagl3o foi
moderada em cinco, sendo que a dois destes fragmentos
provinham de pacientes que tinham mostrado parasitas em
bispsias anteriores. Quatro tinham 1nflamag3qo discreta, e
trés deles representavam a segunda biépsia de pacientes que
tinham parasitas demonstraveis na biépsia anterior, enquanto o
outro era o sequndo fragmento proveniente de um individuo no
qual nXo tinham sido encontrados parasitas anteriormente.

Apenas um caso n3o tinha namero aumentado de células
inflamatérias nem foram demonstrados parasitas. Provinha de um

paciente cuja bidpeia anterior mostrou raros parasitas.

4.3.4. Intensidade do parasitizmo intestinal X grau geral
de alteragdo da mucosa intestinal
Considerando—se os critérios anteriormente
analisados, foi possivel o estabelecimento de uma correlagdo
entre a3 intensidade do parasitismo da mucosa e o indice geral

de seu comprometimento. As Tabela 9 e 10 mostram a correlagdo
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ENVOLVIMENTD DD INTESTIND DELBADG NO CALAZAR

relacdc entre 2  intensidade do parasitismc

ia MUCOSE & © rau de atrofia das vilosidades,

em 21 fragmentoz de mucosz intestinal, obtidos
de 20 rriancas com Calazar

1w

ot

Intensidade de atrofia das vilosidades

PARASITISMO Acentuada Moderada Discreta Normal N.A total
Intensc & Z - - - B
Moderado - 4 - - - a
Discreto - 2 5 i 1 g
Ausente - 2 > 2 3 10
totsl & 1 5] Z 4 1

N.A = N3p avaliadc, Coeficiente Gama= +1, P4 ,01
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ENVOLVIMENTG DO INTESTINO DELGADD N3 CALAZAR

Felagdc enitre a i1ntensidsoe do perasitismo da mucoss

intestinzl & 3 intensidade do infiltrado inflamaterio,

em 31 fragmentos de wmuross  intestinal, obitidos de
20 criangas com Calazar.

INTENSIDADE DA INFLAMAGAD

PARASITISMD Intensa Moderada Discreta Ausente total
Intenso 8 ¢ 0 0 8
Moderado O 4 O O 4
Discreto 0 & & O 5
Ausente 0 5 4 1 10
total g 5 7 1 31

Coeficiente Game= +1, P77 4,01



peratitirems ¥ Indice e paracataiems X grauw geral de zslterzgdo,
Tes e trvamente.

No arupeo com intenso parasitismo, sete tinham indice
geral que mostravam alteracoes acentuadas da muscosa. U outro
tinha Indice geral nove, que apontava para o limite superior
dae zlteragoes consideradas moderadas.

No grupo com moderado parac:itismo s Indices gerails
apontam para alteragces de moderads 1ntensidade.

No grupo com poucos paracitzs nz murmer intestinal, a
maioria mostra indice geral que apontsa para alterarfes
discretas. Dois tinham indices que mostravam alteracgoces
moderadas. Um tinha {ndice oito e o outro indice cinco. 0Os
outros trés tinham indicese dois, trés e quatro.

No grupo sem parasitas demonstraveis, os indices
gerais 'apontavam para alteragées moderadas e discretas. Dos
quatro fragmentos com {ndices que indicam alteragdes moderadas
da mucosa, trés provinham de pacientes que tinham biédpsias
anteriores mostrando parasitas, & cujos {indices eram iguals oOu

superior ao da bisepsia sem parasitas.

4.4 ESTUDD ULTRAESTRUTURAL

Dos vinte pacientes, dezesseis tiveram
material processado e analisado a nivel de microscopia
eletrénica de transmiss3o. A analise ultra—-estrutural prendeu-
se ao estudo do infiltrado inflamatério e as relagoes entre os
parasitas e as células do hospedeiro. Foram estudadas secgoes
provenientes dos quatro grupos de pacientes identificados no

estudo histolségico.



ENVOLVIMENTO DO INTESTIND DELGADRD ND CALAZIAR

Relzcac entre a intensidade do parasitismc

de #muacos: & © grau gersl de alterzgZo 23 mucosa

em 21 frzumentos de mucosz  intestinal htidos
ge 20 criangas com Calazar

Grau de alteragdo da mucosa

PARASITISMD Intenso Moderado Discreto N.A total
intenso 7 1 G o g
Moteraos { 4 O G 4
Dizcreto 0 4 4 1 =
Ausernte 0 4 2 k! 10
total 7 13 7 4 51
N.A - N3o avaliado, Coeficiente Gama= +1, P< 0,01



TABELA 10

ENVOLVIMENTO DO INTESTINO DELGADO NO CALAZAR

Relag3o entre a intensidade do parasitismo da

mucosa intestinal e o 1indice geral de

comprometimento da mucosa, em 31 fragmentos de

mucosa intestinal, obtidos de 20 criangas
com Calazar.

fNDICE GERAL

PARASITISMO 14 13 12 11 10 09 08 07 06 05 04 03 02 01 NA
Intenso o 2 2 2 1 1 o o o0 o ¢ O O 0 o
Moderado c ¢ 0o o0 o 2 Zz 0 ¢ 0 O 6 o 0 0
Discreto G G G 0 Q 0 2 0 O z 1 s 1 0 1
Ausente ¢ ¢ o o © 0o o o 2 2 1 g 2 0 3

N.A - Ndp avaliavel.



No ogrupo de parcaientes com 1ntenso paracitismo da
1 (SR ST havie uyrande Fame T de macraetagos densamente
parztitados. E=stas células localizavam—se no e1x%0 das
vilopsidades ov no corion superficial, muito praéeximos uns dos
outros (Prancha 4, Fig.l e ). Nestas circunstancias o
infiltradec era formado quase exclusivamente por macréfagos.
Fetes macrofagos continham, no citoplasma, grande namero de
formze amestigotas de leishminias, Qque se localizavam no
interior de vacdolos parasitoforos individualizados. Os
vacuolos eram pequenos e sua membrana aparecia, na maioria das
vezes, acolada & superficie dos parasitas. Raramente os
vacuolos eram maiores ou apresentavam, alem dos parasitas,
contendo eletron-densoc (Prancha 5, Fig.1). 0O citoplasmsa
destes macréfagos era amplo, contendo muitas mitocendrias,
reticulo endoplasmAtico rugoso e aparelho de Golgi, porem
poucos lisossomos (Prancha 5, Figs.2). A superficie externa
era lisa, e raramente a membrana citoplasmatica apresentava
pegueno nuamerc de prolongamentos. NMa maioria dos vacuoclos
parasiteforos, os parasitas estavam integros.

Em outras areas, onde havia poucos parasitas, eram
vistos focos de infiltrado inflamatério misto, contendo
plasmécitos, linfécitos, eosinéfilos e poucos macrofagos. Os
plasmécitos mostravam reticulo endoplasmatico rugoso muito
desenvolvido, e algumas vezes, dilatados (Prancha &6, Fig.l).
Alguns eosinéfilos tinham aspecto imaturo mostrando citoplasma
amplo, contendo poucos granulos, enguanto outros tinham
aspecto maduro e continham muitos gr&nulos (Prancha 6, Fig.2).

As vezes estes infiltrados se faziam em torno de filetes
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Fig. 1 - Transicao epitélic-la&mina prépria. Vé-se parte do
citoplasma de um macréfagn absrrotado de leishmiEnias (%)}, O
macrotago conten puucus= lisossomos () e muitas mitocéndrias
(%), Ceélula epitelial (), mzxcr4fago (M), membrana basal

(ME) . (X33I00).

—

Fig. 2 -~ Macrofago com citoplasms cheio de formas
amastigotas de leishmania (%). 0Os vaciolos parasitefaros
s30 estreitos, mas em algumas Aareas estd3o dilatados (VP).

Nao ha lisossomos no citoplasma. Nacleo (N). (X4400).
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Fig. 1 - Parte do citoplasma do um macrofago contendo
leishmanias (k). Um dos vacuclos parasitéfagos esta dilatado
e tem conteudo eletro-denso (VP). U macrefago tem abundante

aparelho de Golgi (68) e poucos e pequenos lisossomos (=),

mitocondrias {(M). (X1Z2000)

Fig. 2 - Macroefagos abarrotadeos de leishmanias. Note que a
maioria dos vacuolos parasitefagos (VP) & estrito . As
célulag tém poucos prolongamentos citoplasmaticos (seta) e
aparelho de Golgi (G) muito desenvolvido. N (ndcleo). Alguns

parasitos est3o livres no intesticio (&), (X3IZ00)
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Teae,
nerynes e gue mocstravam células com citoplasma 1ntumescido e de
acper to rarvetfertoe (Prancha &, Fie.2).

Além destes aspectos foram observados varios focos
dee lise de macroéofagos com liberacdo de parasitas para (=
intersticio (Prancha 7, Fig.l e 2). Nestes focos de lise era
frequente a associaclo dos macréfagos com outras celulas
inflamatorias, sobretudo linfoécitos. Estas células eram
victas na periferia destes focos de necrose ou de permeic a
eles. Na periferia dos focos era possivel a8 veritficacac de
intimo contacto entre os elementos linfocitarios e os
macréfagos parasitados (Prancha 7, Fig.2). Ouiras ceélulas
frequente—- mente observadas nestas areas eram os eosinofilos.
Em algumas oportunidades foram vistos gré&nulos de eosinofilos
de permeio a "debris" de células lisadas e parasitas integros
e degeﬁerados, livres no intersticio.

Ocasionalmente eram observados acumulos de
macréfagos de citoplasma amplo, préximos uns dos outros,
contendo grande namero de lisossomos, e vacuolos com restos
de parasitas no interior.

Um paciente deste grupo teve material analisado em
microscopia eletrdnica quando foi diagnosticado o envolvimento
intestinal no calazar e depois de mais de um més de terapia
medicamentosa especifica anti—-leishm3nia. Na primeira amostra
predominaram os aspectos do infiltrado monétono, constituido
de macréfagos abarrotados de parasitas integros. Na segunda,
havia um nitido aumento do namero de outro tipos de ceélulas
inflamatorias. Muitos linfécitos apareciam associados a

macrofagos parasitados e em focos de lise celular, nos quais
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Fig. 1 - A direita hé macrofago dencamente parasitado por
leishménias (%), A esquerda s3oc vistos plasmécitos (PLS) com

abundante reticulo endoplasmdtico rugoso dilatado. (X3300)

Fig. 2 -~ Eosinéfilos imaturos (EO0S), contendo poucos
granulos com inclus3o caracteristica {A). Note filete
nervoso (N) mostrando prolongamento axénico intumescidos e

de aspecto rarefeito. (X20000)
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PREKCTHA 7

Fig. 1 - Areso de lise celulor. Notom—s5e restos celulares de
macr: sfagos, constando de lisossomos (L), nucleo (N) e
leishménia degenerada ( * ). A esquerda vé-se linfécito (Ly)
com prolongamentos citoplasmdticos curtos no polo em relagédo

com o foco e lesd3o (k). (X7200)

Fig. 2 - Foco de lise celular com liberac3o de amastigotas
para o meio extra-celular (%). H& restos celulares como
nacleo (N), mitocéndrias (M) e lisossomo secundério (LS).

Nota—-se linfécito (Ly) integro no foco. (X7200).
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havia rTuptura de macrotagos e liberacd3o de pzarasites paras o©
1interstiicaio.

Ouiro aspecto visto com frequéncia, foi a presenca de
modcerada quantidade de linfocitos entre as ceélulas epiteliais
cilindricae do revestimento das vilosidades. Em dois casos
foram encontradas giardias entre as vilosidades ou acoladas ac
epitelio superficial. As ceélulas epiteliais tinham aspecto
normal.

No grupo de pacientes com moderado parasitismo foram
observadas, nas Areas onde o parasitismo era intenso, aspectos
semelhantes aos descritos no grupo anterior, notando-se
macrofagos densamente parasitados, contendo grande numero de
formas amastigotas integras. Em outras secgdes o parasitismo
era menos 1ntenso e o i1infiltrado inflamatéerio era misto,
formado de varios tipos celulares, sobretudo plasmécitos,
linféecitos e eosinafilos. Os plasmécitos exibiam reticulo
endoplasmatico rugQoso muito desenvolvido, por vezes
acentuadamente dilatado. 0 epitélio mostrava—-se integro, e de
permelo eram vistos ocasionais linfécitos.

s grupos de pacientes com poucos parasitas e sem
parasitas mostravam infiltrado de células inflamatoerias muito
semelhantes entre si. Eram vistos muitos plasmécitos,
linfdécitos e eosinéfilos (Prancha 8, Fig.1). 0Os plasmécitos
mostravam RER muito hiperplasiado e hipertrofiado.
Frequentemente, @mesmo no grupo no gual ndo foram demonstrados
parasitas, eram observados macréfagos fagocitando material
arredondado que se assemelhava a parasitas degenerados,
parcialmente digeridos (Prancha 8, Fig.2). Nos macrofagos

parasitados os parasitas eram escassos e apareciam Iintegros ou



degenerados (Prancha 9., Fig.1), O epitéelio de revestimento das
viluzidades tinha aspecto normel na maiories das secgoes
examinadas, mas, por veres, em associacdo com infiltrado
linfocrtario intra-epitelizl, mostravam aspectos
degenerativos. Deve-se assinalar que, freguentemente, eram
vistos linféecitos intra-epitelizis sem associacdo com

alteragoes degenerativas do epitelio.

4.5. ESTUDO IMUNOHISTOQUIMICO

A i1munomarcagdo com soro anti—lieishmanias, em
secgses de mucosa intestinal, foi realizada em 1& secgoes
provenientes de 1i4 pacientes com calazar. A técnica utilizada
foi da imunoperoxidase indireta, utilizando-se um soro
policlonal de coelho imunizado com L.amazonensis.

Em todos os casos nos quais os parasitas tinham sido
previamente identificados em secgdes histolégicas coradas pelszs
a hematoxilina e eosina, a imunomarcacdo foi positiva. Em dois
casos o0 encontro de corpusculo arredondados positivos no
interior de macréfagos neos remeteu as respectivas secgoes
histolégicas coradas pelo H-E e confirmaram—-se o encontro de
formas amastigotas de leishminia.

A imuno—marcagcao positiva mostrava formas
arredondadas de parasitas, intensamente marcadas em colorag¢do
marrom, no interior de vacuolos parasitoforos de macréfagos
localizados na lamina propria da mucosa intestinal, mais

amiudemente no topo das vilosidades. Nos casos com intenso
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Fig. 1 - Foco de células inflamatérias. Véem—se linfécitos
{Ly), eosinéfilos (E0S), plasmécitos (PLS} e parte do
citoplasma de um macréfago (M). No canto inferior esquerdo

h&4d parte de plasmécitos com reticulo endoplasmético rugoso

exuberante. (X3300)

Fig. 2 - Detalhe do citoplasma de wmacréfago contendo
amastigota de leishménia, parcialmente digerida (ﬂc. Notam—
se, na periferia do parasito restos do sistema microtubular

do periplasto ( ). (22.900).
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Fig. 1 - Porgc8o do citoplasma de um macréofago contendo
amastigotas de leishm8nia (%) parcialmente digerida. Nota-se
area de conteudo eletron-denso no vacuolo parasitéefago

(seta) e grande numero de lisossomos (L). Mitocbndrias (M).

(X13.200)
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parasitiomo OS macrotfagos adqguiriam coloracac difusamente
marTon,  No locsre de rupture das células paresitadecs, as
tormas amastigotas apareciam coradas, livres no i1ntersticio.

Noe cacsoe com 1ntensc ou moderado parasitismo, as
leishminmniae eram 1dentificadas facilmente no interior de
macrofagos localizados no ei1xo das vilosidades, e mais
densamente em seu topo (Prancha 10, Figs.l1 e 2). Nas areas de
rupturea de macrofagops oc parasitas apareciam livres no
intersticio . Nos casos com discreto parasitismo o encontro de
parasitas era, as vezes, dificil. Alem de formas amastigotas
classicas, era possivel a observag3o de macrofagos contendo
vacuolos irregulares, por vezes ocos, marcados pela peroxidase
(Prancha 11, Figs.1 e 2).

0 uso de soro imune absorvido com leishm3nia ou de
soro de coelho n3o imunizado n3do resultava a2 marcagdo (Prancha
10, Fig.3).

0 soro de coelho anti—-leishménia policlonal
MAarcava, além das leishminias, estruturas alongadas,
identificadas como filete nervosos (Prancha 11, Fig.3). Este
padr3o de marcagcd#o também desaparecia guando o anti-soro era
absorvidc com um “"pellet" de leishmanias.

As secgoes de mucosa intestinal com doenga

inflamztéria, mas sem leishmaniose foram negativas.

4.6. ASPECTOS HISTOLOGGICOS DA MUCOSA DE PACIENTES COM MAIS DE
UM BISPSIA ND CURSO DO CALAZAR.



£ o tabele 11 contér dados relativoe & nove pacilentes
e torae submetidos a mel1s de ums bidpers 1ntestinegl no curso
d: doenca.

f maioria dos pacientes oz biopsiada, pela
prameira vez, apoés a 1i1nstituigdo de terapia medicamentosa
ecpeciftica anti—-leishmiénia. (Quase sempre a segunda biopsia foi
rexlizads apdée um més de terapia especifica. Todos tinham
paretitee demonstraveis no cito-aspairado esplénico ou em
cuirura de aspirado de medula bssea & epoca da primeira
bicp=zia.

Em quase todos pacientes que mostraram parasitismo
intestinal no material da primeira bidpsia intestinal, nao
foram encontrados parasitas na segunda biopsia. Apenas um
paciente (caso %), no qual n3o foram vistos parasitas no
material da primeira biépsia, foram encontrados poucos
parasitas na seqgunda.

Dois pacientes mostraram parasitismc intestinal
percistente, mesmo apsés a instituigdo da terapia especifica.
Estes pacientes foram classificados clinicamente como
resistentes ao tratamento convencional com drogas antimoniais,
e foram submetidos a terapia alternativa com associagdo de
gama—interferon ao antimonial. Ambos tinham intenso
parasitismo intestinal no primeiro fragmento. 0 paciente 1
persistiu com intenso parasitismo nos dois fragmentos obtidos
em biépsias subsegientes. 0 caso 2 persistiu com intenso
parasitismo na segunda amostra feita tr@s meses depois da
primeira, mas na terceira os parasitas eram escassos na mucosa
intestinal. Nestes dois casos o0s cito—aspirados esplénicos

foram negativos enquanto persistia o parasitismo intestinal.



TREELA |

DADDS  RELATIVOS A& NOVE  PACIENTES  SUBMETIDOS
fi MAIS DE UMA BISPSIA INTESTINAL NOC DE CALAZAR
PARASTTISMG
CAS EIOPSIA TEMED TRAT. INTESTINAL  BACD TRATAMERTD RESFOSTA
o 1 ; = o
01 27.12 1 més Intensp bt 56~ + IFN Fesistente
30,02 4 mezes Intensg g £ + recidiva
10,05 b meses Intenso { ” 5
" - - 2 T e :
2 26,04 13 dias Intenso 2+ S6* Resistente
24,07 3 meses Intensc ¢ geb + IFN
01.08 4 meses Discreto : &
03 13.04 b dias Intensa b+ 5 Curado
08.06 Z meses fusente 0
04 13.04 22 dias Discreto 5+ 5g0 Resistente
10,05 49 dias Ausente 0 S50 + IFN
05 22,04 08 dias Discreto 3+ geb Curado
26.03 47 dies Ausente O
08 08,03 Virgen Discreto N* o Curado
it Ausente NG
07 31.07 14 dias fusente ¢ gab Resistente
31.08 45 dias fAusente 0 Ainfotericina  + recidiva
08 02.08 Virgen Discreto &+ 55? Rezistente
04,09 24 gias fusente ha
05 01,09 11 dias fusente 2 geb 4 IFN Curado
21.09 32 dias Discreto NA

% Cultura de pungdo medular positiva

560 - Antimonial pent
IFN - Gams interferon
NA - Ndo avaliado

avalente
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Fig. 1 - Denso parasitismo de macréfagos no eixo das
viloscidades intestinais. As leishménias est3o coradas em
marrom pela técnicas da imunoperoxidase indireta. Observa-se
gque & medida que se afasta da luz o parasitismo tende a
desaparecer e aparecem muitas células inflamatérias
mononucleares. As vilosidades est3o0 encurtadas e alargadas.
(X200, Imunohistoquimica, Peroxidase indireta com anticorpo

policlonal anti—-leishm8nia).

Fig. 2'— Detalhe de uma vilosidade intestinal alargada pela
presenca de macréfagos densamente parasitados por formas
amastigotas de leishm8nia. Note que o parasitismo diminui a
medida que se afasta da luz e aparecem células inflamatérias
mononucleares. O epitélio tem discreto a moderado infiltrado
linfocitario (X400 — Técnica da imunoperoxidase indireta com

anticorpo policlonal anti-leishm&nia).

Fig. 3 - Controle da reagdo de imunoperoxidase. Utilizou-se
soro de coelho anti-leishm8nia absorvido com um "pellet" de
L.amazonensis. Nota reacdo negativa nos macrofagos

parasitados do topo das vilosidades (X100).
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1.4

Outro=z +trés parcientes apresentavam resisténcia ao

tratemento. Doie tinham parscstiemo 1ntestinal discreto que
decapareceu na segunda amostra. No outro n3o foram encontrados

parazites na mucosa 1ntestinal em gqualguer amostra.

4.6.1. Pacientes com intenso parasitismo

Trés pacientes com 1ntensoc parasitismo da mucosa
intestinal foram submetidos a mais de uma biodpsia 1ntestinal
er citferentes momentos do tratamento e foram observadas
modificagdes nos padrifes infliamstérios e na intensidade do
parasitismo.

U=z pacientes com discreto parasitismo ou sem parasitas nao
mostraram modificagdes significativas da resposta
inflamatéria.

0 paciente que apresentou intenso parasitismo persistente
mostrava na primeira amostra grande numero de macrofagos
parasitados localizados no eixo das vilosidades. Mais abaixo o
infiltrado mostrava plasmécitos e linfécitos e o namero de
macrofagos parasitados era pequeno. Na segunda amostra, a
despeito da persisténcia de grande numero de macrofagos
parasitados, notava-se, mesmo no eixo das vilosidades, aumento
do niamero de linfécitos e plasmécitos, as vezes associados a
focos de ruptura de macréfagos com liberagdo de parasitas para
o intersticio. Na terceira amostra os aspectos eram parecidos
com a anterior mas apareceram varios eosinéfilos. As figuras 1
e 2 da Prancha 12 mostram que n3o houve mudangas importantes

nos aspectos entre a primeira e a Gultima biopsias.



0 paciente guse tinha 1ntenso parac:itismo e que

mos bty Gy perzaetbénors do perecitiemea, mas com grande reducd3o de
suz intensidade, apresentou na primeira amostra aspectos
sems therntes aoe vietos na pramelra amostra do caso anterior

—

tFranche 12, Fi1g.2). A segunda amostra também foi semelhante &
segunda amostra do caso anterior, exceto pela presenca de mais
Iinfocitos e alguns eosinofilos (Prancha 12, Fig.4). Na
tercesxra amostra o 11nfiltrado era misto, predominantemente
ilintoplasmocitario, com poucos macroefagos de permeio, sendo
raroe parasitados. Este padr3o era semelhante ao visto nos
casos com discreto parasitismo.

0 caso com 1intenso parasitismo intestinal e que
mostrou desaparecimento de parasitas no curso do tratamento,
apresentava, na primeira amostra, aspectos semelhantes aos
vistos nas primeiras amostras dos casos anteriores, acrescido
da presenga de alguns eosinéfilos. Na segunda amostra, na qual
n3o foram encontrados parasitas, os aspectos eram idénticos
aos descritos nos casos com discreto ou sem paracsitismo
intestinal, e a terceira amostra do casoc anterior.

Os demais paridmetros de avaliagd3o da morfologia da
mucosa intestinal nestes pacientes revelam que no paciente no
qual o parasitismo intenso persistiu, as alteragdes da mucosa
se mantiveram 1inalteradas. Nos= caso em que houve redugdc ou
desaparecimento do parasitismo houve diminuigdo da intensidade
das alteragsoes.

4.7. CORRELAGEO ENTRE PARASITISMO DA MUCOSA INTESTINAL,
ALTERAGBES MORFOLASGICAS E CLINICO-FUNCIONAIS.



£ 00 motryLoLonal e tente - cteomrcEo intestingl e rezsulitzdo
Je £ e aT pevazaiclierioo: [ fereo, =] o pzoi1ente: Con

£ ono colrizoeLabe gt ranE ToreT ool oo
Cronte Sr10n OLDL pafieTntes, (e oTriteEvics O & B TADD
o™ T L0 LT LB L IETOLY Tl Lot OTVLTETLAOn ESTELOleriToy por SInel

tamben
czidraicz. £ maicrTi: dezitsEz paTientes tiveram provaz de funpac

absecrtiva intestinal, e revelaram que pelo menos um dos
testes estava alterado, cendo que quase todos tinham mais de

um teste anormal. Notz-se que todos eles mostravam graus

varTiados de alteracdo dz mucosz 1ntestinal.
# preszerge de gizrrezz fo: tambesr cConstazec: nz
mzicria dos pzrientez com discreto numerc de leishminizs ou

sem paracitas na mucosa intestinal, porém com menor freguéncia
que no grupo com parasitismo mais intenso. As provas de fungao
abeortiva 1ntestinal também mostraram—se alteradas, porem
menn=  fregientemente gues no grupo anterior. heste grupoc, os
graus de comprometimento da mucossz foram menos intensos que no
anterior. fluase todos os pacientes tinham desnutrigdo
protéiceo—calérica, gque variou de discreta a intensa. Dois
pacientes deste grupo eram eutroficos.

Em relacZoc ao parasitismo intestinsi por outros

parasitas além das leishminias, parece ndo haver diferencas



TATTI L 4T
{REELR 1o

gt ENTRE INTENSIOALE UF PARECITISND INTESTINAL, BAL U2 ALTERACEES DA MUCOS
NSTRICIONAL, PROVAS DE FUKGED INTCCTINAL E TAS  INTESTINAI

CALAZAR, SUBMETIDOS A BL6PS16 IE MUCDSA INTESTINAL

Paciente ~ Peresifismo  Brav de alteragdc Dierréiz  E.Nutricionel T TIE  TIL © P.Fezes
intestinzl da mucosz

F.R.S INTENSD 13 PRESENTE LFC 11 M WA MR

R.J INTENSD i1 PRESENTE DPC 11 - R 4

g.0.8 INTENSE 09 PRESERTE DPC 111 e L £TIVE

D.R.5 INTENSD 12 PRESENTE DFC 11 Ma WA f NEGATIVD

E.C3F INTENSD 10 PRESENTE DPC 111 M2 WA A

Bil.8 MODERADD 08 PRESENTE DPC 1l Mi MR --  NEBATIVOD

M.S MODERADD 08 AUSENTE pPC 11 Fe  MA R |

C.R MODERADD 0% ALUSENTE EUTREFICD & A A 1,5

R.0:8 MODERADD 09 PRESENTE - o RS T - C e

F.A DISCRETO 03 PRESENTE DPC 11 A L ENE R o

5.0 DISCRETO 08 PRESENTE e MR A A 2,4,2

M.S.6 DISCRETO 04 AUSENTE DPC I ME A Al

£.5.5 DISCRETO 05 PRESENTF NA A - A 2,406

K.S.C DISCRETO (651 PRESENTE EUTROFICD A A A TR E, 459/

M.S.A DISCRETD 02 PRESENTE = e T e

L.A.G DISCRETD NA AUSENTE DFC II MA MR MR NEGATIVD

K5, P DISCRETD 02 AUSENTE DPC 111 == = MR MR 1G4S

HoluN ALUSENTE 0& PRESENTE DPC I el | M NEGATIVD

885 AUSENTE 02 . AUBENTE EUTREFICD A R, T

P.R.S AUSENTE NA AUSERTE prC 11 Me MA MR 2.4

TiT-Teste de tolerdnciz & frigliceridios. TTS-Teste de folerdnciz a sacarose.
TTL-Teste de tolerdnciz a lactose. MA (Mé& absorcdo)- No TT5 e TTL { 29mo¥%. No TTT < 53mg¥.
= Absorgdo normal
DPC= Desnutricdo protéico-calerica
\-Giardia, 2-T.trichiurus, 3-A.duodenalis, 4-A.lumbricoides, -E.hystolitica, &-5.stercoralis,
7-E.vermiculares



PRANCHA 12

Fig. 1 - Denso infiltrado macrofégico de mucosa intestinal.
Os macrofagos tém citoplasma amplo e estdo abarrotadoes de
ieishménias. De permeio héd poucas ceélulas mononucleares.
Primeira bidédpsia de um paciente resistente ao tratamento e

com recidiva da doenga. (X 400, H-E).

Fig. 2 - Fragmento de mucosa 4o mesmo paciente da Figura 1,
obtida seis meses apos a primeira. 0 infiltrado e
predominantemente macrofégico, semelhante ao anterior. (X

400, H-E-).

Fig. 3 - Primeira bidépsia de outro paciente resistente ao
tratamento. HA acentuado alargamento das vilosidades as
custas de densc infiltrado de wacréfagos abarrotados de

leishmédnia. (X 400, H-E).

Fig. 4 — Fragmento de bidpsia do mesmo paciente da Fig. 3,
obtida 3 meses apoés o tratamento. A vilosidade estd muito
alargada e arredondada, contendo muitos macroéfagos

parasitados, entremeados por raros linfécitos. (X400, H-E).
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si1omsticativars entre oc doire arupos. Em amhoe Vel 108
paecrentes. gpareceram polipazravitados, e chamou & stengau
requéncia de giardiase, encontrada n3oc apenas em exames
parasitoloégicos, mas tambem em secgoes histolégicas. Trés
pacientes do qrupo com i1ntenso parasitismo nd3o tinham outras
paracitoses intestinais associzdase, enquanto dolis do grupoc com
pequena quantidade ou <em leishminias no 1intestino, estavam

aparentemente livres de outros parasitas intestinais.



5. DISCUSSAO

Necte trabalhio, foram anolleades as alteragbec
mur toléyicas de fraamentos de mucosa jejunal de criancas com
czleri-. obtidos através de bidpsia peroral, e submetidos a
eztudoz histoleégicos, i1munohistoquimicos e ultraestrutural.
MNoszoe  resultados tornam clare gue a mucosa do intestino
deluvado estsd freguentemente comprometida nos pacientes com
cizrar, que este comprometimento pode, em algquns pacientes,
ser ecpecifico, e gque seu estudo se presta n3o apenas ao
Ci.agnéovico, mas também a8 avaliac3o ds eficécia terapéutica e
que pode oferecer alguns subsidios importantes na compreens3o
da patogénese da doenga e ao estudo das relacgées parasita X
hospedeiro in vivo.

A maior parte dos conhecimentos acerca da patologia
intestinal na leishmaniose visceral provém de estudos de
necropsias. 0Us pacientes que chegam ao estado final da doenga
representam uma parcela do conjunto dos individuos afetadas
que tem doenga grave em funcao da demora na atencd3o médica ou
devido a certas particularidades na relacd3o parasito X
hospedeiro, resultantes, provavelmente, da desnutric¢d3o. O0Os
estudos de material obtido de individuos vivos, limitam—se
Qquase exclusivamente ao comprometimentoc hepatico, renal e
cutaneo em funcgdo da acessibilidade destes orgdos a bidpsia
(Prata,1957a; Rodrigues da Gilva, 19573 Daneshbod, 19723
Bambirra % cols., 1980; Duarte % Corbett, 198735 Brito % cols.,
12753 Duarte & cols., 1983; Girgla % cols., 1977; Teixeira,
1980).

0 estudo da associacgd3o entre a intensidade do



parzgcrtismo e (13 graue the alteragdo dos parametros
morfioloenicos avaliados ne muiC Osa Jejunal mos=tran uma
aseocl1acdo positiva. 0 emprege do teste do coeficiente Gama de
Frushal % Goodman mostrow indices de associlagdo Superiores a
+0,%7, 1ndicando que hé&é forte correlagd3o positiva entre a
intensidade do parasitismo & a intensidade das alteracgdes da
mucosa. OO seja o namerco de acordos € quase sempre 100% maior
do que o namerc de i1nverzgez. fAssim, as modificagées do padrdo

viloscitério, & atrofia da vilosidades e a i1intensidade da

n

inflamagdo foram mais intensas nos pacientes com parasitismo
mais z2centuado. U conjunteo decstas alteracgdes se refletiram no
indice geral de alterag3o da mucosa, mostrando indices mais
altos em associaglo com parasitismo mais 1ntenso. Os pacientes
com parasitismo discreto ou sem parasitas tinham alteragdes
menos intensas.
Um dado que reforga a associagdo entre a intensidade
do parasitismo e a intensidade das alteragdes da mucosa foi a
observag3n de que nos pacientes tratados e que obtiveram boa
resposta & terapia especifica, a segunda biopsia mostrou
alteragdes menos intensas que a primeira bidpsia, a despeito
do intervalo relativamente curto entre ambas. Por outro lado,
quando encontramos alteragses mals 1ntensas em bilopsias sem
parasitas, estas representavam, quase na totalidade das ve:res,
a segunda biepsia de pacientes que na anterior tinham
parasitas.
Como ja tivemos oportunidade de mostrar na revisdo
da literatura (item 2.3) os dados relativos ao envolvimento da
mucosa intestinal no curso da leishmaniose visceral s38o

escassos. 0Os poucos indicios referentes a relagdo entre a



intencidade do parasitismo € a i1ntensidade das alteracoes da
MUt ole. a oeupelrte de estascus contordam Conm O NOSSLT.

O< dados de necrope:1as mostram que quando
o parazartismo & 1ntenso ocorre alargamento e encurtamento das
viloz:idaodes ( Meleney, 1220 Andrade, 1953Baj Veress & cole.,
197453 Coutinho, 1982 ). 0Os autores destes trabalhos nd3o
fizeran ectudos sistematicos e nEc mencionaram o0ts aspectos da
micosa 1ntestinal nos pacilentes sem 1ntenso parasirtismc ouv com
parasitismo discreto. Chama~-se & =&a2tengdc parsa o carater
segmentar deste comprometimento e suz tendéncia a2 diminulir no
senticdo caudal.

Deve-se atentar para o fato de que o intestino & um
orgdo gque sofre autdlise muito precoce e alem disso e
sistematicamente lavado em &agua no curso das necropsias. Este
procedimento altera profundamente a morfologia da mucosa e
esta deve ser uma das causas deste org3o ser t3o pouco
mencionado nos estudos sobre calazar.

Em decorréncia da falta de estudos sistematicos ndo
ha conhecimento da frequéncia com gue ocorre o parasitismo da
mucosa intestinal em material de necropsia. Apesar disto, os
poucos estudos oferecem algumzs informagées 1importantes que
podem auwxiliar a interpretzgd3c de nossops achados. A biopsia
peroral retira um mindsculo fragmento da mucosa 1ntestinal e
como o comprometimento da mucosa no calazar parece ser
segmentar, a frequéncia real deste comprometimento pode ser
maior que a verificada em nosso estudo. & i1nteressante que em
um de nossos pacientes ndo foram demonstradas leishmd3nias na
primeira biopsia, mas sim na sequnda, feita apos o

tratamento, quando raros parasitas apareceram. Seguramente,



newte caso, teve-se, na praimeira bilépsia, um problems de

vel ver

[

amutivegem. Alén disseo, em siguns pacientec ers posc
vilosildades detormadas contendo muitos macréfagos parasitados
a0 leoo de outras sem parzsiteas e com poucacs alteracgdez. Este
problemaz tem sido encontivado mesmo em COondigoes Nas QuUale O
comprometimento 1ntestinal ¢ mails difuso (Scott & Losowsiy,
1976, Shiner & cols., 19%0), e para contorna—-lio alguns
pezguisadores tém sugerido a rezlizacdo de maltiplas bicpeias
(Ament & Rubin, 197Z; Perera & cols., 1975).

A maioria dos estudos nos guais se fer bidpsia da
mucosa 1ntestinal no curso do calazar constitui relato de
casos 1solados de pacientes com sindrome de malabsorgd3o gue
foram submetidos a bidpsia i1ntestinal por outras suspeitas e
surpreenderam—se leisnhmanias na mucosa intestinal (Sobral
cols., 19673 Challacombe & cols., 1983; Arnaud-Battandier,
19855 Banerjee & cols., 1990). Em todos estes casos, o
tratamento especifico reverteu os quadros diarréicos e este
fato corrobora a idéia de que a presenga de parasitas na
mucosa 1ntestinal deve ser responsavel por alteragées ndo
apenas morfoleégicas, mas também funcionais. Em algumas
oportunidades os pacientes foram re—-biopsiados apos o
tratamentc clinico & demunstrou—se desaparecimento de
parasitas e recuperagdo total ou parcial do padr3o vilositario
(Sobral & cols., 19675 Arnaud-Battandier, 1985 ). A atitude da
maioria dos autores ¢ de perplexidade diante do encontro
destes parasitas em intestino e enfocam a sua importancia como
causa de diarreia ou chamam a atencdo para o valor diagnéstico
da biopsia per—-oral no calazar (Arnaud-Battandier & cols.,

1985).



Além de nosso eztudo atual, encontramos apenee dois
cutro:s gue Jidam com s£riec de pacilentes.

Na seérie estudada por Mulgai & cols. (19832) no Quénia
forer encontradas leishmanias na mucosa 1ntestinal em 504 dos
ceseos antes da 1instituigdo de tratamento especifico. Esta
serie foir constitufda para & realizacdo de testes de absorcg3o
de »1lose e vitamina A&, afim de avaliar a funcdcoc intestinal.
Foram excluidas criangacs peguenas, doentes graves, e
portadores de giardiase e ectrongiloidiase, e 1incluiram—se
alguns adultos. Apenas um paciente tinha diarréia. 0s autores
n3o correlacionaram intensidade de parasitismo com alteragées
daz mucosa, mas encontraram atrofia parcial da mucosa em dois
casos com intenso parasitismo. Apos tratamento houve
desaparecimento de parasitas no intestino e revers3o da
atrofia. Este achado reforga a2 relagd3o entre a presenga de
parasitas e atrofia da mucopsa. Um caso de resisténcia ao
tratamento tinha atrofia parcial das vilosidades e diarreéia,
mas bouve revers3o completa da sintomatologia e das alteracgoes
morfolégicas quando se fez tratamento prolongado da
parasitose. Estes autores chamam a2 atencdo para a variagdo da
intensidade do parasitismo entre vilosidades de um mesmo
paciente, do mesmo modo que nos observamos, e sugerem gue 0O
comprometimento intestinal deve ser mais frequente que o
encontrado dada a pequena representatividade das biopsias com
capsulas pediatricas.

Na série de 46 pacientes estudados por Benhassine
cols. (198&) na Argélia foram encontradas leishmanias em 36%
dos casos. 0 estudo histolégico foi feito em 36 criangas e em

dez foi feito estudo citolégico. A citologia permitiu o



encontro de parasites em tré: caeos em que a histologias foi
negetive. A atrotia vilositars: ecteve presente em 21 dos 36
casos estudados e foi mais freguente nos casos com parasitas.
Infelismente os autores n3ao fizeram um estudo de correlacdo
entre intensidade do parasitismo intestinal € graus de
alteracces da mucoszs. Apesar de diarréila estar presente em 1/32
dos= casos estudados, pareceu ndo haver correlagd3c entre a
intencidade da atrofies e a2 presenga de diarréla. 0Os autores
nac caracterizaram clinicamente os doentes, n3oc ofereceram
dados sobre a faixa etaria, n3o fizeram referéncias a
tratamento especifico no momento da biopsia. N3o had descrigdo
da natureza das alteragses inflamatorias.

A nossa serie é a que mostra z mailis alta freguéncia
de encontro de parasitas na mucosa intestinal. Fatores
peculiares da leishmaniose visceral em nosso meio podem estar
contribuindo como contribuem para conferir diferengcas em
certos aspectos clinicos em diferentes &areas geograficas (
). Além de variagoes intrinsecas & doenga, 0 fato de termos
examinado mitltiplas secgdes e de termos utilizado técnicas de
imuno—histoquimica permitiram o encontro de parasitas com mais
frequéncia que nas outras séries. A utilizac3o de imuno-
histoquimica para a detecgl3o de leishmidnias tem se mostrado
muito til e sensivel no diagnostico da leishman.iose
tegumentar como descrito por Salinas & cols. (1989) e Sotto
% cols. ((1989), que também utilizaram, como nés, anticorpos
policlonais na técnica da imunoperoxidase indireta.

£ muito provavel que a frequéncia e a intensidade do
parasitismo intestinal na leishmaniose visceral sejam ainda

maiores que a que nos observamos. Na maioria dos pacientes as



birdépsiase retararam apenas um frazomento., e como e gdados de
necropsis mowtran, o comprometimento intestinegl € segmentar,
assim, aumentando-se o numerco de fragmentos e variando-se o
local oda=s bilops:i1as deve aumentar a chance de encontro de
parasitase como ocorre em relagac a gilardiase ( Hartong &
cols., 1979).

Outro dado que deve contribuir para a determinacdo
dz frequéncia rezl €& o momento daz biopsia em relsgd3o ao
tratamento especifico da doenga. & guase totalidade de nossos
doentes estavam no curso do tratamento no momento da biépsia.
Em média tinham mais de 10 dias de tratamento especifico. A
importancia deste fator deve ser considerado com cautela pois
alguns pacientes virgens de tratamento n3o tiveram parasitas
demonstraveis enguanto outros, com parasitismo intenso,
estavam em tratamento a mais tempo que a média.

0 tipo do infiltrado inflamatério nos casos com
moderado a intenso parasitismo deve ser considerado
especifico. Este i1nfiltrado deformz e alarga o topo das
vilosidades intestinais e =] constituido por macrofagos
densamente parasitados por formas amastigotas de leishmdnia.
s parasitas podem ser demonstradas atraves de exame
histolegico, imuno-histogquimico com o uso de anticorpos anti-
leishmania , e através da microscopia eletronica que permite a
caracterizac3do ultraestrutural das leishmdnias. Nos casos com
denso parasiitismo o infiltrado ¢é& quase monomérfico como
descrito nas formas difusas de leishmaniose tegumentar
(Bryceson, 1969; Convit & cols., 1972%. Nos casos de
parasitismo moderado, apesar do predominio de macréfagos

densamente parasitados, as demais células inflamatérias est3o



prezentes em menor numero, sobretudn o« plasmdicitos e
Inrdfelaitos.

Um dado que mostra a associacio deste infiltrado
con ac alteragces da mucosz € su. especificidade € o fato de
QUi nas criangas com denso perasitismo de mucosa 1ntestinal
que foram tratadas com sucesso. e que foram re-biopsiadacs,
verificou—se que, a despeito do curto espago de tempo entre as
dutze bidépsias, houve uma nitide mudanca do padran
tntlamatorio, desaparecendo ou diminuindo o numero de
macrofagos parasitados, aumentando o numerco de outras ceélulas
intlamatorias, € diminuindo a 1ntensidade das alteragses da
mucosa. Ao contrario, o paciente com 1i1ntenso parasitismo e
resistente ao tratamento, persistiu com denso infiltrado de
macrofagos parasitados e n3o houve modificagdes significativas
nos pardmetros de avaliagdo da mucosa, apesar de ter
permanecido por longo tempo hospitalizado, recebendo dieta
alimentar adequada e tendo sido tratado das parasitoses
intestinais.

A Unica condic3o que cursa com infiltrado intenso de
células macrofldgicas no topo das vilosidades da mucosa
intestinal além das histiocitoses, & a Doengca de Whipple.
Nesta «ondig8c o infiltrado também se faz no topo das
vilosidades, e se constitui por macréfagos de citoplasma amplo
e caracteristicamente PAS positivos, tontendo grande
quantidade de bactérias (Dobbins & Kawanishi, 19815 Petras,
1989; Morson & cols., 1990). & uma doenga relativamente rara e
que cura com o uso de antibisticos de largo espectro e nela

n3o ha leishmdnias.



Uz aspectos vaistose no presente estudo sdo semelhantes
s07 Ugrroryitoe noe gemsle trabalhos, contudo os outroz autores
nao fizeram referénclas aos aspectos da mucosa € 8 nhatureza do
intiltrado nos pecrentecs  com calazar e sem leiehmanias
demonstravers na mucoca.

Nos casos com discreto parasitismo ou sem parasitas
ae alteragoecs dz mucosa foram menos 1ntensas e o infiltrade
inflametdéraic de nztureza micsta, formado por plasmoécaitos,
linforcitos e poucos eosinofilos, tendo de permeio alguns
macrofagos parasitados. Algumas vezes o encontro de parasitas
fo1 possivel apos o exame de multiplas secgdes ou com a ajuda
da técnica de 1muno-histoguimica, usando—-se anticorpo anil-
leishmd3nia. Em outros érg3os tem—se descrito um infiltrado
inflamatério misto com muitos plasmécitos, mesmo quando e
dificil a demonstrac3o de parasitas, como ocorre no figado,
pulm3o e rins (Meleney, 1925; Andrade & Andrade, 19665 Duarte
& Corbett, 1987 Duarte & cols., 1983). No trato
gastrointestinal, o encantroc deste tipo de infiltrado
inflamatério deve ser considerado inespecifico, poils tém sido
descritas em outras condig¢oes como giardiase, ancilostomose,
desnutric3o, sprue tropical, enteropataia tropical,
intolerdncia a proteina heterdlogz e outras (Ament % Rubbin,
1972; Hartong % cols., 1979; iLayrisse % cols., 1964; Tandon ¥
cols., 1966; Baker & Mathan, 1972; Lindenbaum, 1973; Wershil &
Walker, 1988).

Em nosso material comparamos as alteracoes
intestinais de pacientes com poucas ou sem leishmanias no
intestino com as observadas na mucosa 1intestinal de outras

vinte e duas criancas na mesma faixa etaria, com graus



variados de desnutricd3oc e muitss delas com grardiase. & nHiéo
notemos oplferencas ne naturess do o antiltrado anflamctoruo €
nas alteragsées mortologicas da mucosa nos dols grupos.

Un aspecto gue noc chamduo & atengdo nos parientes
estudados foi1 a freguérnciaz com gue detectaram—se glarcias nRo
exame parasitolegico de fezes. Dos 20 pacientes, sete tinham
giardiase e destec quatro tinham quantidades moderzdz a
intensa de leishminias em i1ntestino.

A infeccdo por pilérdias pode se associar a2 um amplo
espectro de alteragées morfolédgicas e funcionails do i1ntestino
delgado ( Brandborg % cols., 19673 Morecki & Parker, 1%5&7;
Raizman, 1976; Saha & Ghosh, 1977; Levinson & Nastro, 1978 ».
Os dados da literatura sugerem fortemente que as alteracgcdes
graves da mucosa aparecem em 1ndividuos com distarbios do
sistema imune e em desnutridos ( Ament & Rubin, 1272; Roberts-—
Thomson & Mitchell, 1978; Hartong & cols., 1979; Boedeker &
McQueen, 1988). Na maioria dos pacientes a mucosa tem lesdes
discretas e inespecificas, caracterizada por discreto
infiltrado 1linfo-plasmocitdrio com alguns eosinéfilos de
permeio, como ©OcCcorre nos nossos paclientes sem ou com PoOUCas
leishmanias na mucosa intestinal. Alguns pacientes do grupo
vontrole tinham ztrofia e inflamagdoc mais 1ntensas qQue os
pacientes com calaxar.

Ha indicios de que ©o comprometimento prévio da
mucosa intestinal por outras condigées quando associado a
giardiase determina infecgdes mais graves com sintomatologia e
alteragses morfolégicas mais intensas (Carswell & cols.,

1973).
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biardiacse grave tem sido descrita em pacientes com
gicturbioo da amunidsde humoral, sobretudo nagueles envolvendo
& producdu de gamaylobulinag e de lgA (Sperber & Mayver, 1988;
Cunminuham-Kundlecs, 19ge) . Badare (1982) mostrou, em seu
trabalho de tese, que criangas que desenvoiveram calazar
tornaram—-se portadoras de giardias. Apesar de n3o encontrar
diferenca absolutz em relagd3oc ao grupo gque n3o desenvolveuw
calazar, um dado curioso € que antecs de desenvolver calazar
elas n3do tinham girardiase. Estes dados associados aos
trabalhos do mesmo grupo investigando infecgdes bacterianas em
doentes de calazar ( buerreiro % cols., 1985 ; Andrade &
cols., 1990) e gue mostraram que estas criangas s3c
significativamente mais propensas a desenvolver infecgdes de
trato respiratorio e urinario, pele e ouvido médio, sugerem a
necessidade de se investigar a secreg3o de IgA nas mucosas
destes pacientes, que além da desnutricdo mostram distarbios
da imunidade celular. N3o encontramos refer@ncias na
literatura acerca da respostz imune humoral a novos patégenos
no curso do calazar. Nés tentamos quantificar sub—populagoes
de plasmécitos na mucosa jejunal destes pacientes, afim de
testar a hipotese de uma diminuigdo do namero de celulas
secretoras de IgA em relagd3o a2 celulas produtoras de 1gG, mas
problemas técnicos inviabilizaram a analise.

Outra condigl3o, frequente em nossos pacientes com
calazar, que pode cursar com alteragdes da mucosa intestinal &
a2 desnutrig3o. A maioria dos pacientes tinha algum grau de
desnutrig¢do, mas em apenas um caso caracterizou—se
kwashiorkor. 0O grupo controle, utilizado para comparar as

alteracées vistas nos pacientes com calazar com as observadas



en criancas com desnutricdo proteico-caldérica, mas sem
buizshaiorbor, tinhen @ lYEeTracoen infiameterias € graus de
atrotia qQue ndo diteriam, no conjunto, dagquelas vistas nas
(riancsc cor calszar & com pouco oOu Sem parasitas Ns MUCoOss.
filgumes criangas tinham atrofia completa de mucosa, Como
descrito no kwashiorkor, mas n3o foram clinicamente
caracterizadas como tal. Por outro lado a dnica crianga com
celazar que tinhz kwashiorkor apresentava 1ntensoc parasitismo
dos macroéefagos da mucosa por leishm3nia e tinha atrofais
vilositaria parcial. Nenhuma c¢rianga com calazar e sem
leishm8nias na mucosa 1intestinal teve atrofia completa das
vilosidades, a despeito de terem graus variados de
desnutricio.

Na literatura ha uma tendéncia a se separar as
alteragses observadas nos pacientes com Kwashiorkor das vistas
nos pacientes com marasmo. As criangas com marasmo tém, em
geral, diminuic3o da espessura da mucosa intestinal, mas &
argultetura geral ests mantidza, notando-se vilosidades
encurtadas e criptas pouco alongadas. Em geral os pacientes
tém wuma atrofia parcial das vilosidades e ha aumento da
celularidade na 1lamina propria as custas de 1linfécitos,
plasmécitos e alguns eosinofilos ( Brunser & cols., 1%9606;
Fagundes Neto & cols., 19773 Brunser, 1977; Campos % cols.,
1979). No kwashiorkor as alteragées s3Ho mais graves, notando-
se atrofia vilositaria completa, mucosa plana, e criptas
alongadas rcom discreta diminuig38o do 1indice mitetico (
Stanfield % cols., 1965; Brunser & cols., 194435 Schneider ¥
Viteri, 1972; Lifshitz &% cols., 1981). A explicacdo para a

diferengca morfolégicas entre as duas condigdées €& incompleta.



Flaunte autores acham que za: diterengase nos indices mitdéticos

TE ol O caréncaa calorica do Mmaraesm, enguantu n
tuwawhianorior, comd ndo hs deificit caloricou este i1ndice estaraa
presaims do normal. Alguns trabalhos desenvolvidoes no Brasil

nau mostraram grandes diferenczs entre os aspectos di: mucosa
no marasmo e no kwashiorkor ( Fagundes Neto & cols., 1977;
Campos & cocle., 197%). Estudos experimentais conseguem
reproduzir as alteragoes vistas no marasmo, mas as tentativas
de repreodugdo do kwashiorkor s3oc menocs evidentes ( Hill &
cols., 196B; OGuiraldes % Hamilton, 19815 Lifshitz % cols.,
1981) . Mesmo apoes & corregdo do estado nutricional permanecem
25 alterzgoe= morfologicas da mucosa, sobretudo o infiltrado
inflamzotorio ( Stanfield &% cols., 19633 Schneider % Viteri,
1972). Estes dados sugerem que outros fatores como 1nfecgoes
parasitarias, bacterianas ou virais estejam contribuindo para
o espectro morfolégico das alteragées (Lifshitz & cols., 1981;
Gracey, 19883 Shiner % cols., 1990; Matta, 1992 ). Magalh&es
% cols. (197%) compararam os aspectos da mucosa intestinal em
desnutrideos com parasitose intestinal e desnutridos sem
parasitose intestinal, com a mucosa de individuos normais e
tiveram dificuldades em diferir os aspectos da mucosa
intestinal dos desnutridos sem parasitose dagueles dos
individuos normais.

Nossos pacientes eram poliparasitados e em alguns
deles foram isoladas bactérias enteropatogénicas do intestino.
E provavel que estacs associagoées contribuam para o
estabelecimento das alteragdes da mucosa, tanto nos individuos
com muitas quanto nos com poucas leishmi3nias no i1ntestino. No

grupo de pacientes com poucos ou sem leishm3dnias no intestino
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& trecuénocaa de polipsracsitoze 1ntestinal foir maior que no
ooy com moderade @ 1ntenz. auzntildede de lershmsnias.

Uz ezmtudus ultraestruturais mostram atrofia dos
enteroccirtosz, dirandlcas da  e2ltura das microvilosidades e
aumento do numeroc de autotacossomos nos desnutridos (Nassar &
cols., 1980). Estes aspectos s3o semelhantes a atrofiz celular
viste em outros tecidons na desnutrigd3o. Na lamina propria hé
aumento do numero de células i1nflamatérias., e Campos % cole.
(19797 descreveram plasmecitos &lterados, com redugdc do
nimero de cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso no
bwashilorkor & "inatividzde"” no marasmo. Em nosso material nd3o
nos detemos na analise dos enterdcitos, mas os blasmécitos, ao
contrario do descraito na desnutrigd3oco, mostravam reticulo
rugoso proeminente e muito dilatado. Este aspecto pode ser
considerado a contraparte morfologica da ativag3o policlonal
das células B vista no calazar.

Outro dado interessante em nosso estudo foi a
demonstragd3o de alteracoes Tfuncionais da mucosa i1intestinal.
Este estudo nac foi1 sistematico, mas 18 criangas foram
submetidas ao menos a um teste de absorg3do e em 16 foram
encontradas evidéncias de alterac¢3o. Estes testes denotam
alteragdo nas microvilosidades dos enteroecitos, local no qual
se localizam as dissacaridases. As causas desta alteragoes
devem estar associada a desnutri¢3o de vez que a3 maior parte
dos trabalhos mostra que estas enzimas s3o muito alteradas na
desnutri¢3o e se recuperam quando ¢é corrigido o estado
nutricional dos pacientes (Standfield & cols., 1965; Fagundes
Neto % cosl, 19773 Brunser, 19773 Lifshitz & cols.,1981}.

Infelizmente em nossos pacientes ndo foram realizadas
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avaliardes funcionaile antes do 1nici1o do tratamento e antes da
alte howprtealar.

Os mecanlsmops desencadeadores das alteracces
intestinalse ne calazar podem ser ezpecitico apesar da
respozta, sob o ponto de vistz morfolegico, ser 1nespecifica.
Sabe-se¢ que o 1intestino, zss=im como &8 maioria dos érodos,
responde de uma forma limitadaz a ums serie de agresscecs. Em

noz=zo:s pacientes & ditfticil determinar & cCaus dae aliteragoes

1w

da mucosa quando elas nd3o estdou associadas & um parasitismo
moderado ou intenso por leishminias, e mesmo nestas
circunstiancias € muito provavel aue outros mecanismbs estejam
operando simultaneamente. Sob o ponto de vista metodolegico e
quase 1impossivel excluir as outras possibilidades afim de se
estudar apenas o fator leishmdnia. Praticamente todos os
pacientes referidos a hospitais com calazar s3do desnutridos e
poliparasitados (Badars, 19855 Cerf & cols., 1987; Pearson &
cols., 1992).

Um dado interessante observado em pacientez com pouco
ou sem parasitas na mucosa intestinal e gque talvez contribua
para a inflamac3o, & a presenga de material marcado pela
técnica da imunoperoxidase com anticorpo anti-leishmania, no
interior de macrafagos da mucosa . Este material era
discretamente granuloso e aparecia no interior do citoplasma.
Resultados semelhantes aos nossos foram descritos em outras
formas de leishmaniose. Ridley & Ridley (1986) observaram
antigenos parasitarios em macréfagos e adsorvidos na membrana
basal de epitélio e vasos em material de bidpsia de pacientes
com leishmaniose cutdnea, & sugeriram que a persisténcia

destes antigenos induziria 1les3c tecidual. Também Sotto &
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ol (1oRe: tiveram recultedos semelhantes eztudande a
et o gk dz tecnice da IMUINOME P08 Qe rie diacncestico de
leishmzniose cuténea e cutdneo—mucossz . tendo encontrado
antigenos parasitarios em msis de 6&4% dosz casos, presente em
células fagocitarias = em membranas basais. Um dado
interecsante ¢ ©o achado de antigenos de leishmania no

citoplasmz de plesmécitos de linfonodos de area de drenagem de

n

les3c cutdnez ( Selle & Goldering, 198% . Em nosso material

ir

nac encontramos esta loczalizzcd3o do antigenc. A presenga de
antigeno parasitario pode resultar de fagocitose de parasitas
dearadados ou da incorporagdo & membrana plasmatica de
macréfagos de exo—aniigenos parasitarios ( Sells % Burton,
1981; Berman % Dwyer, 19813. Nz leishmaniose visceral o
encontro de antigenos parasitarios nos septos alveclares
pulmonafes de individuos com pneumonite intersticial e sua
auséncia nos individuos sem pneumonite, levou Duarte % cols.
(19897 a sugerirem que a inflamagc3o com muitos plasmécitos,
linfécitoz e macrofagos, maT com pouco parasitas, sela
induzida pela persisténcia dos antigenos. A analise
ultraestrutural corrobora com estes achados de vez que, com
frequéncia, foram vistos, em pacientes com poucos ou sem
parasitas, macrafagos fagocitando restos de parasitas.

Dutra hipétese suscitado por nossos resultados diz
respeito & possibilidade de reac¢3do cruzada entre antigenos
parasitarios e constituintes normais dos tecidos do
hospedeiro. Observamos que o anticorpo anti—-leishminia
utilizado neste estudo reage com filetes nervosos da mucosa
intestinal. Quando este anticorpo fci1  absorvido com  um

"pellet" de leishm3nias desapareceu a reagdo. 0 estudo
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ultraectrutural mostrou, por veres, que « intiltrado
intlame oy 10 S adencave en torno de nervos, € 29 que esies
apresentavam alteracoes come raretacdo de estruturas e
intumeszcaimento. Eetudos & respeito decste fenomeno precisam ser
aprofundzados  poie h& trabealhos na literatura deccrovendo
alteracdes 1nflamatérias de nervos na leishmaniose tecumentar
humanz € em murinos, mas hos guais ndo h& investigagoes acerca
dz petogénese (Fubbz & colse., 19873 Sastti1 & cols., 1989).
Nestes ecstudos foram descritos, ocasionalmente, a presenga de
leishm&nias em células de Schwann, mas ndo foram feitos
estudos i1munaopatolégicos.

N3o ha relatos na 1literatura sobre os aspectos
ultraestruturais da mucosa intestinal na leishmaniose visceral
humana. Assim, nosso relato oferece uma contribuigao original
que pode dar subsidios para a compreendo de aspectos da
relac3o parasita:hospedeiro nesta doenga.

Az observacdes ultraestruturazis mostram, em areas de
destruigd3o de parasitas, gque h& aumento do namero de
linfécitos, que estes linfécitos aparecem em Iintimo contacto
com OS macrofagos parasitados, e que nestas Areas ha
destruigdo dos macréfagos com liberagdo das formas amastigotas
no intersticio, aonde os parasitas mostram evidéncias Jde
degeneracdo. Estes aspectos s&o muito interessantes e muito
sugestivos de como funcipnam oOs meeanismos leishmanicida in
vivo na leishmaniose visceral. Nas areas densamente
parasitadas o nuamero de linfocitos era pequeno, e os
macréfagos, densamente parasitados ndo mostravam evidéncias de

ativagao.



Sabe—se gue & capacidade leishmanicida dos
m.: Terenos depende de sue starvecde por lanfecitos ou seuc
prouston (Motharn & cols., 1780). Ha eszstudos mostrando que este
nrocesce de ativagado pode depender de intimo contacto entre

mecreofanos e linfecitos (Panczaian & cols., 1984) e que neste
processo pode ocorrer lise dos macrofagos parasitados (Pham &
Mauel, 19¢7). Estudos in vivoc mostiram que além do aumento do
numerce de linfécitos nza le=sd3c de individuos resistentes, um
importante mecanismo leirshmanicida & a lise dos macréfagos com
liberacdo dos parasitas no intersticio (Ridley & Ridley, 1983;
Andrade % cols., 19843 Barral &% cois., 17873 Fompeu, 1%B88;
Bittencourt % Cols., 1990, Fompeu & cols.,1952;. Nao
encontiambdDs referéncias acerce de mecanismos leishmanicidas 1n
vivo na leishmaniose visceral humana. Nossos achados sugerem
gue Os mesmos mecanismos que operam na leishmaniose tegumentar
ocorrem na mucosa intestinal na leishmaniose visceral. 0 fato
das criangas estarem usando medicamentos, antimonial
penfavalente associado ou nd3o ao uso de gama—interferon nos
obrigez a intergretar com cautela estes resultados. A despeito
de muito parecidos com os descritos na doenga sem tratamento
especifico n3oc podemos excluir o efeito destas drogas. A
observac3io de gque ocorre aumento do niameroc de linfécitos nas
lesdes de criancas com intenso parasitismo, qQue nas criangas
com pouco parasitismo o infiltrado contém muitos linfécitos,
sugerem que as drogas utilizadas operam através do sitema
imune, ou que diminuindc & carga parasitaria permitem a
resposta imune especifica.

0 encontro de eosinéfilos nas lesdes e em associacao

com os focos de lise de macrofagos e parasitas, sugerem que
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ecti: células tem algum papel ne destruicdo parasitarie. Tais
ccivia. tém ei1do descrita: en ouirgs formzes de lelshmznlosc
tanto em 1ndividuos resistentes quanto em susceptiveis (beane
¢ buimesraes, 19263 Gramelcos ¥ cole., 19843 Earral-Netto &
cole., 19B7; Pompeu & cols., 19913 Eittencourt & cols., 1992
). Parecem exercer uma atividade leishmanicida atraveés da
fagocitose de parasitas, deszgrenulacd3oc no melo extracelular e
cooperagca2oc com mecrotagos (Chang, 19813 Grimaldi: % cols.,
19843 Pompeu % cols.,19%91). Em camundongos tem—se demonstrado
que a resposta imune depende de um proporcdo entre linfoecitos
T auriliadores que sdo Tenotipicamente distintos, produzindo
ciwvucinas diferentes e respostas imunes distintas (Mosmann %
cols., 19892). Assim, linfécitos com o perfil fenotipico ThZ
produzem interleucinas 4 e 5, que i1induzem eosinofilia. No
homem dinda n3o foram isolados clones de linfoecitos com estas
caracteristicas, mas a presenga de eosinefilos pode decorrer
de um efeito semelhante a este. Geria interessante uma
caracterizaclo fenotipica das sub-populagoes linfocitarias na
mucosa 1ntestinal de criangas com calazar, antes e apés O
tratamento especifico, afim de se medir eventuais mudangas
nestes perfis e se correlacionar com mudangas no padrdo da
resposta.

Outro dado interessante deste estudo diz respeito a
resposta da mucosa intestinal ao tratamento. Dois pacientes
resistentes ao tratamsnto tiveram tr&s biodpsias no curso da
hospitalizac3o. Nestes pacientes o "clearance" de leishmdnia
foi diferente do observado no bagco. A despeito das pungses
esplénicas serem negativas eles persistiram com parasitas na

mucosa intestinal. Em um deles o parasitismo diminui



significativamente, encontr¢ndo-<e raras leishmanlias, mas nNno
ovtro o paracatizme poraaneceu 1ntenso,  Este criangs ere
reciztente ao tratamento, mesmo com a associlacdo de gama-—
interferorn, e tinha tideo recidivas da ooenga. Este: dadosz,
acrescide de um outro paciente no qual também =& encontrou

parasitas na mucosa apos tratamento bem sucedido, apontam =z

MUCOS & intestinal como umsa espeécie de "santuario” de
leishminiac. A razdo dae di1ferengac na velocigade do
"clearance"” Nn&o S30 conhecidss, mzac deve residir em

particularidades na resposta 1mune em diferentes orgdos e a
caracteristicas peculiares dos macrcfagos da mucosa
intestinal. Um dado gue corrobora esta ideé:a € o bem conhecido
fencmeno do "leishmaniocide dérmico pes—-calazar® no gual
observa—zc uma concentracgd3o de leishminias na pele normal ou
alteréda de 1ndividuos ‘curados" de leishmaniose visceral
(Ma jumdar, 1967; Girgla & cols., 1977 ). Prata (195372) e
Teixeira (1980) mostraram em figado e em pele,
respectivamente, a presenca de leishménias em pacientes
tratados & tidos como curados de leishmaniose visceral. Estes
dados, associados a evidéncias de desencadeamento de guadros
de calazar em individuos que ha muitos anos deixaram o foco
endémico suvgerem rue nao h& cura da parasitose, mas sim o©
estabelecimento de um equilibrio na relacdo parasita-
hospedeiro (Badarse & cols.,1986a). Em relagdo a mucosa
intestinal ha o relatoc de Arnaud-Battandier & cols. (1983) de
uma paciente com pung3o medular negativa para leishmanias e
sem anticorpos anti-leishmdnia cujJo diagnéstico da doenga foi

rezlizado pela bioepsia intestinal.



Neote trabalho for pocssivel demonstrar o freguente
comprometimento de mucoea Intestinal na leishmaniose viseceral.
f presenga de parasitas e sus intensidade se correlacionaram
com @& 1ntensidade das &alteragoes estrutura:s do orgao e
freguentemente as criangas tinham diarréia e alteracoes dacs
provas funcionzils do intestino delgado. Este comprometimento
deve contribuir com a desnutricdo apresentada pelos pacientes
com calerer e ter 1mportancies no binomio desnutricd3o—infecgdo,
aue como visto em outras condigoes deve ser encarado comc
multifatorial em sua génese.

Além destes dados imediatos, estes resultados
oferecem subsidios para futuras 1nvestigagees. E necessaria a
realizacdo de estudos melhor controlados, visando a
determinag3c da frequéncia do comprometimento 1intestinal em
populacaes expostas & infecg3o e seu sianificado prognoestico.
As bidpsias devem ser realizadas em pacientes livres de
gualquer tratamento e devem ser relacionadas com provas de
fungdo intestinal, € repetidas apc=s o tratamento. Os pacientes
que persistirem com parasitas no intestino devem ser
acompanhados para uma compreens3o do significado biolégico e
clinico deste fencmeno. A bidépsia intestinal podera otferecer
importantes subsidios & compreensd3o da relagdo parasita-
hospedeiro, na medida em que, devido a facilidade de acesso,
pode permitir o conhecimento da cinética, in situ, da resposta
do hospedeiro, através da conjugagdo de métodos morfolégicos e

imunoloegicos.
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