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DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA LEISHMA’\IIOSEL
TEGUMENTAR

FORMAS CLINICAS

As leishmanioses, produzidas por protozoarios do género Leishmania
Ross, 1903, podem se apresentar com um carater de infeccdo geral ou
localizada, sendo divididas, sob o aspecto clinico, da seguinte maneira:

cutanea — L. tropica Wright, 1903
Leishmaniose tegumentar{ cutaneo-mucosa — L. brasiliensis
eishmanio .
3 G. Vianna, 1911

*) visceral — L. donovani Laveran e Mesnil, 1903

LAVERAN, em 1917, dividiu as leishmanioses tegumentares em
duas formas clinicas: cutanea e mucosa. Na forma cutanea, ESCOMEL
estudou as variedades ulcerosa, papulo-tuberculosa, atréfica, linfangiti-
ca, crostosa e circinada. Ainda o mesmo autor descreveu, para a forma
mucosa, duas variedades: variedade sem solugdo de continuidade e va-
riedade com solugdo de continuidade.

Preferentemente nas zonas descobertas da face, membros superiores
e inferiores, surge, a principio, uma mancha eritematosa, que se trans-
forma em lesdo papulo-pustulosa ou nodular, denominando-se éste perio-
do como “fase de botdo”. A lesdo inicial mostra-se pruriginosa ou ndo,
assim como pode ser dolorosa ou silenciosa. Posteriormente, ulcera-se
esta lesdo inicial, aparecendo uma reacdo linfatica, com adenite regional
discreta e linfangite funicular ou nodosa, nem sempre aparente. Cons-
titui-se, dessa maneira, o chamado “complexo primario da leishmaniose”.

As lesdes, primeiramente cutaneas, evoluindo a partir do cancro de
inoculagdo, estendem-se em dire¢do as mucosas, assinalando-se com
maior freqiiéncia o comprometimento da mucosa nasobucofaringea e
mesmo laringea, caso em que se pode constatar lesdes das cordas vocais
através da disfonia manifestada pelo paciente.

Na seqiiéncia do processo leishmanidtico, as cartilagens nasais po-
dem ser parcial ou totalmente destruidas: verifica-se, como conseqiién-
cia, a queda do nariz (nariz de camelo ou tapirédide) e, em casos de ex-
tensa destruicdo, a formagio de uma verdadeira cavidade tnica oronasal.

(*) Esta é a classificagio adotada no Curso de Anatomia Patologica da Faculdade
de Medicina da Universidade do Rio Grande do Sul, pelo Prof. Paulo Tibirica, que acon-
selha a pronincia “lichmania’’, em face da origem do térmo (Leishman — pesquisador inglés)
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ESCOMEL, observando as lesées do véu do paladar, constatou a
freqiiéncia de uma formacdo especial, denominada de “cruz espundica”,
resultante da retra¢do dos tecidos entre lesées vegetantes. Os sulcos for-
madores da cruz espundica se orientam de tras para diante (direcdo
antero-posterior) e desde a regido molar de um lado 2 regido molar de
outro.

Em sintese, as lesbes da face, cutineo-mucosas, permitem a configu-
racdo de uma verdadeira “facies leishmanidtica”; com nariz infiltrado,
ectasias capilares, coloragio vermelho-violacea e destrui¢do variavel do
arcabougo cartilaginoso do nariz, sendo também possivel a verificacdo
de lesdes ao nivel das regides malares e no labio superior.

No intuito de sistematizar o estudo das lesdes cutineas e mucosas,
o Prof. JORGE LOBO, de Recife, apresentou, em 1947, uma classifica-
¢do dermatolégica, bastante didatica:

1) Lesao inicial, que posteriormente se ulcera com reagdo linfética.

p [ impetigdide
ectimatéide
ulcerada
cutianeas 3 lupéide
framboeséide
verrucéide
2) Leishmanides 1 sarcéide

ulcerosas

mucosas K
tlcero-vegetantés

S~ N

| cutaneo-mucosas — formas associadas

Para ESCOMEL, as formas puramente cutaneas (UTA) sdo mais
encontradigas nas regides elevadas: dai o nome de “leishmaniose da ser-
ra”; ao passo que a forma cutdneo-mucosa, “espundia”, é mais freqiiente
nas regides quentes, baixas e umidas. Entretanto, autores ha, como FLOCH
e SUREAU que verificaram, nas regides baixas da Giiiana Francesa, pre-
dominancia do tipo cutineo. Também SANCHEZ COVIZA e GUER-
RA, na Venezuela, encontraram, de oito formas cutaneo-mucosas, quatro
nas regides montanhosas.

Convém ainda mencionar a observagdo valiosa de ORTIZ e PRA-
DO que estudaram um caso com lesdes nodulares disseminadas, de as-
pecto lepromatoso, com numerosas leishmanias ¢ exame negativo para o
Mycobacterium leprae.

Nio sera necessario recordar que, para estudarmos a obtengdo de
material destinado ao exame laboratorial, torna-se dispensavel a conside-
ragio demorada das classificacbes de A. DA MATTA (1915), de AL-
MENARA (1916), as de EDUARDO RABELLO (1913, 1914 e 1925), de
RABELLO, PORTUGAL SERRA e ROCHA (1944), de AGUIAR
PUPQO (1946).
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Em algumas regides sul-americanas € possivel verificar, no mesmo
doente, a leishmaniose cutineo-mucosa e a blastomicose bucofaringea; por
isso, mister se faz lembrar os sinais cardeais da leishmaniose, tio bem
estudados por ESCOMEL: auséncia de cancro inicial, lesdes cutdnea,
mucosa e mista, invasdo das mucosas por continuidade, imunidade confe-
rida, auséncia de quadro histopatolégico tipico, presenga de leishmanias
nos tecidos, curavel sobretudo pelos arsenicais e antimoniais.

A blastomicose, no primeiro periodo, quase sempre é cutanea, seguida
de lesdes secundarias e terciarias, geralmente com um cancro inicial, de
evolucdo longa; a invasdo das mucosas faz-se, em regra geral, por conti-
guidade; auséncia de imunidade, presenga de Blastomyces nos tecidos,
sensibilidade as sulfas.

Embora ndo seja possivel estabelecer diferengas morfolégicas entre
a L. tropica (agente do botdo do Oriente) e a L. brasiliensis (leishmaniose
cutdneo-mucosa sul-americana), a ac¢@o patogénica das duas espécies é
perfeitamente distinta: a primeira determina lesdo cutinea, benigna, que
pode, em determinados casos, evoluir para a cura, enquanto a L. brasi-
liensis produz doenga de evolugdo lenta e progressiva, sem tendéncia 2
cicatrizacdo espontanea. Verifica-se, pois, que existe uma diferenga 16-
gica entre os dois protozoarios e deve-se salientar o que foi dito acima, le-
vando-se em conta que a reagdo de soOro-aglutinacdo também niao se presta
para a separacdo das espécies do género Leishmania, como demonstrou
ARISTIDES MARQUES DA CUNHA em trabalho documentado e pu-
blicado nas Memérias do Instituto Oswaldo Cruz, 1942. Existe um anti-
geno comum para todas as leishmanias, ou antes, idéntica constitui¢do an-
tigéncia. Amostras de L. infantum e L. tropica, conservadas em cultura
por longo tempo, possuiam o mesmo antigeno comum.

MAYER e PIFANO demostraram ainda, que as reagdes soroldgicas
com o antigeno de MACHADO para a doenca de Chagas e com o anti-
geno preparado a partir de culturas de leishmanias constituem reagdes de
grupo.







PESQUISA DIRETA DAS LEISHMANIAS NAS LESOES

GANGLIOS E NAS SEROSIDADES PRODUZIDAS POR 835"

VESICATORIO

COLHEITA DO MATERIAL

De preferéncia, a colheita de material para esfregacos deve ser rea-
lizada nas lesGes recentes ndo ulceradas. Se houver ulceragio, o material
sera colhido na borda da lesdo, fazendo-se nesse local, ap4s antissepsia,
escarificagdes ou raspagens com bisturi, o que permite a obtengao de pe-
quenos fragmentos; éstes poderdo ser utilizados para a realizacao de pre-
parados por impressdo.

Considerando-se que a presen¢a do sangue dificulta a pesquisa das
leishmanias, autores ha que aconselham o pingamento prévio da regido,
com a inten¢do de provocar uma isquemia.

Colhido o material, basta distendé-lo sobre uma lamina rigorosamen-
te limpa.

Da mucosa nasal ou pituitaria, o material destinado aos diversos exa-
mes pode ser retirado com facilidade pela curetagem. Nos ganglios e
nédulos linfaticos ou em torno de lesdes abertas, a colheita é realizada pela
punc¢do com agulha grossa (10-12), Por vézes, de lesdes fechadas, a se-
rosidade produzida por um vesicatério pode se prestar para a feitura de
preparados.

Esta pesquisa direta é 100 % positiva em casos de lesdes recentes. Nio
se deve esquecer, entretanto, que, com a intervengao terapéutica especifica,
diminui-se, habitualmente, a positividade dos exames.

Nas dlceras antigas os resultados positivos atingem apenas a 85 %.
Ainda mais, nas formas verrucosas, framboeséides e lupdides obtém-se
somente cérca de 15 % de resultados positivos.

Mais dificil, contudo, se torna a pesquisa do parasito nas formas mu-
cosas, onde a positividade é muito baixa: dai a conveniéncia da seriagdo
de exames, realizada com intervalos variados, sem nenhum tratamento
especifico.

METODOS DE COLORACAO

Os processos mais recomendaveis para a obtengdo de bons preparados
corados sdo os métodos pandptico, de GIEMSA e de LEISHMAN.

1) Método paniptico: O melhor método de coloragio é o chamado
método panéptico baseado no emprégo sucessivo dos corantes de MAY-
GRUNWALD e de GIEMSA.

A fixagdo é feita derramando-se sobre a lamina 10 gotas de MAY-
GRUNWALD, que deve agir durante 3 minutos, com a protegao da tam-
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pa de uma caixa de PETRI. Cabe acentuar que nao deve haver secagem
déste liquido. Em seguida, deita-se sobre o MAY-GRUNWALD uma
quantidade igual de agua neutralizada (10 gotas).

Por inclinagio da lamina em todos os sentidos, obtém-se a homoge-
neidade da mistura, que deve atuar durante 1 minuto. Rejeitado o co-
rante, sem lavar o esfregaco, verte-se s6bre a lamina o liquido de GIEM.-
SA diluido, na proporgio de 3 gotas para 2cc de agua destilada, com
pH levemente alcalino.

A temperatura ambiente, 15 a 20 minutos sdo suficientes para corar
os preparados recentes, que podem ser lavados em agua ordinaria.

Finalmente, seca-se o preparado em papel de filtro ou se efetua a
secagem pela exposi¢do da lamina a uma corrente de ar, gracas ao em-
prégo de um aparelho de ventilagdo.

- Convém lembrar que o contrdle do pH pode ser feito utilizando-se o
indicador vermelho neutro a 1 % em soluto aquoso ou melhor, o indica-
dor de azul de bromo-timol.

2) Método de GIEMSA: A fixagio é feita pelo alcool metilico ou
metanol, durante 10 minutos e a coloracdo se efetua com o emprégo do
soluto de GIEMSA, na proporgdo de 1 gota de GIEMSA para 19 gotas
de agua destilada. O soluto corante deve agir durante 20 a 30 minutos.

Em alguns esfregacos, o método utilizado foi o de GIEMSA-4cido
acético, que consiste em fazer atuar o GIEMSA na diluigdo cléassica, fa-
zendo-se, em seguida, a lavagem em Aagua destilada. Depois, submete-se
o preparado ao tratamento pela agua acetificada, na proporg¢io de 5 go-
tas por 100.

3) Método de LEISHMAN: Método pratico muito usado pelos
protozoologistas ingléses, é o de LEISHMAN com modificagio de SHU-
TE, que se distingue do processo cldssico quer pelas precaucdes adota-
das, quer ainda pela preparacio propriamente dita.

"~ O soluto de pé6 de LEISHMAN ¢é preparado dissolvendo-se 15 centi-
gramas do corante em 100 cc de alcool metilico rigorosamente puro. Fil-
tracao depois de 24 horas.

As liminas devem ser novas, desengorduradas pelo 4acido nitrico a
309, depois lavadas e conservadas em alcool absoluto.

Coloca-se sobre o esfregaco 4 gotas do corante, balangando-se as la-
minas durante alguns segundos. Adiciona-se, a seguir, 12 gotas de agua
destilada com pH 7.2, realizando-se cuidadosamente a mistura.

No fim de 30 a 40 minutos obtém-se uma coloragdo conveniente. O
corante é retirado por meio de um jato de agua destilada, obtido com o
auxilio de uma pipeta.

MORFOLOGIA DAS LEISHMANIAS

A morfologia das leishmanias no organismo humano é caracteristica:
corpos ovoides, de 2 a 6 y. de comprimento, cujo citoplasma contém um
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ndcleo esférico e um blefaroplasto em forma de bastonete, donde parte o
rizoplasto.
Vivem elas nas celulas endoteliais dos tecidos e, com mais rarldade,
no interior de leucécitos do sangue periférico.
A multiplicagdo das leishmanias no organismo humano faz-se pyﬁ -
cissiparidade.

INVESTIGACOES PROTO-HISTOLOGICAS
} e

O material que é retirado de lesées fechadas, das bordas de ulc'ei;ak ,./”
ou dos ganglios é fixado pelo liquido de BOUIN, no formol a 10 %, n& ',”j,;»w-»
liquido de HELLY, no de ZENCKLER ou no sublimado alcoélico de ‘
SCHAUDINN, para depois ser incluido em parafina e servir para a
obtengdo de cortes delgados (5 y no maximo).

De preferéncia, os cortes devem ser corados pelo MAY-GRUN-
WALD — GIEMSA e pelo hemalimen-eosina, sendo éste dltimo pro-
cesso inferior, no que diz respeito a evidenciacdo das leishmanias.

Coloragao dos cortes pelo processo de GIEMSA: Os fragmentos sio
desidratados pelo alcool, impregnados pelo tolueno e depois incluidos
em parafina para a obtencdo de cortes finos.

Desparafinar os cortes, tratando-os, depois, pelo liquido de Lugol
fraco (alcool a 70° adicionado de 3 % de Lugol ordinirio). Este trata-
mento, agindo durante 20 a 30 minutos, favorece a obtencio de coloragdo
protoplasmatica intensa.

Elimina-se o i6do pela lavagem rapida em 4gua destilada e pelo
soluto de hipossulfito de sédio a 0.5% (10 minutos). Lava-se em agua
comum durante 5 minutos, tempo éste que é seguido, imediatamente, pela
lavagem rapida em agua destilada.

Se o fixador utilizado for o liquido de BOUIN basta Unicamente eli-
minar o acido picrico, dispensando-se, pois, o tratamento dos cortes pelo
Lugol.

A coloragdo pelo GIEMSA é realizada tomando-se 1 géta do corante
para 19 gotas de 4gua destilada. O tempo de coloragdo vai de 2 a 12 ho-
ras, sendo prudente renovar o corante no fim dos primeiros 30 minutos.

Finalmente, os cortes sido lavados em 4gua destilada, submetendo-
se, em seguida, as preparagbes ao tratamento comum a todos os cortes
histolégicos (desidrata¢do pela série crescente de alcoois e passagem no
xilol).

A leishmaniose tegumentaria caracteriza-se, sob o ponto de vista his-
topatolégico, por um granuloma de células linfo-plasmo-histiocitarias. Pode
haver acantose, que é mais acentuada nas ulceras maiores; corddes epi-
teliais finos invadem o derma, notando-se, por vézes, nas bordas ulcera-
das, papilomatose moderada.

As infiltragdes intensas nas porgdes subjacentes do derma apresen-
tam nGmero variavel de linfécitos, de plasmécitos e de histiGeitos. Cé-
lulas gigantes e estrutura tuberculéide bem definida, nas tGlceras cronicas,
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Nas vizinhangas das Glceras é peculiar o achado de numerosos eosinéfilos.

Nas ulceragdes antigas, em periodo de cicatrizagio, aparccem eosiné-
filos em nGimero crescente. '

O quadro histopatolégico se enriquece com o aparecimento de para-
sitos nas lesdes iniciais, papulosas ou nodulares dérmicas. O que se nota
com freqiiéncia é que, nas bordas das lesdes ulcerosas recentes, é habitual
o exame microscépico revelar a presenga de numerosas leishmanias.

Pelos trabalhos de KLOTZ e LINDEMBERG (1923), ficou saliente
a presenga de nddulos circunscritos de células histiocitarias nas lesdes
mucosas: isto como peculiar a fase de ulceragio.

O achado de um granuloma cronico ulceroso, sem a verificagdo de cé-
lulas histiocitarias com leishmanias, ndo permite o diagndstico etiolégico.



METODOS CULTURAIS — LEPTOMONAS

[ ot

E a ROGERS (The Lancet — 237 -1904) que se deve o mérito da
obtengdo do desenvolvimento da Leishmania donovani em meio artificial.
Suas primeiras culturas foram feitas pelo produto de puncdo esplénica
em sangue citratado a 10 %, em tubos levados a temperatura de 22° C.

Em comunicagdes posteriores (1905), ROGERS aconselha a adigdo
de uma pequena quantidade de acido citrico ao sangue citratado. Os re-
sultados obtidos foram, no entanto, inconstantes.

O valor atribuido pelos autores a cultura das leishmanias pode ser
aferido pelos varios métodos propostos depois dos estudos de ROGERS,
A obtengido do desenvolvimento do protozoario em meios artificiais obede-
ce, como ¢é natural, a determinadas exigéncias, que ndo poderio ser descui-
dadas. Assim, é necessdrio lembrar que as leishminias ndo crescem em
presenga de qualquer elemento bacteriano. Déste conhecimento derivam
os cuidados especiais que deve ter o pesquisador, ndo s6 no preparo dos
meios culturais (verificagdo rigorosa da esterilidade), como também 'na
colheita do material a ser semeado. Recomenda-se a adi¢io de penicili-
na ao material colhido, principalmente nos casos de leishmaniose cuta-
nea, cujas lesdes sdo freqiientemente contaminadas (N. ANSARI —
1945).

Os meios semeados sdio mantidos a uma temperatura de 22°C ou
mesmo a temperatura ambiente do laboratério (16 -28°C), em condi-
c¢oes de aerobiose. ,

A adic¢do de extrato de batata favorece o desenvolvimento da L. bra-
siliensis, a ponto de ser esta técnica utilizada para preparo de antigenos
e vacinas (meio de RUGAI).

Seguidas as recomendagdes tendentes a evitar a inquinagdo por bac-
térias, é possivel observar leptémonas ativas, dentro de 4 a 5 dias, al-
cangando-se o enriquecimento maximo em 15 dias.

As formas em leptémonas, que aparecem nas culturas, sio organis-
mos flagelados, muito méveis, com a extremidade posterior mais delgada
que a anterior, donde sai o flagelo, sendo éste desprovido de membrana
ondulante.

As férmulas propostas pelos diversos autores colocam a reagdo do
meio em téorno da neutralidade, com discreto desvio para o lado alcalino,
reservando-se especial cuidado na conservagio da agua de condensagdo,
ambiente que se mostra propicio para o desenvolvimento das leihmanias,
nido viaveis em profundidade.

Convém mencionar que a mebrana corioalantéide de 6vo de galinha
embrionado pode servir de substrato ao desenvolvimento das leishmanias.
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No metabolismo das leishméanias ndo se verifica a fermentacido dos
agucares, assim como produ¢do de indol. A bile teria uma acdo desfa-
voravel sobre a L. donovani, ao passo que, a L. brasiliensis, segundo SE.
NER ¢ ZEBOUNI (1942), resiste mais de 7 dias a esta substancia. A
luz tem agdo nula sobre o protozoario, nio ocorrendo o mesmo com a
radiagdo ultravioleta, de acdo acentuadamente nociva (morte apés expo-
si¢io de 40 minutos).

O meio de Charles NICOLLE, do Instituto Pasteur de Tunis, é
assim preparado:

1) Gelose simples:

Caldo de carne ....................... 1000 cc
Peptona ................. ... . ... 10,0
Cloreto de sdédio ...................... 50 -
Gelose ... 2n - 730,0

Este meio de cultura deve apresentar uma reacdo muito fracamente
alcalina, que se obtém adicionando 7 cc de so' '¢do normal de hidréxido
de sédio, depois de ter sido feita uma neutraliz¢do perfeita ao papel de
tornassol.

2) Esterilizagio.

3) Liquefeito éste meio e mantido a temperatura de 50 a 55°C,
mistura-se 1/3 de sangue de coelho, obtido assépticamente por
pun¢io cardiaca.

4) Os tubos sio inclinados e mantides a temperatura ordinaria du-
rante 12 horas.

5) Os tubos sio fechados a céra e conservados S5 dias na estufa a
37 °C.

6) Nova permanéncia na estufa, durante 5 ‘as; a 22 °C,

Estas manipulac¢des (itens 5 e 6) tém por fin.iidade, ndo sé verificar
a esterilidade do meio, como também permitir a difusio de substancias
nutritivas da parte sélida na dgua de condensacgdo.

Nas culturas de 12 dias nota-se a presenga, em caso de crescimento
positivo, de algumas rosaceas de leishmania, ficando os parasitos aglome-
rados por sua extremidade anterior, isto é, o flagelo dirigido para a parte
central da rosacea.

LAVERAN ¢ PETTIT propuseram um meio liquido para obtengdo
das culturas de L. donovani, destinadas as inocculagbes em cdes e macacos,

O meio em questio é preparado da seguinte maneira:

Cloretode sédio ........................ 6,0
Peptona Chapoteaut .................... 2,0 1 volume
Agua ... 900,0

Sangue desfibrinado de coelho 1 1 volume
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A quantidade total do liquido n3o deve ser superior a 1/10 do vo-
lume total do recipiente, porque as leishmanias ndo se desenvolvem em
profundidade. Os recipientes mais apropriados sdo as garrafas de ROUX,
mantidas deitadas. Desenvolvida a cultura, notam-se, no meio liquido,
numerosas particulas brancas, perfeitamente visiveis, que sdo aglomera-
dos de leishmanias.

MEIO DE NOGUCHI
NOGUCHI, em 1895, idealizou o seguinte meio de cultura:

Solugdo de cloreto de sédio a 09% ............. 80 cc
Soro fresco de coelho ........................... 10 cc
Solugino de hemoglobina de coelho (1 parte de san-
g'ue:\;&iggflibrinado de coelho em 3 partes de 4gua
destilada estéril) ............... ... ... ...... 1-2 cc
Gelose nutritiva a 2% (pH 7,2)
1) Fundir a gelose cam a solu¢io de cloreto de sédio, em banho<ma-
ria, utilizando-se como recipiente um baldo de vidro estéril.
2) Adicionar séro de coelho e a solugio de hemoglobina, mantidos

a 45°C, imediatamente apds ter a temperatura da mistura baixa-
do a 50°C.

3) Distribuir, asseépticamente, o liquido obtido, na razdo de 7 cc por
tubo (tubos especiais de NOGUCHI), assegurada a perfeita ho-
mogeneidade da mistura.

4) Colocar o meio cultural, durante 48 horas, na estufa a 37°C, a
fim de verificar a esterilidade do mesmo.

o

TECNICA DE CULTURA DAS LEISHMANIAS PELO METODO
DE MANCEAUX:

O meio adotado é o de Novy-Neal-Nicolle, cuja composicio é a
seguinte:

Agua destilada ....... R R R R R 900,0

GeloSE ..ottt e e e e 14,0

Cloreto de S6dI0 . ...ovvevreeeeeneioniiininnennrens 6,0.
Preparacgio:

1) Maceracio de 14,0 de gelose num cristalizador, contendo agua des-
tilada.

2) Depois de 5 2.6 horas renovar a agua destilada e apds 24 horas
de maceragio, retirar finalmente téda a agua.
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3) A esta gelose adicionar agua destilada até fazer um péso de
914,0; depois adicionar 6,0 de cloreto de sédio.

4) Fundir a gelose, filtrar e repartir em tubos de ensaio com 15cc
de comprimento por 16 mm de didmetro e na razdo de 4 a Scc
por tubo.

5) Esterilizar.

NOTA': Esta maceragdo prévia da gelose na dgua destilada visa retirar do agar
substdncias estranhas soltveis, que dificultam as culturas das leishmanias.

6) Adicionar ao meio sangue de coelho, retirado por puncgio asséptica

do coragdo, na proporg¢io de uma parte de sangue para 3 de ge-
- lose. A gelose fundida ao banho-maria deve ser resfriada entre
53 -55°C antes da adigdo do sangue ao meio.

7) Os tubos de gelose-sangue ficam na estufa a 37 °C para verificar
a sua esterilidade, somente durante 24 horas, para evitar que um
tempo mais demorado possa produzir uma dissecagio muito in-
tensa, capaz de concentrar demasiado a 4gua de condensagdo, o
que é causa de insucesso.

8) Outra condi¢do indispensavel é conservar o meio em lugares fres-
cos ao abrigo das poeiras, colocando cada tubo em outro tubo de
diametro imediatamente superior e um pouco mais longo.

9) O tubo contendo o meio é mantido com a abertura bem aplicada
sobre o fundo.

10) Para as semeaduras é preciso semear pelo menos uma gota da
cultura-mie, fazendo as passagens de 10 a 15 dias. A vitalidade
déstes flagelados pode atingir 60 dias, quando os tubos sio bem
fechados e mantidos em armarios escuros.

MEIO DE NOELLER: (Usado no Instituto Oswaldo Cruz)

1) Pesar 500 gr de carne, isenta de tenddes, aponevroses e gorduras.
2) Deixar 12 horas em maceragio num litro d’agua, na geladeira.
3) Ferver durante 15 minutos e filtrar em papel.

4) Adicionar

Peptona ...... e e 10,0
Cloreto de sédio ................. 50

Glicose ........cocciiiiiii.. 20,0

5) Acrescentar 20,0 de gelose, fervendo a mistura para dissolver o
agar,

6) Repartir em pequenos frascos de Erlenmeyer, na razdo de Scc
por frasco.

7) Esterilizar no autoclave a 120 °C, durante 20 minutos.

8) Adicionar, assépticamente, sangue de carneiro, na proporg¢io de 10
a 20 %, na temperatura de 45-50°C.
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MEIO DE WENYON

WENYON, em 1921, propds um meio semi-sélido, cujo preparég

seguinte: _ bl U4
Cloreto de sédio a 0.85% (pH 7.6) ........ 270cc AV
Gelose ordinaria a 2% (pH 7.6) ........... 30cc %

Q‘,’ :\. .

1) Colocar, em cada tubo, 10 cc desta mistura e esterilizar a 120 °@."

2) Aquecer os tubos em banho-maria, até a fusdo da gelose, deixan-
do depois, que a temperatura caia a 50 °C.

3) Adicionar, a cada tubo, 20 gotas de sangue de coelho, colhido
assépticamente. '

4) Tornar esta mistura homogénea, rolando os tubos entre as mdos
e inclina-los para a obtengdo da gelose em bisel.

5) Comprovar a esterilidade do material pela permanéncia na estufa
a 37 °C, durante 24 horas.

MEIO DE ZOTTA

Outro meio de cultura, preconizado, em 1924, por ZOTTA, é o meio
gelose-bago. Consiste ésse material num caldo de bago de vitela, obtido
a partir de 250 gramas déste 6rgdo, reduzido a fragmentos e misturado
com 500 cc de dgua. Leva-se o todo, em seguida, a fervura durante 20
minutos, com agitagdo continua.

Adicionam-se 3 gramas de cloreto de s6dio e 2 gramas de gelose, aque-
cendo-se a mistura a ebulicdo, durante 30 minutos. Manter o pH entre
69 e 7.1.

Repartir o material em tubos que devem ser esterilizados durante
20 minutos, a 120 °C.

Alguns acreditam que o meio fornece bastante agua de condensa-
¢do, apresentando, sobre a classica gelose de NOELLER, a vantagem de
nio conter sangue fresco, muitas vézes de acdo nociva sdbre os proto-
zoarios.

GALLIARD encarece o papel da hipotonia do meio e a presenca
da glicose para a riqueza cultural e a vitalidade das culturas. A hema-
tina do so6ro sanguineo, que age por seu teor em colesterol, e a vitami-
na C, siao fatores de crescimento. O azoto, necessario para o crescimento
do germe, é assegurado pela peptona. Esta é a base do meio de LWOFF,

Com referéncia a obtencdo do sangue de coelho, deve-se preferir a
pungido cardiaca déste animal, com a finalidade de conseguir material mais
abundante, em condicdes de segura assepsia.

O ponto de elei¢do para ser feita a pungao, que visa atingir o ventri-
culo direito, é o angulo formado pela 7.2 costela esquerda com o apéndice
xiféide, onde os batimentos sio bem sensiveis.

A semeadura do material em exame é feita na 4gua de condensagio,
que deve ser abundante. Nos casos em que o meio ndo fornecer ésse

-jf".l.q o
LA I ]
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liquido em quantidade suficiente, pode-se ajuntar 1cc de soluto fisiol4-
gico ou agua destilada estéreis.

E aconselhavel fazer semeaduras numerosas: pelo menos em 10 a
15 tubos, sob condig¢des assépticas.

A marnutengdo do parasito € conseguida pelo transplante de 15 em
15 dias, realizavel com pipetas de PASTEUR esterilizadas.

E afirmativa de todos os pesquisadores que os métodos culturais sdo
superiores as pesquisas diretas feitas em exames sucessivos de esfrega-
¢os, conseguidos pelas raspagem ou pungdo das lesdes.



INOCULACOES EXPERIMENTAIS

A transmissibilidade das leishmanias pelos fleb6tomos foi aventada,
em 1904, pelos irmdos SERGENT.

HENRIQUE DE BEAUREPAIRE ARAGAO, emulsionando um
certo nimero de fragmentos de flebdtomos, inoculou o material assim
obtido nas orelhas e focinhos de cdes novos. Num dos cdes inoculados,
notou pequeno nodulo no focinho do animal, isto é, no ponto de inocula-
¢do. Cérca de 5 meses apds, a incisao déste nédulo permitiu colhér ma-
terial para esfregacos, que foram corados pelo método de GIEMSA. Os
parasitos mantinham-se isolados em exames sucessivos.

Em 1947, FELIPE NERY GUIMARAES divulgou a visceralizacdo
da Leishmania brasiliensis em hamsters inoculados, concluindo que es-
tas condi¢Ges experimentais confirmam as idéias de HOARE, na con-
ceituagdo das espécies do género Leishmania, separadas Unicamente com
bases clinica e epidemiolégica.

Em camundongos, surgiu o aspecto tumoral-com proliferagdo histio-
citaria e riqueza de leishmanias: histiocitoma leishmaniético. PARROT
e DONATIEN (1916) conservam amostras de leishmanias pela inocula-
¢do de algumas gotas de culturas, no derma da cauda de camundongos,
em pontos diversos. Nos casos de inoculacdao positiva, aparece lesdo bos-
selada, moniliforme, que evolui, por vézes, para o processo ulceroso.

Nos macacos e nos cies, LAVERAN inoculou a Leishmania tropica,
na face externa das coxas, préviamente raspadas e desinfetadas com 4gua
oxigenada.

MARQUES DA CUNHA (1938) e AMARAL (1941) conseguiram
inoculag¢des positivas no M. rhesus, obtendo éste Gltimo investigador uma
positividade de 100 %.

FULLER e GEIMAN (1942) inocularam, com proveito, a Leish-
mania brasiliensis no Citellus tridecemlineatus (esquilo do Texas). PE-
DROSO (1923) diagnosticou 4 casos de leishmaniose espontinea no cio.
Também MAZZA, pesquisador argentino, encontrou leishmanias em pro-
cessos ulcerativos localizados nas orelhas de cdes e, ainda, numa tlcera
do angulo interno do 6lho.de um cavalo.

MELLO (1940) identificou leishméanias em ulceragdes de um gato,
localizadas no nariz e na orelha.

O achado, mais importante é, incontestavelmente, o diagnéstico da
infecgdo leishmaniética canina, de tanta significacdo na disseminagio da
leishmaniose tegumentar: ROMANA e colaboradores, em 59 cdes exa-

minados na zona norte da Argentina, encontraram 3 animais infetados
pela leishmaénia.
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Os Profs. RONNA e PEREIRA FILHO diagnosticaram a etiologia
leishmaniética de uma lesdo ulcerada em um cdo, na cidade de Porto
Alegre (Ciéncia e Veterinaria — 1956).

Das inoculacdes citadas, a que nos parece de maior importincia é
a realizada na cauda dos camundongos, quer pela conservagio do para-
sito, quer ainda, pela possibilidade de isolamento de novas amostras, pre-
cisando o diagndstico clinico.

AGUILA (1919), no Peru, conseguiu inoculagdes positivas em co-
baios. Neste animal, HEITOR MEDINA, em 1946, no Instituto de Bio-
logia ¢ Pesquisas Tecnolégicas do Parana, observou, pela primeira vez,
uma leishmaniose espontianea, com acentuado tropismo para a pele, pro-
duzindo lesbes tumorais infiltrativas que chegam até a mucosa. As pre-
paragbes a fresco do material colhido por pungdo dos tumores, permite,
com facilidade, gragas a mistura com uma géta da solugdo original de
GIEMSA, a verificacdo dos corpusculos de LEISHMAN, os quais se
mostram ovéides ou redondos, correspondendo, em tamanho, a 1/4 de
uma hemaicia.

O isolamento foi realizado no meio N.N.N, conforme a técnica
modificada de CULBERTSON (1942), que recomenda a adigdo de 1cc
de agua destilada e esterilizada ao agar endurecido. As semeaduras sdo
feitas com dilui¢des do parasito em agua destilada, depois de realizadas
as provas de esterilidade do meio cultural.

Este protozoario foi inoculado em 260 cobaios, de ambos os sexos,
pelas vias subcutanea, intraperitoneal, intravenosa, intraesplénica, intra-
cerebral, intramedular e por instilagio na conjuntiva. Somente neste 1l-
timo caso ndo houve resultados positivos. As inoculagdes foram feitas
ora com material retirado das lesdes puncionadas, ora com liquido de
culturas com 10 dias de incubagio.

No liquido obtido pela pung¢ido das lesées cutineas do cobaio, JULIO
MUNIZ e H. MEDINA, em 1948, pelo exame a fresco, observaram um

parasito com 3 a 7 micra de comprimento, em forma de leishmania.

Nos preparados por impressdo de fragmentos de tecidos, fixados pelo
alcool metilico e corados pelo GIEMSA, o parasito apresenta forma ora
oval, ora redonda ou em lanca. O citoplasma é de tonalidade azul e de
aspecto homogéneo e o nucleo, de forma arredondada, apresenta-se co-
rado em vermelho intenso, ao passo que o cinetoplasto é um pequeno
bastonete, corado em roxo.

As formas nos tecidos sdo de multiplicacdo bindria, sendo notada,
primeiro, a divisdo do nicleo e, depois, a do cinetoplasto. Retirando ma-
terial de lesoes fechadas, foi facil o isolamento do protozodrio, nos meios
N.N.N,, de NOELLER ¢ NOGUCHI. O primeiro, feito com soro de
cobaio ou com sangue de coelho hemolizado, presta-se, especialmente,
para as culturas em massa. A temperatura 6tima de crescimento é a
de 22°C, a mesma das espécies humanas. As formas desenvolvidas nas
culturas sdo do tipo leptémonas e leishmanias. Nos esfregacos corados
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pelo método de GIEMSA, as formas de leptémonas largas apresentam
flagelo espésso. As formas do cultivo mostram divisdo bindria.

Quanto ao comportamento imunolégico, revela acentuar que a rea-
¢do de fixagdio do complemento com antigeno preparado a partir das
formas de cultivo é negativa em presenca de séro com anticorpo homé-
logo (séro de cobaio infetado). E bastante curiosa a observagio désses
pesquisadores, ao demonstrarem que-os soros de leishmaniéticos dio rea-
¢do de fixagdo do complemento francamente positiva com o antigeno da
L. brasiliensis e, também, com o da L. enrietti.

O prazo de incubagdo vai de 10 a 15 dias, quando aparecem nédulos
no ponto de inoculagdo. Preas inoculados, mostram, no fim de 45 dias,
pequeno abscesso, que abriu espontineamente, cicatrizando logo a seguir.
O exame proto-histopatolégico revelou processo inflamatério supurativo.

Tanto para o M. rhesus, como para o rato branco, cotia e camundon-
go, a L. enrietti, assim denominada pelos autores em homenagem ao Dr.
MARCOS AUGUSTO ENRIETTI, nao apresenta poder infetante. O
mesmo resultado foi visto em dois voluntirios inoculados.

MAGARINOS TORRES, JULIO MUNIZ, RITA A. DE ALMEI-
DA CARDOSO e EITEL DUARTE estudaram, magistralmente, os ca-
racteres do granuloma histiocitario na leishmaniose espontinea do cobaio.
que, freqiientemente, se transforma em granuloma fibrocitario, com ca-
racteres pseudoneoplasicos: é€ste granuloma, com reduzido nimero de
leishménias, lembra uma neoplasia cutinea, em face desta evolucdo fi-
brocitiria de seus elementos constitutivos.






REACOES SOROLOGICAS

As reagdes soroldgicas, no diagndstico laboratorial da leishmaniose,
nio apresentam a2 mesma importincia que lhes é atribuida no reconheci-
mento da leishmaniose visceral, com alteragées humorais acentuadas.

A soro-aglutinagdo das leishmanias ndo se presta para a separacdo
do género Leishmania: é o que resulta dos trabalhos de A. MARQUES
DA CUNHA, em 1942, publicados nas Memodrias do Instituto Oswaldo
Cruz, os quais contrariam as conclusées de NOGUCHI, divulgadas em
1924,

As reagdes de WITEBSKY, a enzimo-reagdo, a de BRAMACHA.
RI ou de RAY (4gua destilada superposta ao séro do doente), a formol-
gel, tipo NAPIER, que consiste em verificar se o séro dos doentes ge-
lifica em presenca de algumas gotas de formol, e a turvagdo do soro pela
adigdo do peptonato de ferro (AURICHIO e¢ CHEFI) nido deram re-
sultados praticos no diagndstico laboratorial da leishmaniose tegumentar.

ARTHUR MOSES (1919) preocupou-se com o diagnéstico da leish-
maniose pela reacdo de fixacdo do complemento, utilizando como anti-
geno, seja a 4gua de condensacdo das culturas, seja a emulsio de nédulos
ricos em leishmanias. De 41 casos de leishmaniose tegumentar, a reacdo
foi positiva em 33 soros sanguineos, ou seja 80 %.

O soro de doentes com eczema, psoriasis ou tuberculose forneceu re-
sultados negativos, havendo, no séro sanguineo de um dos doentes, uma
rea¢do impedidora.

As premissas désses estudos pertencem ao Prof. GUERREIRO, do
Instituto Oswaldo Cruz.

A. M. CUNHA ¢ EZEQUIEL DIAS, utilizando um extrato alcod-
lico estavel da L. brasiliensis, demonstraram uma reacdo de grupo: os
soros de doentes de leishmaniose tegumentiria ou de leishmaniose vis-
ceral reagem positivamente. Tudo faz crer que essa prova soroldégica
apresente vantagens na diagnose e também no contrdle terapéutico: esta
opinido é aceita pelo Prof. RUBEM AZULAY.

O formol-gel se desenvolve de acordo com a técnica seguinte:

1) Em tubo de ensaio de 9mm de diametro, adiciona-se 1 gota de

formol a 40 % a 1 cc de séro limpido.

2) A reacio é considerada positiva quando, pela inversio do tubo,

o soro nio é deslocado. Esta gelifica¢do se observa durante 1 hora.

EVANDRO CHAGAS e colaboradores, em doentes de leishmaniose
visceral americana, observaram que essa prova sorolégica ndo é especi-
fica, apresentando eficiéncia diagndstica somente nas fases adiantadas da
leishmaniose visceral. E sem valor, entretanto, no diagnéstico precoce da
infecgdo.
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A prova de BRAMACHARI classica ou de RAY ¢é realizada pela
adi¢do de 2cc de 4gua destilada a 1cc de soro limpido. Nos casos po-
sitivos vé-se anel esbranquigado na superficie de separagdo dos dois li-
quidos.

Embora haja uma certa concordincia entre o formol-gel e a prova
de BRAMACHARI, os estudos de E. CHAGAS e colaboradores na
leishmaniose visceral apresentam conclusdes insuficientes.

Conclui-se, pois, que essas provas diagnésticas indiretas, como ocorre
em todos os casos, ndo tém um valor seguro na verificagio etioldgica
da leishmaniose.

QUADRO HEMATICO. MIELOGRAMA.
PROVAS TERAPEUTICAS

O trabalho de RAO, publicado em 1911, evidencia que hid mononu-
cleose mais apreciavel no processo ulceroso do que no sangue periférico.

E evidente que hd uma monocitose relativa na maioria dos casos.
O leucograma indica leucocitose moderada, ndo superior a 15.000 leucé-
citos por milimetro cubico.

Os glébulos vermelhos mantém-se nos limites normais.

Quanto a eosinofilia, parece ser de intensidade moderada, mantendo-
se, muitas vézes, ap0s a cura da leishmaniose, o que pode depender de
uma verminose. No que diz respeito ao mielograma, tem ¢€le importan-
cia no diagndstico do calazar (Kala-azar).

A pungio do esterno pode ser repetida, sem perigo, permitindo o
achado de leishméanias em grande numero.

Muitas vézes, ha necessidade de recorrer as provas terapéuticas, so-
bretudo quando a clinica ainda permite pensar em leishmaniose tegu-
mentar, malgrado a negatividade de todos ésses exames laboratoriais;
nesses casos, a prova terapéutica podera trazer valiosos esclarecimentos.

1) Tartaro emético, empregado pela primeira vez por GASPAR
VIANA, em 1912.

2) Tartarato de s6dio e de antimonila.

3) Fuadina (neo-antinosan).

4) Eparseno (amino-arseno-fenol), proposto por AGUIAR PUPPO
em 1926.

5) Arsenito de sddio, introduzido na terapéutica tegumentar pelo
Prof. AGUIAR PUPPO e empregado, em nosso meio, pelo Prof.
OSCAR PEREIRA.

6) Cloroquina, usada por GARCIA, em 1949, com resultados apre-
ciaveis (administracdo oral).

7) Antipalidicos de sintese.

8) Glucantine.

9) Aureomicina, empregada por GLACCHO LEITE GOMES, do
Hospital Evandro Chagas (1955).



PROVAS ALERGICAS. INTRADERMO — REACAO DE
MONTENEGRO

As leishmanioses humanas sdo enquadradas entre as doengas para-
sitirias com manifestagbes alérgicas bem estudadas.

E em forma de leishméinides dérmicas que se denunciam as mani-
festacbes alérgicas no Kala-azar. Sdo manchas acrémicas ou uma erup-
¢do eritematosa nodular ou tuberosa, com localiza¢io na face, tronco ou
nos membros. Tao persistente € essa erupg¢do que, em alguns casos, sua
duragdo é de 30 anos.

Na leishmaniose tegumentar, AREA LEAO observou crupgio pa-
pulosa persistente na face e no tronco, com a presenca de parasitos.

WAGENER, em 1923, foi o pioneiro na verificagdo das reagbes cuti-
neas, aplicaveis ao diagnéstico das leishmanioses.

Em 1926, MONTENEGRO conseguiu provas alérgicas especificas
na leishmaniose tegumentar americana.

Introduzido o antigeno de WATSON, que se prepara com Trypa-
nosoma equiperdum obtido de sangue de ratos infetados experimental-
mente, ARISTIDES MARQUES DA CUNHA empregou-o em reagées
alérgicas, provocadas em doentes portadores de leishmaniose tegumentar
americana. . %

A inje¢do intradérmica de 0.2cc désse antigeno, provocou r'e;il;ﬁg;'
positivas, evidenciadas pela formagdo de placas eritematosas, cujas dimen-
sdes atingiram varios centimetros de diametro.

Esta reagdo deve ser considerada como reagdo de grupo.

A reacio de MONTENEGRO foi bem estudada por BUSS, SALES
GOMES, PESSOA e PESTANA. O antigeno atualmente preparado é
uma suspensdo de 2 a 5 milhdes de leptémonas por centimetro clibico em
soluto salino fenicado. A dose a injetar, intradérmicamente, é de 0.2 cc
de antigeno. Uma papula especifica denuncia, dentro de 45 horas, as
reagdes positivas, que persistem durante 5 dias. Esta prova é de alta
especificidade, pois é positiva em cérca de 95 % dos casos.

Nos casos recentes, a reagdo pode ser negativa, mas, néles, a pre-
senga do parasito evidencia a etiologia da doenca.

ROTBERG faz a leitura da prova de MONTENEGRO em dois
tempos: a primeira leitura, precoce, é feita entre 2 e 3 dias, e a de perma-
néncia ou residual, no fim de uma quinzena.

Recorde-se que JOAO MONTENEGRO, em seus trabalhos iniciais,
preparou extratos alcalinos de leishmianias com a finalidade de praticar
inje¢des intradérmicas e assim, provocar uma reagdo alérgica reveladora
da leihmaniose.

O extrato alcalino foi preparado da seguinte maneira;



— 26 —

1) Cultivo abundante de leishmanias em meio de NICOLLE, du-
rante 15 a 20 dias.

2) Lavagem da superficie do meio com agua fisiol4gica.

3) Centrifugacdo e lavagem do centrifugado, repetindo-se 2 vézes
esta operagdo. :

4) Ao sedimento da terceira centrifugacdo, adiciona-se liquido de
COCA estéril, constituido pelo soluto fisiolégico, contendo 0.5 %
de cloreto de sédio e 0.4 % de bicarbonato de sddio.

5) O material permanece durante 56 horas a temperatura ambiente,
tendo-se o cuidado de agitar o liquido todos os dias.

6) Depois, centrifuga-se o liquido, obtendo-o o extrato limpido na
.parte superior.

7) Resta provar que houve assepsia rigorosa: para isso, semeia-se o
extrato em gelose mantida a 37°C e, também, no meio de NI-
COLLE, que permaneceri na temperatura ambiente, durante 12
dias.

Inicialmente, MONTENEGRO utilizou duas ragas de leishmaénias:
uma isolada por éle e a outra, remetida por WAGENER. O citado autor
salienta que os extratos de cada raga foram obtidos separadamente.

A dose a injetar é de 0.2 cc de extrato, podendo-se observar, nos ca-
sos positivos, uma area vermelha congestionada, no fim de 24 horas. A
reag¢do dura varios dias, desaparecendo com lentidio. No entanto, MON-
TENEGRO notou que a leitura em 24 horas era mais propicia.

Nas reagdes positivas, o paciente queixa-se de calor, dor e prurido.
Calefrios, febre e outras manifestacdes gerais ndo foram observadas.

Quanto ao local da reagdo, o autor preferiu as regiGes deltbideas,
injetando, comparativamente, em um lado o extrato alcalino e, no outro,
igual quantidade de liquido de COCA, lavando a pele, antes da injegdo,
com alcool a 70°. /

Conclui, dizendo que a reacdo da leishmaniose é especifica quando
tipicamente positiva.

J4 nesta época, em 1928, falava-se em favor da unidade de espécies de
leishmanias, pelo fato de o extrato preparado com uma raga de leish-
mania agente do botdo do Oriente produzir reagdo especifica nos nossos
leishmaniéticos.

Com referéncia a interpretagio da reacgdo, devemos salientar que
um resultado intensamente positivo denuncia que o homem foi ou é ain-
da parasitado pelas leishmainias.

Assim sendo, essa prova tem um valor de atualidade, mas também
pode ser usada para um diagndstico retrospectivo.

CORREIA, em casos de adenites tuberculosas, observou que a rea-
¢io de MONTENEGRO se manifestou positiva, enquanto que, em casos
de tuberculose pulmonar, essa reagdo manteve-se negativa. Contatos for-
tuitos podem explicar suficientemente as reacdes positivas, em individuos
que ndao forem infetados por leishmanias.
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Os resultados obtidos nas leituras precoce e tardia sdo perfeitamente
concordantes. Precoce, a reagdo é de natureza alérgica; tardia, denuncia
natureza imunitaria.

O estudo histopatoldgico, realizado por PORTUGAL e GUIME-
NEZ, revela, a partir do 8.° dia, estrutura tuberculéide: é a demonstra-
¢do segura de aspectos imunitarios em ag¢do. As falsas reacdes surgem,
habitualmente, nas primeiras 24 horas.

A hemorreacio, proposta pelo Prof. RUBEM AZULAY em 1952,
consiste na injegdo intravenosa de S centigramas de antigeno diluido em
1 cc de soro fisiolégico. Sete a dez horas depois, observa-se calefrio, se-
guido de febre (38° — 40° C), durante 1 a 2 dias. Em doentes portadores
de outras dermatoses, esta reagdo é, freqiientemente, negativa.






CONTRIBUICAO PESSOAL
DIAGNOSTICO LABORATORIAL DE CASOS LEISHMANIOSE

Os métodos laboratoriais, quer diretos, quer culturais, assim como
as provas alérgicas e inoculacdes experimentais, foram utilizados para
o diagnéstico de casos clinicos recolhidos a 6." Enfermaria e de um
doente, drenado do Servigo de Otorinolaringologia da Santa Casa de
Misericérdia de Porto Alegre.

GASO 1: DR cLde PR

O primeiro doente observado, foi o agricultor P. X. D., natural de
Porto Xavier, municipio de Cérro Largo, branco, casado, 52 anos de
idade.

O exame inicial désse paciente revelou, no libio superior, ulceragio
extensa, com bordos salientes e fundo granuloso, sem repercussio gan-
glionar satélite. A mucosa da abébada palatina, edemaciada e vermelha,
apresentava sulcos profundos, lembrando a “cruz esptindica” de ESCO+
MEL.

Nesse doente, o exame direto do material, retirado das bordas da
lesdo ulcerosa, permitiu o diagnéstico acertado: os esfregacos, corados
pelo método de GIEMSA, possibilitaram a identificagdo de leishménias no
interior de mononucleares grandes, com auséncia de elementos em blas-
tomices. As culturas da serosidade, colhidas nas bordas da citada lesio,
com antissepsia rigorosa por meio da tintura de i6do a 1 %, praticadas em
12 tubos do classico meio de N.N.N., revelaram a presen¢a de elemen-
tos flagelados tipicos: leptémonas. Houve, pois, no caso estudado, con-
corddncia entre os dois exames, direto e cultural.

O tratamento pela Fuadina e Eparseno, em séries alternadas, pro-
vocou a regressio do processo ulceroso, com retragdo dos tecidos, res-
tando Unicamente uma tlcera na narina esquerda e o edema da abé-
bada palatfna, de matiz vermelho palido e aspecto granuloso.

A continuagdo do tratamento, com mais uma série de Fuadina e
outra de Eparseno, conduziu # cicatrizagdo todas as lesdes ulcerosas
apresentadas pelo doente, na cavidade bucal e mucosa da narina esquer-
da. Isto se verificou no ano de 1951.

O paciente abandona o tratamento especifico, voltando a Porto Ale-
gre, em 1956, com destruicio do septo cartilagionoso do nariz e com o
aparecimento de novas lesdes leishmaniéticas, agora mais profundas, atin-
gindo a faringe e a laringe, o que determinava acentuada disfonia, A

’
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pesquisa de bacilos alcool-acido resistentes, praticada nesta ocasido, re-
sultou negativa. Pratica-se a reacdo de Montenegro, por via intradér-
mica e pela cuti-reacdo, com resultados francamente positivos em 3 dias.
Recomega-se o tratamento especifico pela Fuadina e pelo Eparseno, fi-
cando cicatrizadas as lesdes ulcerosas do nariz, restando apenas a des-
truicdo do septo cartilaginoso. O estado geral do doente é bom, o que
permitiu licenca para voltar a sua residéncia em Porto Xavier, com a re-
comendacdo expressa de fazer nova série de Eparseno, no fim de 2
meses.

Déste doente, cujas fotografiass apresentamos, tira-se a conclusido
segura que a auséncia de dor em lesdes tdo extensas provocara o des-
caso do enférmo, deixando que as mutilagées viessem deformando sua
face.

Como o tratamento da leishmaniose deve ser tdo precoce quanto
possivel, é de extrema necessidade sempre investigar leishmanias em
doentes que apresentam destruicdio do septo nasal e ulceras quase indo-
lores. Neste caso, o diagnéstico foi facilmente precisado pelo laborato-
rio, porque o paciente nio se submetera a nenhuma medicagiao especi-
fica, o que viria dificultar a pesquisa incial.

CASO 2:

Em um segundo caso, C. B., natural de Garibaldi, residente ha 21
anos em Santa Rosa, branco, 63 anos, agricultor, casado, a histéria, cli-
nica data de 8 anos. Ulcera-se o septo cartilaginoso do nariz, que dentro
de pouco tempo, é completamente destruido. Extende-se o processo ul-
ceroso ao labio superior, onde evoluiu uma ulcera granulosa, de cor aver-
melhada, com bordos salientes, quase indolores. Na abdbada palatina
vé-se edema intenso, acompanhado de granulacdes esbranquigadas. Ha
dificuldade na deglutigdo. Como conseqiiéncia das lesdes septais, houve
a queda do nariz e a formagio do chamado “nariz tapiréide”. '

Foi facil verificar a presenca de lenshmamas, empregando o método
classico dos esfregaqos do material retirado da ulcera do labio superior
e também das ulceracées da mucosa da narina esquerda e direita.

Utilizamos fita celulose (Durex) para a obten¢do de preparados por
impressido, que foram fixados pelo alcool metilico € corados a seguir,
pelo GIEMSA. Neste doente, vimos pela primeira vez, que éste pro-
cesso da fita celulose da resultados de importancia diagnodstica, sem es-
carificagdo prévia dos bordos da tlcera. Este processo foi muitas vézes
repetido, tanto neste paciente como nos casos 1 e 3, com resultados sem-
pre concordantes: as leishmanias sdo evidenciadas com nitidez e faci-

lidade.
O método citado, foi desenvolvido nos seguintes tempos:

a) lavagem das lesbes ulcerosas (preferentemente nao submetidas
a tratamento especifico) com soro fisioldgico;
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b) algumas horas apés a lavagem das lesdes, coloca-se sdbre a tl-
cera, com cuidados especiais por parte do investigador, uma tira
de fita celulose (largura menor que a de uma limina e compri-
mento 1-2cm maior que o das laminas empregadas);

¢) faz-se ligeira pressdo a fim de possibilitar a perfeita aderéncia
da fita A superficie ulcerosa, deixando-se que a mesma perma-
nega no local cérca de 5 minutos;

d) no fim déste tempo, retira-se cuidadosamente a fita celulose, co-
locando-a sdbre uma lamina, perfeitamente limpa, com a face
adesiva voltada para cima. Dobram-se as extremidades, pren-
dendo-as na face inferior da lamina;

e) fixa-se o preparado, submetendo-o a agdo do alcool metilico, tal
como ocorre no método classico de GIEMSA ;

f) cora-se segundo o processo rapido de GIEMSA (20-3(/);

g) por ultimo, deshidrata-se rapidamente, pela acetona e pelo benzol,
obtendo-se, a0 mesmo tempo, a clarificagdo do preparado.

Também neste doente, conseguimos observar a utilidade da Reacdo
de Montenegro praticada simultineamente pelo método classico da intra-
dermoreagdo e pela cuti-reagio por picada ou pela escarificagio. Os
resultados foram comparaveis; dentro de 72 horas os resultados positi-
vos foram verificados: concordincia entio do exame direto com as pro-

vas alérgicas de MONTENEGRO.

E interessante assinalar que a ulceragdo nasal, iniciada ha 8 anos, nido
sugeriu o tratamento pelos antimoniais ou arsenicais, tio preconizados
no tratamento da lejshmaniose. Por isso, o achado das leishmanias foi
facil, ficando o doente entio em tratamento pelo Eparseno, em séries
alternadas com a Fuadina. ’

Atualmente nota-se que a ulceragio do labio apresenta um contérno
de cicatrizagdo esbranquigado, formado com rapidez.

Désse doente, verifica-se a possibilidade de existirem outros doentes
abandonados nas localidades da margem do Uruguay, sem a terapéutica
adequada, pois sabemos que nestas localidades a leishmaniose tem sido
mais freqiientemente diagnosticada, onde os flebétomos sdo abundantes.

CAS0 3: SR

O terceiro caso, por nos verificado, refere-se a L. K., 35 anos, bran-
co, casado, natural de Irai, comerciante. Em Montenegro, apés uma se-
mana de sua saida de Irai, notou o aparecimento de lesdes ulcerosas no
dorso do pé esquerdo, atingindo 4 dedos, com exclusio do grande arte-
lho; no pé direito, ulceracdes semelhantes foram também ohservados,
localizadas unicamente em 3 dedos. Essas ulceragdes cresceram em pro-
fundidade, a ponto de o doente estar ameagado de sofrer mutilagdes de
4 dedos no pé E e 3 dedos no pé D,
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A pesquisa direta com o material retirado destas ulceragdes resul-
tou pompara as leishmanias: esfregagos corados pelo método de
GIEMSXpermltlram ‘apreciar a cltologla do protozoario.

Resultados positivos da reagio de MONTENEGRO, quer pela in-
tradermoreagdo quer ainda pela cuti-reagdo em picada ou escarificagio,
dupliciaram a afirmativa do diagndstico.

Uma terceira verificagdo foi feita pelo processo cultural; semeadura
do material retirado da borda da ulceragio do pé E, apds desinfecgio
da pele com a tintura de i6do a 1%, utilizando-se na colheita déste ma-
terial uma agulha calibrosa, montada numa seringa de Lyer, esterilizada,
no meio de Noeller, preparado com caldo de bago, sem adi¢do de sangue.

O preparo déste meio cultural obedeceu as seguintes etapas:

1) Toma-se 500 g de baco de vitela, ¢ depois de corta-lo em frag-
mentos, deixa-se macerar em 1 litro d’agua, durante 10 horas, na
geladeira.

2) Ferver o macerado durante 15, filtrando em seguida através de
algodao de vidro.

3) Acrescentar

Peptona . . . . . . . . . . . 100
Cloreto de sédio . . . . . . . 50
Glicose . . . . . . . . . . . 200

4) O acréscimo da gelose (20 %.) deve ser feito, mantendo a mis-
tura em ebuligdo, para dissolugio completa da gelose.

5) Repartir em pequenos frascos de Erlenmeyer, na razdo de 5 cc por
frasco.

6) Esterilizar no autoclave a 120° C durante 20’.

7) Adicionar assépticamente, sangue d¢ coelho, na proporgio de 10
a 20%, na temperatura de 45 a 50° C.

NOTA: Este Gltimo tempo pode ser dispensado.
O resultado positivo evidenciou-se no fim de 6 dias.

Empregamos uma série de 12 tubos: 6 com o classico meic de Noel-
ler e 6 com caldo de bago. O desenvolvimento do protozoario no meio
contendo baco foi mais precoce, uma vez que, utilizando ¢ meio de
Noeller, conseguimos evidenciar leptémonas ativas somente a partir do
9.° dia. Este resultado confirmou as duas séries anteriores de cultivo,
realizadas nos dois casos precedentes.

Com o propésito de completar o diagnéstico laboratorial dos casos
1, 2 e 3, foram inoculados camundongos brancos WISTER. A inocula-
cdo do material obtido nas lesées e de amostras dos meios de cultura foi
feita na cauda désses animais, o que nos permitiu estudar as caracte-
risticas do parasito, ao mesmo tempo que nos proporcionou a possibili-
dade de conserva-los no laboratério,
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CASO 4:

Este foi gentilmente cedido pelo interno do Servigo de Otorinolarin-
gologia da Santa Casa de Misericérdia, RUDOLPH LANG.

Trata-se do paciente A. K., com 23 anos de idade, solteiro, de profis-
sdo agricultor e natural de S. Angelo. Examinado no Servigo acima cita-
tado, foi constatada uma perfuragdo do septo cartilaginoso nasal, ja exis-
tindo, como se pode verificar pelas fotografias do doente, uma discreta
queda do nariz. Feita a biopsia, o exame histopatolégico revelou a exis-
téncia de um granuloma verrucoso ulcerado. Na suposicio de se tratar
de um caso de blastomicose, foi imediatamente instituido o tratamento
pelas sulfas. Entretanto, a evolugdo posterior ndo demonstrou melhora.

Novamente em exame, foi feita a colheita de material nas bordas da
Glcera utilizando-se um pequeno estilete: praticado o esfregago e corado

pelo método de GIEMSA, tornou-se possivel a evidenciagio de leshma-
nias. T

~Com a intengdo de confirmar o achado protozoolégico, féz-se a prova
intradérmica de MONTENEGRO, com positividade forte no fim de 72
horas. Diagnosticava-se, déste modo, a etiologia leishmanidtica da lesdo
localizada no septo cartilaginoso do nariz e concluia-se pela necessidade
de aprofundar o exame histopatoldgico, no sentido de uma pesquisa con-
comitantemente protozooldgica.

Antes de concluirmos as observagdes clinicas que acima descreve-
mos, mister se faz salientar um ponto de grande importancia: todos os
pacientes acusaram, em sua histéria, a presenca do popularmente deno-
minado “mosquito pélvora”, na zona em que viviam. Esta denominagdo
diz respeito, como se sabe, ao fleb6tomo. Acentuamos o valor déste de-
talhe, uma vez que, embora ndao haja uma conclusido final sdbre a trans-
missibilidade da leishmaniose pelo fleb6tomo, todos os casos descritos
apresentam a mesma verificagdo. Se, no entanto, estabelecermos a rela-
¢do entre o diptero e a doenca,e recordarmos que o Prof. OSCAR BER-
NARDO PEREIRA identificou, nas proximidades de Pérto Alegre —
Gléria —, o Phlebotomus fischeri que é talvez, o responsavel por casos
esporadicos de leishmaniose, teriamos a explicagio dos diagndsticos fei-
tos por BASSEWITZ e outros em locais afastados de matas virgens. Cresce
de importincia esta consideragdo, ao tomarmos conhecimento da leishma-
niose do cdo,diagnosticada pelos Dr. ANTONIO RONNA e Prof MA.
NUEL JOSE PEREIRA FILHO (1950) em Pérto Alegre. Indica-se a
utilidade de um amplo estudo dos flebétomos da regido, visto que ésses
dipteros parecem transmitir tanto as leihmanioses cutineas humanas quan-
to a leishmaniose canina.

Nido podemos ,portanto, deixar de reconhecer a significacdo desta
doenga em nosso meio. Mencionamos os diagnésticos de BASSEWITZ,
em 1916 e a esta identificagdo seguiram-se outras (H. S. TOURINHO,
GUERRA BLESSMANN, PEREIRA FILHO, OSCAR B. PEREIRA,
NIEMEYER e NEVES DA SILVA), declarando NEWTON NEVES
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DA SILVA, em novembro de 1948, que nos arquivos do Laboratério de
Higiene do Estado ja haviam sido catalogados 18 casos. Repetimos a afir-
magdo de PEREIRA FILHO, feita em 1946 (1.° Congresso Médico Sul-
Rio-Grandense — Sta. Maria), que nao hia duvidas sobre a autentifica-
¢do microscopca de leishmaniose em diversos municipios do Estado: Ere-

chim, Encantado, Guaporé, Caxias do Sul, arredores de P. Alegre, aos
quais acrescentamos os casos por nos descritos.
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TESE
OSCAR MAY PEREIK |



ESTAMPA

CASO 4: A. K.
Leishmaniose tegumentar. Perfuragaio do septo car-
tilaginoso do nariz, permitindo passagem de uma
tentacanula.

CASO 4 ATHIC
Leishmaniose tegumentar. Perfil.

TESE
OSCAR MAY PEREIR/I



ESTAMPA

Leishmaniose do cobaio

Leishmania enrietti — Método de GIEMSA.

T E'S'E
OSCAR MAY PEREIR.]



Leishmaniose tegumentar — Corte de tlcera cutinea,
(hematoxilina-eosina) .

Leishmaniose tegumentar — Corte de tlcera cutanea.
(hematoxilina-eosina) .

TESE
OSCAR MAY PEREIRA



Leishmaniose tegumentar — Cérte de tilcera cutinea.
(hematoxilina-eosina) .

Leishmaniose tegumentar — Coérte de tlcera cutinea.
(hematoxilina-eosina ).

TESE
OSCAR MAY PEREIRA






CONCLUSOGES

Os estudos histopatolégicos dos granulomas crénicos infecciosos de-
vem sempre ser completados pela pesquisa sistematica do parasito, atra-
vés de técnicas que permitam a sua visualizagdo mais facil e mais niti-
da (GIEMSA e modificagdes). Disto depende a indicagdo terapéutica.

11

O método de impressdo com fita,celulose (Durex) das lesdes ulcerosas,
mantidas sem tratamento e lavadas, algumas horas antes, com séro fisio-
l6gico, fornece dados morfolégico§';d'o parasito, quando submetidas as
preparagdes a fixagdo pelo alcool’ metilico e coloragio pelo GIEMSA
rapido, seguida de desidratacao, também rapida, pela acetona e pelo
benzol.

111

Essa técnica deve ser acompanhada de esfregacos do mesmo mate-
rial por impressio em laminas bem desengorduradas: fixacdo pelo alcool
metilico e coloragdo pelo processo classico de GIEMSA.

IV

As pesquisas das leishmanias pelo método direto, guando negativas,
devem ser seguidas pelas investigagdes culturais, nos meios mais favo-
rdveis ao desenvolvimento do protozoario.

A%

O método cultural exige que as manipulagées sejam feitas em ca-
méras assépticas, com cuidados técnicos rigorosos, para que se evitem
as inquinagdes bacterianas dos cultivos, sempre impedidoras do cresci-
mento das leishmanias.

VI

A substitui¢do do caldo de carne comum, no preparo do meio de
NOELLER, pelo caldo de bago, é vantajosa: ha maior crescimento cul-
tural, podendo-se mesmo dispensar a presenga de sangue que, por vé-
zes, dificulta as culturas iniciais do protozoario.
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VII

No preparo do meio classico de NOVY — NEAL — NICOLLE, jul-
gamos inconveniente a substituicdo do sanguc de coelho pelo do homem
residente em zonas de endemias leishmaniéticas: evita-se, assim, a pos-
sibilidade impedidora de anticorpos especificos.

e VI

Julgamos de téda conveniéncia, inocular, na cauda de camundongos
ou ratos brancos WISTER, a serosidade retirada dos bordos das tlce-
ras ou a suspensdo de fragmentos de lesdes fechadas, com finalidade
diagndstica e, também, visando a manuten¢do facil das estirpes leishma-
nidticas.

IX

4 Aconselhamos que a reacio de MONTENEGRO, praticada habi-

tualmente pela via intradérmica, seja realizada ao lado da cuti-punctura
ou sob a forma de cuti-reacdo, com incisdes superficiais da epiderme.

X

Nos levantamentos ou indagacdes epidemioldgicas, estas duas ulti-
mas reagdes sdo de execucdo mais pratica e apresentam resultados de
facil leitura.

XI

A existéncia da leishmaniose do cobaio, em animal autdctone exis-
tente no Jardim Zoolégico de Porto Alegre, permite estudos faceis da
morfologia do género Leishmania: as suas dimensoes, maiores do que as
das leishmanias humanas, possibilitam demonstrar, com clareza, a cito-
logia désse protozoario. Este estudo prévio facilita, em extremo, as fu-
turas leituras dos esfregacos e dos cortes, procedentes de doentes de
leishmaniose tegumentar.
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