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RESUMO

Os AA. analisaram a resposta humoral nas lesdes de 90 pacientes de Leishma.

" niose Tegumentar — causada por Leishmania braziliensis brasiliensis —, utilizanda

o método da imunoperoxidase para identificar nos tecidos a presenca de IgA, IgG,
IgM, fragio C, do complemento e fibrina. Constataram s presenca de Iga, 1gC
¢ IgM nos plasmdcitos tissulares, com predominio de IgG. Admitirtam que a
passagem dessas imunoglobulinas para os tecidos possibilitando a opsonizagio
do parasitos e/ou de seus antigenos, permitiria a ocorréncia de fendtmenos necro-
ticos que representam um dos mecanismos eficazes de redug'ﬁo da carga parasi-
tiria. Efetivamente, nas dreas de necrose e nas paredes dos vasos inflamados iden-
tificaram depdasito de imunoglobulinas, fracfio C, do complemento e fibrina —
elementos do hospedeiro que fazem parte dos imunocomplexos. Interpretaram
essa necrose tissular como o resultado da acio de imunocomplexos na regiio de
egiiivaléncia ou com discrefto excesso de antigenos (tipos ARTHUS). A presen-
¢a de antigenos parasitdrios, expressos nas membranas dos macréfagos quando
e contato com imunoglobulinas tissulares, na fase inicial da lesdo, possibilifaria
& instalacio de uma reagio antigeno-anticorpo, a qual explicaria o aparecimen-

to da necrose na Leishmaniose Tegumentar.

UNITERMOS: Leishmaniose tegumentar — Leishmania braziliensis —
Histopatologia. Resposta humoral tissular.

INTRODUCAO

O estudo da resposta humoral nas lesdes
de Leishmaniose Tegumentar sd recentemente
tem sido objeto de interesse (BRENNER et
al. — 19845 FERREIRA et al. — 1981% MA.
GALHAES et al. — 198213 — 108315 — 108412,
MORIEARTY et al. — 1982 "7, RIDLEY & RI-
DLEY — 19842, SOTTO et al. — 19842). O
presente estudo, realizado com material de
bidpsias praticadas em pacientes da localidade
endémica de Trés Bragos (Estado da Bahial,
teve por objetivo um melhor entendimento do

componente humoral tissular da resposta imu-
nitdaria na Leishmaniose Tegumentar notada-
mente quanto i sua participacdo nos fendme-
nos necrdticos que se destacam pela grande
fregiiéncia nas lesfes causadas por Leishmania
braziliensis braziliensis (MAGALHAES et al. —
1985 #6).

MATERIAL E METODOS

Procedeu-se ao estudo imunopatoldgico nos
tecidos tomados por bidpsia de 80 pacienies

(1) Trabalhe realizado com auxilic do CNPq (Proc. 40.6338/84 e 40.1186/85)
(2) Laboratério de Patologia do Departamento de Medicina Complementar da Universidade de Brasilia, 70910 Brasilia,

DF, Brasil

(3} Niicleo de Medicina Tropical da Universidade de Brasilia
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de Trés Bracos (BA). Dos pacientes biopsia-
dos, 69 eram portadores de lesdes cutfneas
e 21 de lesGes mucosas.

Trés Bracos ou IlTha Formosa fica situada
na zona da mata do planalte da Conguista,
nos limites dos municipios baianos de Cravo-
landia, Ubaira e Wenceslat Guimardes. Trata-
se de uma regifdo endémica para Leishmaniose
Tegumentar, cujo agente tem sido repetidamen-
te identificado como Leishmania braziliensis
braziliensis.

Para a obtencio das bidpsias utilizou-se
um punch de 5 mm de dijmetro; os fragmen-
tos removidos eram [fixados em FMA (de
LOWY, modificado por RIDLEY & RIDLEY
— 1975 ) durante 2 a 4 horars e depois transie
ridos para dlcool a 809%, antes do envio ao
Laboratdorio de Patologia, onde se efetuou o
processamenta do material. Depois de embe-
bidos em parafina, eram os fragmentos seccio-
nados em cortes semi-seriados, na espessura de
‘3 am por meio de micrétomo rotativo. A mon-
tagem em laminas fez-se com © uso de adesivo,

Procurou-se identificar a presenca de IgA,
fgG, IgM, fracio C, do complemento e fibrina
pelo métode da imunoperoxidase utilizando
reagentes da IMMULOK (USA)  para tecidos
fixados e embebidos em parafina.

A guantidade de plasmdcitos contendo imu-
noglobulinas, bem como a intensidade da rea-
¢Ao - nos depdsitos de imunoglobulinas, com-
plemento e fibrina, no interior das dreas de
necrose, foram avaliadas de modo semiquanti-
tativo atribuindose +, ++ e f ++ para va.
lores discretos, moderados e acentuados, res
pectivamente (MAGALHAES — 1984 1),

A técnica da imunoperoxidase foi a de
TAYLOR (197823,

A fim de verificar a associacfio das varis-
veis, em escala nominal, utilizou-se o teste esta-
tistico do Qui quadrado (X?), para grandes
amostras e o teste de FISHER, para peque-
naz amostras (n = 40), ¢ para medir a in-
tensidade de correlacdo, o coeficiente de cor-
relagio linear de PEARSON (p = 005). Na
andlise da diferen¢a entre distribuigdes, em
escala ordinal, utilizou-se o teste de KOLMO-
GOROV-SMIRNOV, para duas amostras rela-
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cionadas, o teste de FRIEDMAN e o teste de
comparacoes miiltiplas de FRIEDMAN, para
K amostras relacionadas. Finalmente, para me-
dir a correlacio ordinal entre varidveis, utili-
zou-se 0 coeficiente de correlagido de postos de
SPEARMAN (p == 0,005) (CAMPOS — 1983¢}.

RESULTADOS

A presenca de IgA, IgG e IgM foi obser-
vada no citoplasma dos plasmdcitos presentes
nas lesbes (Figuras 1, 2 e 3 — Tabelas 1 e 2).
Nos casos de forma cutdnea, o teste de Fried-
man. para amostras relacionadas, demonstrou

‘que existe pelo mienos uma diferenca alta-

mente significativa, ao nivel de 0,1%, entre
as médias representativas dos niveis de inten-
sidade das imunoglobulinag presentes nas le-
sdes. Pelo teste de comparag(")es miultiplas de
FRIEDMAN, verificou-se que JIgG apresentava
niveis altamente significativoes (p = 0,001) de
intensidade média, maiores que os niveis de
IgA e de IgM; verificou-se, também, que IgA
apresentava niveis = altamente significativos
{p = 0001) de intensidade média maiores que
0s niveis de IgM. Nos casos de forma mucosa,
pelo teste de FRIEDMAN, nio se constatou di
ferenca significativa entre as médias dos niveis
de intensidade das imunoglobulinas. Constatou-
8¢, também - correlacho altamente significativa
emire o nivel das imunoglobulinas presentes
nos tecidos e o nimero de plasmdeitos encon:
trados nas lesdes (r,: 0,01 > p > 0,001). Cutro
achado foi a falta de correlacio significativa

. entre o nimero de plasmocitos nas lesdes e

os titulos de imunoglobulinas no soro (IFID
Também n@o se encontrou correlagio signifi-
cativa entre 0s niveis de imunoglobulinas nos

tecidos e no soro.

TABELA

Participagio  das  imunoglobulinas na lesio (Método da
Immunoperoxidase). Casos cutaneos’
Imuncglobutinas
Niveis de Iga IgG IgM
participagio
F o F % ¥ L

Auséncia 12 17,3 [ 8.6 38 55,2
Discreta 31 45,0 9 13,0 27 291
Moderada 26 EX ) 43 62,5 4 3,7
Acentuada 0 ¢ 11 159 0 0

Toinl 68 100,u 69 H0o.0 69 100,
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TABETLA 2
Participacic das

imunoglebulinas na  lesao (Método da
Imunoperoxidase). Cas0s mucosos
Imuncglobuinas
Niveis de TgA IeG TaM
participagdo
F % F % F %
Auséncia 6 28,6 [ 28,6 10 47,6
Discreta 4 13,0 1 43 10 LYR
Moderada 11 52.4 12 71 1 4,8
Acentuada a ¢ 2 9,5 ¢ ¢
Total 21 100,0 21 1000 21 100,0

As imunoglobulinas, complemento e fibri-
nz foram ainda pesquisados nas dreas de ne-

crose. tissular vistas no material de 33 casos
(29 casos de forma cutinea e 4 casos de for-
ma mucosa) (Figuras 4, 5 € 6 — Tabelas 3 e 4).
Nos casos de forma cuténea, 0 teste de FRIED-
MAN, para amostras relacionadas, demonstrou
que existe pelo menos umaza diferenca altamen-
te significativa (X?. = 0,001) entre as médiag
dos niveis de intensidade dos componentes
observados nas dreas de necrose. Pelo teste de
comparacdes multiplas de ¥Friedman verificou-
se que fibrina, complemenio e IgG apresenta-
vam, cads um, niveis altamente significativos
(p = 0,001) de intensidade média maiores que
os niveis de IgM.

TABELA 3
Caracterizagio dos componentes encontrados na necrose tissular
(Métode da Imunoperoxidase)
Casos cutaneos

Componentes
Niveis de IgA IgG IgM Complemento Fibrina
participacio
) o F b ¥ L P % r Y%
Auséncia 18 62,2 10, 34,4 b1 93,2 4 17,5 7 241
Discreta 8 [} [4] ] o i} 2 8.2 1 34
Moderada 9 810 12 84 2 6.8 i2 50.2 9 31,0
Acentuada 2 L% 5 172 0 0 6 25,0 12 41,5
. Sem dados 0 - g —_ ] - 5 — 0 —
Total 29 100,0 24 100,60 29 100,0 29 10410 29 100,0
TABETLA 4
Caracterizagao dos componentes encontrados nas necrose tissular
{Método da Imunoperoxidase)
Casos mucosos
Componerntes -
Niveis de IgA 1eG IgM Complemento Fibrina
participagio - -
F L F Oy F Ny P Up Foo G
Auséngia 1 25,0 0 0 2 50,0 - 0 0
Discreta [} ¢ 1 25,0 ) 0 - — 0 .0
Moderada 2 50,0 2 50,0 2 50,0 1 100,0 2 50,0
Acentuada 1 250 1 25,0 0 0 - — 2 509
Sem dados 0 — 2] — 0 — 3 — o -
Total 4 1000 4 100,80 4 100,0 4 100,0 4 100,09
Nos trés casos de vasculite em que se DISCUSSAQ

aplicou o método da imunoperoxidase, verifi-
«cou se, na parede vascular, a presenca de fi-
brina em todos os frés, de imunoglobulinas
em dois e de complemento em apenas um.

A presenga de imunoglobulinas, principal
mente IgG, nos plasmoeitos indicou que elas
estio sendo produzidas nas lesdes. MORIEAR
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Fig. 1 — IgM em pequeéend mirmers de plasmdcitos,  Mdtodo da Imunoperoxidase. 320x,

Fig. & — IgA em modéergdo nimero de plasmdeitos. Mitodo da imunoperoxidase. 320

Fig. 3 — Iglh sm grande ndmero de plasmdcitos.  Método de imunoperoxidase. 320x.

Fig. 4 — Necrose tissular tipo poeira noclear. Depdsito scontusdo de IgG na lesio. Método da fmunoperoxidase, 180x.

Fig. 5 — Neorose tissular tipo poeira nuclesr associnda & reaglo granulomatosa inicial. Depdsito moderado de C, na lesio
Método da lmunoperoxidase. 16x.

Fig. 6§ — Necroas iissular do tipo eosinofilico associada & reagiio granulomatosa preminents. Depdsito acentuado de
fibrina na lesio. Mélndo de Imunoperoxidase. 33k,

TY et al. (1922 7) também encontraram em t0 08 quals observaram predominic de IgM em
dos os seus casos, imunoglobulinas nas lesbes, casos da regiSo Amazdnica. Recentemente,
com predominio de IgG, o que nio coincide SOTTO et al. — (1984 2) utilizando o método
com o8 resultados de FERREIRA et al. (1981%)  da imunofluorescéncia, encontraram IgG e IgM
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intracelulares, correlacionadas com o abundan-
te infiltrado de plasmdcitos nas lesfes estu-
dadas.

A presenca de imunoglobulinas, em'quanti-

dade significativa, permitiria a opsonizacio.

dos parasitogs e/ou de seus antigenos e, fun-
damentalmente, a ocorréncia dos fenémenos
necroticos, que representam um dos mecanis
mos eficazes de reducfo da carga parasitdria
" ({RIDLEY — 19791,
1982 1444 ~- 1983 12, ANDRADE et al. 198412,
RIDLEY & RIDLEY — 19832 19847),

MAGALHAES et al. {1982 ) foram os pri-
meiros a identificar, pelo método da imunope-
roxidase, nas Areas de necrose, imunoglobuli-
nas e fibrina. Com a extensio do¢ trabalho,
puderam identificar ainda a presenca da fracio
C, do complemento (MAGALHAES et al. —
1983 ' — 1984 12}, Demonstraram, assim, os ele-
mentos do hospedeiro gue constituem o imu.
nocomplexa. O antigeno ainda ndo foi demons-
trade entre nds, mas RIDLEY & RIDLEY
119842 j4 conseguiram reconhecé-lo em ma-
terial do Velho Mundo . ’

BERMAN & DWYER 11983%) verificaram
em culiura in vitro de macréfagos, gue estas
células podem expressar antigenos parasitdrios
em suas membranas. quando infectados com

leishménias, GRIMALDI Jr. (1984 %) ¢ SOTTO,

YAMASHIRO & CUCE (198421, pelos meétodos
da imunoperoxidase e da imunofluorescéncia,

respectivamente, observaram tamhbém a presen-

¢a de antigenos de leishménias ao nivel das
membranas celulares em secgbes histopatols-
gicas. Estes achados s&o fundamentais para a
compreensio dos mecanismos de formacio da
necrose tissular observada em cerca de 30%
dos casos estudados neste trabalho (MAGA-
LHAES et al. — 1985 %), Exo-antigenos celu:
lares, guando presentes na fase inicial da leséo
e apos contato com imunoglobulinas tissulares,
propiciariam as condigdes necessdrias a uma
reacio antigeno-anticorpo, com eqiiivaléncia ou
ligeiro excesso de antigenos, semelhante ao que
se observa no fendmeno de ARTHUS. O imu-
nocomplexo assim formado atrairia granuldci-

tos neutréfilos, os quais ao se desintegrarem, .

liberariam enzimas lisossOmicas responsdveis,
em ultima instancia, pela desintegragiio dos
tecidos no local {BJORK & SMEDEGARD —

MAGALHAES et al. — -

19844, CRAWFORD et al. — 19827, THEOFI-
LOPOULOS & DIXON — 19802). Por causa
desse mecanismo, nas areas de necrose, além

- ge restos tissulares e de granuldeitos neutrd.
- filos, s@o também encontrados imunoglobuli-

nas, complemento de fibrina. Esses dados con-
firmam a hipotese formulada anteriormente
(MAGALHAES — 1979 %) de que a origem da
necrose tissular estaria ligada a mecanismos
imunitdrios por depdsito de imunocomplexos.
Tal interpretagdc nao € compartilhada por
ANDRADE et al. — 19847, que verificaram, em
material experimental, o aparecimento da ne.
crose fibrindide quando os sinais de hipersen-
sibilidade retardada tornavam-se evidentes. Pa.
ra esses AA., a necrose apareceria ¢como me-
canismo mais importante para a eliminacio
dos parasitos das lesdes. A destruicio dos
macrdfagos parasitados, pelos linfécitos T sen-
sibilizados, através da citotoxicidade destes ao
reconhecerem antigenos do parasito nas mem-
branas faria com que as leishménias acabem
expostas as condi¢des adversas do liquido in-
tersticial, podendo ser este 0 mecanismo de
resigténcia. Recentemente, RIDLEY & RIDLEY
— 18842 — demonstraram, na Leishmaniose
Cutinea do Velho Mundg, reduciio da carga

‘parasitiria com a ascencfo nos tecidos dos

niveis de IgG, IgM, IgE ¢ complemento.

Observaram lise de macrdéfagos quando
houve eqiiivaléncia aproximada de antigeno e
de anticorpo junto com a deposicio de com-
ponentes. de imunocomplexo na les@io. Para
esses AA, a lise dos macrdfagos, no tipo agu-
do focal, € acompanhada por liberagdo maciga
de antigeno de leishménia logo seguida da
reducao deste mesmo antigeno, o gue indicaria
eliminacio do parasito. Outrossim, constituida
a necrose, amastigotas revestidos por imuno-

globulinas aparecem fagocitados por macréfa-

gos jovens e polimorfonucleares. Para RIDLEY
& RIDLEY ¥, a lise celular imunologicamente
induzida — resuitante da formacio de imuno
complexo na relacao apropriada --—- € mais im
portante gue a ativagio de macréfagos no
estagio agudo das lesdes.

& verificacio, no presente trabalho, de de-
positos de componentes de imunocomplexo,
derivados do hospedediro, nas dreas de necro
se, foi confirmada pelos recentes achados de
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RIDLEY & RIDLEY 2. Desta maneira, fica con-
firmada a hipotese agui defendida, de que a
necrose presente na Leishmaniose Tegumentar
decorre da acio de imunocomplexos na lesio.
Nas dreas necrosadas hi doposito ndo s6 de
imunocglobulinas fizadoras do complemento —
como IgG e IgM —, mas também de IgA.
Em todos os casos em que ocorreu -depdsito
de C,, constatou-se igualmente a presenca de
IgG. A IgA presente ou nfg contribuiu para
a ativacgo do complemento, ou processou essa
ativagio pela via alternada (THEOFILOPOU
LOS & DIXON — 1980 %),

Nos casos com vasculite aguda, houve a
identificagdo de imunoglobulinas, complemen-
to e fibrina na parede dos vasos comprometi-

dos, 0 que também foi observado por SREN- .

NER et al. (19845} e por SOFTO et al. —
(1984 ), sugerindo que esta lesfio tem o mes-
mo mecanismo patogenética.
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SUMMARY

. Histopathology of mucccutanesus leishmaniasis
caused by Leishmania brasiliensis brasiliensis.
2. Tissue humoral response.

The Authors analysed the humoral respon-
se in bhiopsy material from 90 patients with
Mucocutaneous Leishmaniasis caused by Leish-
mania braziliensis braziliensis, utilising the
immunoperoxidase method to identify Iga,
IgG, 'IgM, C, complement fraction and fibrin
in the tissue. The presence of IgG, IgA and
IgM was Tound in tissue plasma cells with
& predominance of 1g(G and this was correlated
significantly with the numbes of plasma cells
in the lesion. The presence of immunoglobuling
in the tissues stimulated the opsonisation of
parasites and/or their antigens resulting ‘in
pvecrosis which represents one of the effective
mechanisms to reduce parasite load. In ne-
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crotic areas and the walls of inflammed vessels
irmmunoglobuling were deposited as well as
the C, fraction of complement and fibrin —
immunocomplex fractions derived from the
host. This tissue necrosis was interpreted as
the result of the action of immunocomplexes
iz a region with equivalent or a smally excess
of antigen (Arthus type reaction). The presen-
ce of parasite antigens expressed on the ma-
crophage membrane in the initial phase of the
lesion when in contact with tissue immuno-
globulins, leads to the installation of an anti-
gen-antibody reaction resulting in the appear-
ance of necrosisin Mucocutaneous Leishma-
hiasis.
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