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DIAGNóSTICO LABORATORIAL DA 
TEGUMENTAR 

FORMAS CLíNICAS 

As leishmanioses, produzidas por protozoários do gênero Leishmania 
Ross, 1903, podem se apresentar com um caráter de infecção geral ou 
localizada, sendo divididas, sob o aspecto clínico, da seguinte maneira: 

Leishmaniose 
(*) 

J { cutânea - L. tropica Wright, 1903 
tegumentar cutâneo-mucosa - L. brasitiensis 

"'l · G. Vianna, 1911 
visceral - L. donovani Laveran e Mesnil, 1903 

LA VERAN, em 1917, dividiu as leishmanioses tegumentares em 
duas formas clínicas: cutânea e mucosa. Na forma cutânea, ESCOMEL 
estudou as variedades ulcerosa, pápulo-tuberculosa, atrófica, linfamÜti· 
ca, crostosa e circinada. Ainda o mesmo autor descreveu, para a forma 
mucosa, duas variedades: variedade sem solução, de continuidade e va­
riedade com solução de continuidade. 

Preferentemente nas zonas descobertas da face, membros superiores 
e inferiores, surge, a princípio, uma mancha eritematosa, que se trans­
forma em lesão pápulo-pustulosa ou nodular, denominando-se êste perío­
do como "fase de botão". A lesão inicial mostra-se pruriginosa ou não, 
assim como pode ser dolorosa ou silenciosa. Posteriormente, ulcera-se 
esta lesão inicial, aparecendo uma reação linfática, com adenite regional 
discreta e linfangite funicular ou nodosa, nem sempre aparente. Cons­
titui-se, dessa maneira, o chamado "complexo primário da leishmaniose". 

As lesões, primeiramente cutâneas, evoluindo a partir do cancro de 
inoculação, estendem-se em direção às mucosas, assinalando-se com 
maior freqüência o comprometimento da mucosa nasobucofaríngea e 
mesmo laríngea, caso em que se pode constatar lesões das cordas vocais 
através da disfonia manifestada pelo paciente. 

Na seqüência do processo leishmaniótico, as cartilagens nasais po­
dem ser parcial ou totalmente destruídas: verifica-se, como conseqüên· 
cia, a queda do n.ariz (nariz de camelo ou tapiróide) e, em casos de ex­
tensa destruição, a formação de uma verdadeira cavidade única oronasal. 

(•) Esta é a clauificação adotada no Curso de Anatomia Patológica da Faculdade 
de Medicina da Universidade do Rio Grande do S11l, pelo Prof. Paulo Tibiriçá, que acon. 
selha a pronúncia "liehmânia", em face da origem do têrmo (Leishman- pesquisador inglês) 
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ESCOMEL, observando as lesões do véu do paladar, constatou a 
freqüência de uma formação especial, denominada de "cruz espúndica", 
resultante da retração dos tecidos entre lesões vegetantes. Os sulcos for· 
ma dores da cruz espúndica se orientam de trás para diante (direção 
ântero-posterior) e desde a região molar de um lado à região molar de 
outro. 

Em síntese, as lesões da face, cutâneo-mucosas, permitem a configu­
ração de uma verdadeira "facies leishmaniótica"; com nariz infiltrado, 
ectasias capilares, coloração vermelho-violácea e destruição variável do 
arcabouço cartilaginoso do nariz, sendo também possível a verificação 
de lesões ao nível das regiões malares e no lábio superior. 

No intuito de sistematizar o estudo das lesões cutâneas e mucosas, 
o Prof. JORGE LóBO, de Recife, apresentou, em 1947, uma classifica· 
ção dermatológica, bastante didática: 

1) Lesão inicial, que posteriormente se ulcera com reação linfática. 

impetigóide 
ectimatóide 
ulcerada 

cutâneas lupóide 
framboesóide 
verrucóide 

2) Leishmânides sarcóide 

mucosas 
) ulcerosas 
( úlcero-vegetantt!:s 

·~. cutâneo-mucosas - formas associadas 

Para ESCOMEL, as formas puramente cutâneas (UTA) são mais 
encontradiças nas regiões elevadas: daí o nome de "leishmaniose da ser· 
ra"; ao passo que a forma cutâneo-mucosa, "espúndia", é mais freqüente 
nas regiões quentes, baixas e úmidas. Entretanto, autores há, como FLOéH 
e SUREAU que verificaram, nas regiões baixas da Güiana Francesa, pre· 
dominância do tipo cutâneo. Também SANCHEZ COVIZA e GUER· 
RA, na Venezuela, encontraram, de oito formas cutâneo-mucosas, quatro 
nas regiões montanhosas. 

Convém ainda mencionar a observação valiosa de OR TIZ. e PRA· 
DO que estudaram um caso com lesões nodulares disseminadas, de as· 
pecto lepromatoso, com numerosas leishmânias e exame negativo para o 
Mycobacterium leprae. 

Não será necessário recordar que, para estudarmos a obtenção de 
material destinado ao exame laboratorial, torna-se dispensável a conside· 
ração demorada das classificações 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 
PUPO (1946). 
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Em algumas regiões sul-americanas é possível verificar, no mesmo 
doente, a leishmaniose cutâneo-mucosa e a blastomicose bucofaríngea; por 
isso, mister se faz lembrar os sinais cardeais da leishmaniose, tão bem 
estudados por ESCOMEL: ausência de cancro inicial, lesões cutânea, 
mucosa e mista, invasão das mucosas por continuidade, imunidade confe­
rida, ausência de quadro histopatológico típico, presença de leishmânias 
nos tecidos, curável sobretudo pelos arsenicais e antimoniais. 

A blastomicose, no primeiro período, quase sempre é cutânea, seguida 
de lesões secundárias e terciárias, geralmente com um cancro inicial, de 
evolução longa; a invasão das mucosas faz-se, em regra geral, por conti­
guidade; ausência de imunidade, presença de Blastomyces nos tecidos, 
sensibilidade às sulfas. 

Embora não seja possível estabelecer diferenças morfológicas entre 
a L. tropica (agente do botão do Oriente) e a L. brasiliensis (leishmaniose 
cutâneo-mucosa sul-americana), a ação patogênica das duas espécies é 
perfeitamente distinta: a primeira determina lesão cutânea, benigna, que 
pode, em determinados casos, evoluir para a cura, enquanto a L. brasi­
liensis produz doença de evolução lenta e progressiva, sem tendência à 
cicatrização espontânea. Verifica-se, pois, que existe uma diferença ló· 
gica entre os dois protozoários e deve-se salientar o que foi dito acima, le­
vando-se em conta que a reação de sôro-aglutinação também não se presta 
para a separação das espécies do gênero Leíshmania, como demonstrou 
ARISTIDES MARQUES DA CUNHA em trabalho documentado e pu­
blicado nas Memórias do Instituto Oswaldo Cruz, 1942. Existe um antí­
geno comum para tôdas as leishmânias, ou antes, idêntica constituição an­
tigência. Amostras de L. ínfantum e L. tropica, conservadas em cultura 
por longo tempo, possuíam o mesmo antígeno comum. 

MAYER e PIFANO demostraram ainda, que as reações sorológicas 
com o antígeno de MACHADO para a doença de Chagas e com o antí­
geno preparado a partir de culturas de leishmânias constituem reações de 
grupo. 





COLHEITA DO MATERIAL 

De preferência, a colheita de material para esfregaços deve ser rea• 
lizada nas lesões recentes não ulceradas. Se houver ulceração, o material 
será colhido na borda da lesão, fazendo-se nesse local, após antissepsia, 
escarificações ou raspagens com bisturi, o que permite a obtenção de pe­
quenos fragmentos; êstes poderão ser utilizados para a realização de pre· 
parados por impressão. 

Considerando-se que a presença do sangue dificulta a pesquisa das 
leishmânias, autores há que aconselham o pinçamento prévio da região, 
com a intenção de provocar uma isquemia. 

Colhido o material, basta distendê-lo sôbre uma lâmina rigorosamen· 
te limpa. 

Da mucosa nasal ou pituitária, o material destinado aos diversos exa­
mes pode ser retirado com facilidade pela curetagem. Nos gânglios e 
nódulos linfáticos ou em tôrno de lesões abertas, a. colheita é realizada pela 
punção com agulha grossa (10 -12). Por vêzes, de lesões fechadas, a se­
rosidade produzida por um vesicatório pode se prestar para a feitura de 
preparados. 

Esta pesquisa direta é 100% positiva em casos de lesões recentes. Não 
se deve esquecer, entretanto, que, com a intervenção terapêutica específica, 
diminui-se, habitualmente, a positividade dos exames. 

Nas úlceras antigas os resultados positivos atingem apenas a 85 %. 
Ainda mais, nas formas verrucosas, framboesóides e lupóides obtém-se 
somente cêrca de 15 % de resultados positivos. 

Mais difícil, contudo, se torna a pesquisa do parasito nas formas mu­
cosas, onde a positividade é muito baixa: daí a conveniência da seriação 
de exames, realizada com intervalos variados, sem nenhum tratamento 
específico. 

MÉTODOS DE COLORAÇÃO 

Os processos mais recomendáveis para a obtenção de bons preparados 
corados são os métodos panóptico, de GIEMSA e de LEISHMAN. 

1) Método panóptico: O melhor método de coloração é o chamado 
método panóptico baseado no emprêgo sucessivo dos corantes de MA Y. 
GRONWALD e de GIEMSA. 

A fixação é feita derramando-se sôbre a lâmina 10 gotas de MAY­
GRONWALD, que deve agir durante 3 minutos, com a proteção da tam-
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pa de uma caixa de PETRI. Cabe acentuar que não deve haver secagem 
dêste líquido. Em seguida, deita-se sôbre o MA Y-GRüNWALD uma 
quantidade igual de água neutralizada ( 10 gotas). 

Por inclinação da lâmina em todos os sentidos, obtém-se a homoge. 
neidade da mistura, que deve atuar durante 1 minuto. Rejeitado o co· 
rante, sem lavar o esfregaço, verte-se sôbre a lâmina o líquido de GIEM­
SA diluído, na proporção de 3 gotas para 2 cc de água destilada, com 
pH levemente alcalino. 

À temperatura ambiente, 15 a 20 minutos são suficientes para corar 
os preparados recentes, que podem ser lavados em água ordinária. 

Finalmente, seca-se o preparado em papel de filtro ou se efetua a 
secagem pela exposição da lâmina a uma corrente de ar, graças ao em­
prêgo de um aparelho de ventilação. 

~ Convém lembrar que o contrôle 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 fixação é feita pelo álcool metílico ou 
metano!, durante 10 minutos e a coloração se efetua com o emprêgo do 
soluto de GIEMSA, na proporção de 1 gôta de GIEMSA para 19 gotas 
de água destilada. O soluto corante deve agir durante 20 a 30 minutos. 

Em alguns esfregaços, o método utilizado foi o de GIEMSA-ácido 
acético, que consiste em fazer atuar o GIEMSA na diluição clássica, fa· 
zendo-se, em seguida, a lavagem em água destilada. Depois, submete-se 
o preparado ao tratamento pela água acetificada, na proporção de 5 go. 
tas por 100. 

3) Método de LEISHMAN: Método prático muito usado pelos 
prot~zoologistas inglêses, é o de LEISHMAN com modificação de SHU­
TE, que se distingue do processo clássico quer pelas precauções adota· 
das, quer ainda pela preparação propriamente dita. 

O soluto de pó de LEISHMAN é preparado dissolvendo-se 15 centi· 
gramas do corante em 100 cc de álcool metílico rigorosamente puro. Fil­
tração depois de 24 horas. 

As lâminas devem ser novas, desengorduradas pelo ácido nítrico a 
30%, depois lavadas e conservadas em álcool ,absoluto. 

Coloca-se sôbre o esfregaço 4 gotas do corante, balançando-se as lâ­
minas durante alguns segundos. Adiciona-se, a seguir, 12 gotas de água 
destilada com pH 7.2, realizando-se cuidadosamente a mistura. 

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

MORFOLOGIA DAS LEISHMANIAS 

A morfologia das leishmânias no organismo humano é característica: 
corpos ovóides, de 2 a 6 :1. de comprimento, cujo citoplasma contém wn 
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núcleo esférico e um blefaroplasto em forma de bastonete, donde parte o 
rizoplasto. 

Vivem elas rias células endoteliais dos tecidos e, com mais raridade, 
. ·,, . ·-·· no interior de leucócitos do sangue periférico. 

A multiplicação das leishmânias no organismo humano 
cissiparidade. 

,··~·>.,);; .. 
faz-se p.~/.,,_ , _:' 

/"~ _{ l'" _,· -~ !' ; / 
,_,.~ \1 · 1 I 
,.. . ., .... -"'". r ;ff !' 
-~ t ,, !' J'/l\ INVESTIGAÇõES PROTO-HISTOLóGICAS 

-~ ~~3" ... ~ ~, ... , 
O material que é retirado de lesões fechadas, das bordas de úlc~\,~~:_:/ 

ou dos gânglios é fixado pelo líquido de BOUIN, no fonnol a 10 %, rlcf, ;::> ·---~ 
líquido de HELLY, no de .ZENCKLER .·ou ·no sublimado nlcOólico de · (_-~ :· 
SCHAUDINN, para depois ser incluído em parafina e servir para a 
obtenção de cortes delgados (5 !J. no máximo). 

De preferência, os cortes devem ser corados pelo MAY-GRON­
W ALD - GIEMSA e pelo hemalúmen-eosina, sendo êste último pro­
cesso inferior, no que diz respeito à evidenci.ação das leishmânias. 

Coloração dos cortes pelo processo de GIEMSA: Os fragmentos são 
desidratados pelo álcool, impregnados pelo tolueno e depois incluídos 
em parafina para a obtenção de cortes finos. 

Desparafinar os cortes, tratando-os, depois, pelo líquido de Lugol 
fraco (álcool t\ 70° adicionado de 3 % de Lugol ordinário). Sste trata· 
mento, agindo durante 20 a 30 minutos, favorece a obtenção de coloração 
protoplasmática intensa. 

Elimina-se o iôdo pela lavagem rápida em água destilada e pelo 
soluto de hipossulfito de sódio a 0.5% (10 minutos). Lava-se em água 
comum durante 5 minutos, tempo êste que é seguido, imediatamente, pela 
lavagem rápida em água destilada. 

Se o fixador utilizado for o líquido de BOUIN, basta unicamente eli­
minar o ácido pícrico, dispensando-se, pois, o tratamento dos cortes pelo 
Lugol. 

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

Finalmente, os cortes são lavados em água destilada, submetendo­
se, em seguida, as preparações ao tratamento comum a todos os cortes 
histológicos (desidratação pela série crescente de alcoois e passagem no 
xilol). 

A leishmaniose tegumentária caracteriza-se, sob o ponto de vista his­
topatológico, por um granuloma de células linfo-pl_asmo-histiocitárias. Pode 
haver acantose, que é mais acentuada nas úlceras maiores; cordões epi· 
teliais finos invadem o derma, notando-se, por vêzes, nas bordas ulcera­
das, papilomatose moderada. 

As infiltrações intensas nas porções subjacentes do derma apresen· 
tam número variável de linfócitos, de plasmócitos e de histiócitos. Cé­
lulas gigantes e estrutura tuberculóide bem definida, nas úlceras crônicas. 
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Nas vizinhanças das úlceras é peculiar o achado de numerosos eosinófilos. 
Nas ulcerações antigas, em período de cicatrização, aparecem eosinó· 

filos em número crescente. 
O quadro histopatológico se enriquece com o aparecimento de para· 

sitos nas lesões iniciais, papulosas ou nodulares dérmicas. O que se nota 
com freqüência é que, nas bordas das lesões ulcerosas recentes, é .habitual 
o exame microscópico revelar a presença de numerosas leishmânias. 

- Pelos trabalhos de KLOTZ e LINDEMBERG (1923), ficou saliente 
a presença de nódulos circunscritos de células histiocitárias nas lesões 
mucosas: isto como peculiar à fase de ulceração. 

O achado de um granuloma crônico ulceroso, sem a verificação de cé· 
lulas histiocitárias com leishmânias, não permite o diagnóstico etiológico. 



ti: a ROGERS (The Lancet - 23 • 7 -1904) que se deve o mérito da 
obtenção do desenvolvimento da Leishmania donovani em meio artificial. 
Suas primeiras culturas foram feitas pelo produto de punção esplênica 
em sangue citratado ~ 10 %, em tubos levados à temperatura de 22° C. 

Em comunicações posteriores (1905), ROGERS aconselha a adição 
de uma pequena quantidade de ácido cítrico ao sangue citratado. Os re· 
sultados obtidos foram, no entanto, inconstantes. 

O valor atribuído pelos autores à cultura das leishmâni.as pode ser 
aferido pelos vários métodos propostos depois dos estudos de ROGERS. 
A obtenção do desenvolvimento do protozoário em meios artificiais obede­
ce, como é natural, a determinadas exigências, que não poderão ser descui· 
dadas. Assim, é necessário lembrar que as leishmânias não crescem em 
presença de qualquer elemento bacteriano. Dêste conhecimento derivam 
os cuidados especiais que deve ter o pesquisador, não só no preparo '!os 
meios culturais (verificação rigorosa da esterilidade), como também na 
colheita do material a ser semeado. Recomenda-se a adição de penicili­
na ao material colhido, principalmente nos casos de leishmaniose cutâ· 
nea, cujas lesões são freqüentemente contaminadas (N. ANSARI 
1945). 

Os . meios semeados são mantidos a uma temperatura de 22" C ou 
mesmo à temperatura ambiente do laboratório · (16 • 28° C), em condi· 
ções de aerobiose. 

A adição de extrato de batata favorece o desenvolvimento da L. bra­
siliensis, a ponto de ser esta técnica utilizada para preparo de antígenos 
e vacinas (meio de RUGAI). 

Seguidas as recomendações tendentes a evitar a inquinação por bac­
térias, é possível observar leptómonas ativas, dentro de 4 a 5 dias, al· 
cançando-se o enriquecimento máximo em 15 dias. 

As formas em leptómonas, que ,aparecem nas culturas, são organis­
mos flagelados, muito móveis, com a extremidade posterior mais delgada 
que a anterior, donde sai o flagelo, sendo êste desprovido de membrana 
ondulante. 

As fórmulas propostas pelos diversos autores colocam a reação do 
meio em tôrno da neutralidade, com discreto desvio para o lado alcalino, 
reservando-se especial cuidado na conservação da água de condensação, 
ambiente que se mostra propício para o desenvolvimento das leihmânias, 
não viáveis em profundidade. 

Convém mencionar que a mebrana corioalantóide de ôvo de galinha 
embrionado pode servir de substrato ao desenvolvimento das leishmânias. 
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No metabolismo das leishmânias não se verifica a fermentação dos 
açúcares, assim como produção de indol. A bile teria uma ação desfa­
vorável sôbre a L. donovani, ao passo que, a L. brasiliensis, segundo SE­
NER e ZEBOUNI (1942), resiste mais de 7 dias a esta substância. A 
luz tem ação nula sôbre o protozoário, não ocorrendo o mesmo com a 
radiação ultravioleta, de ação acentuadamente nociva (morte após expo­
sição de 40 minutos). 

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

1) Gelos e simples: 

Caldo de carne 
Peptona .............................. . 

1000 CC 

10,0 
Cloreto de sódio ..................... . 5,0 
Gelose ............................... . 2[) .30,0 

:f:ste meio de cultura deve apresentar uma reação muito fracamente 
alcalina, que se obtém adicionando 7 cc de so1 •ção normal de hidróxido 
de sódio, depois de ter sido feita uma neutrali7"Ção perfeita ao papel de 
tornassol. 

2) Esterilização. 
3) Liquefeito êste meio e mantido à temperatura de 50 a 55 °C, 

mistura-se 1/3 de sangue de coelho, obtido assepticamente por 
punção cardíaca. 

4) Os tubos são inclinados e mantidos à temperatura ordinária du· 
rante 12 horas. 

5) Os tubos são fechados à cêra e conservados 5 dias na estufa a 
37°C. 

6) Nova permanência na estufa, durante 5 r~:'ls; a 22 °C, 

Estas manipulações (itens 5 e 6) têm por fit.~lidade, não só verificar 
a esterilidade do meio, como também permitir a difusão de substâncias 
nutritivas da parte sólida na água de condensação. 

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

LAVERAN e PETTIT propuseram um meio líquido para obtenção 
das culturas de L. donovani, destinadas às inoculações em cães e macacos, 

O meio em questão é preparado da seguinte maneira: 

Cloreto de sódio 
Peptona Chapoteaut ................... . 
Agua .................................. . 

Sangue desfibrinado de coelho 

6,0 1 
2,0 f 

900,0 

.. 

1 volume 

1 volume 
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A quantidade total do líquido não deve ser superior a 1/10 do vo­
lume total do recipiente, porque as leishmânias não se desenvolvem em 
profundidade. Os recipientes mais apropriados são as garrafas de ROUX, 
mantidas deitadas. Desenvolvida a cultura, notam-se, no meio· líquido, 
numerosas partículas brancas, perfeitamente visíveis, que são aglomera· 
dos de leishmânias. 

MEIO DE NOGUCHI 

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

Solução de cloreto de sódio a 0,9 % ............ . 
Sôro fresco de coelho .......................... . 
Soluçin de hemoglobina de coelho (1 parte de san· 

gue ,_d.;~f:ibrinado de coelho em 3 partes de água 
destilada estéril) ............................ . 

Gelose nutritiva a 2 % (pH 7,2) ................. . 

80 CC 

10 CC 

1·2 CC 

10. cc. 

1) Fundir a gelose cqJ!l a solução de cloreto de sódio, em banho~ma· 
ria, utilizando-se como recipiente um balão de vidro estéril. 

2) Adicionar sôro de coelho e a solução de hemoglobina, mantidos 
.a 45 °C, imediatamente após ter a temperatura da mistura baixa· 
do a 50°C. 

3) Distribuir, assepticamente, o líquido obtido, na razão 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. ~ esterilidade do mesmo. 

' 
TÉCNICA DE CULTURA DAS LEISHMANIAS PELO MÉTODO 

DE MANCEAUX: 

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

Água destilada ......................... - ......... . 
Gelose ....................... - ... · - · · · · - · · · · · · · · · · 
Cloreto de sódio .......................... · . · .... · 

Preparação: 

900,0 
14,0 
6,0. 

1) Maceração de 14,0 de gelos e num cristalizador, contendo água des­
tilada. 

2) Depois de 5 ~- .. 6 horas renovar a água destilada e após 24 horas 
de maceração, retirar finalmente tôda a água. 
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3) A esta gelose adicionar água destilada até fazer um pêso de 
914,0; depois adicionar 6,0 de cloreto de sódio. 

4) Fundir a gelose, filtrar e repartir em tubos de ensaio com 15 cc 
de comprimento por 16 mm de diâmetro e na razão de 4 a 5 cc 
por tubo. 

5) Esterilizar. 

NOTA: Esta maceração prévia da gelose na água destilada visa retirar do agat 
substâncias estranhas solúveis, que dificultam as culturas das leishmânias. 

6) Adicionar ao meio sangue de coelho, retirado por punção asséptica 
do coração, na proporção 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 adição 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 dissecação muito in· 
tensa, capaz de concentrar demasiado a água de condensação, o 
que é causa de insucesso. 

8) Outra condição indispensável é conservar o meio em lugares fres­
cos ao abrigo das poeiras, colocando cada tubo em outro tubo de 
diâmetro imediatamente superior e um pouco mais longo. 

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

10) Para as semeaduras é preciso semear pelo menos uma gôta da 
cultura-mãe, fazendo as passagens de 10 a 15 dias. A vitalidade 
dêstes flagelados pode atingir 60 dias, quando os tubos são bem 
fechados e mantidos em armários escuros. 

MEIO DE NOELLER: (Usado no Instituto Oswaldo Cruz) 

1) Pesar 500 gr de carne, isenta de tendões, aponevroses e gorduras. 
2) Deixar 12 horas em maceração num litro d'água, na geladeira. 
3) Ferver durante 15 minutos e filtrar em papel. 
4) Adicionar 

Peptona ......................... . 
Cloreto de sódio ................ . 
Glicose 

10,0 
5,0 

20,0 

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

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

7) Esterilizar no autoclave a 120 °C, durante 20 minutos. 
8) Adicionar, assepticamente, sangue de carneiro, na proporção de 10 

a 20 ',1; , na temperatura de 45 • 50 °C. 
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MEIO DE WENYON 
.·. ;,.>j\:. ..:.; 

,->í;~· 
WENYON, em 1921, propôs um meio semi-sólido, cujo prepar~(J .J . 

seguinte: ~ /'~i · 
;;I. ., I •?• .. 

Cloreto de sódio a 0.85% (pH 7.6)......... 270 cc ·? "~/ ~ 
Gelos e ordinária a 2 % (pH 7.6) . . . . . . . . . . . 30 cc · · ~\'"'.: \ · r 

·v:-:,..,~., ,_./ 
"'Ztr~-·-

1) Colocar, em cada tubo, 10 cc desta mistura e esteriliz.ar a 120 °C. d !"'f.q- V 
2) Aquecer os tubos em banho·maria, até a fusão da gelose, deixan­

do depois, que a temperatura caia a 50 °C. 
3) Adicionar, a cada tubo, 20 gotas de sangue de coelho, colhido 

assepticamente. 
4) Tornar esta mistura homogênea, rolando os tubos entre as mãos 

e incliná-los para a obtenção da gelose em bisei. 
5) Comprovar a esterilidade do material pela permanência na estufa 

a 37 °C, durante 24 horas. 

MEIO DE ZOTTA 

Outro meio de cultura, preconizado, em 1924, por ZOTT A, é o meio 
gelose-baço. Consiste êsse material num caldo de baço de vitela, obtido 
a partir de 250 gramas dêste órgão, reduzido a fragmentos e misturado 
com 500 cc de água. Leva-se o todo, em seguida, à fervura durante 20 
minutos, com agitação contínua. 

Adicionam-se 3 gramas de cloreto de sódio e 2 gramas de gelose, aque· 
cendo-se a mistura à ebulição, durante 30 minutos. Manter o pH entre 
6.9 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 água de condensa· 
ção, apresentando, sôbre a clássica gelose de NOELLER, a vantagem de 
não conter sangue fresco, muitas vêzes de ação nociva sôbre os proto· 
zoários. 

GALLIARD encarece o papel da hipotonia do meio e a presença 
da glicose para a riqueza cultural e a vitalidade das culturas. A hema· 
tina do sôro sanguíneo, que age por seu teor em colesterol, e a vitami· 
na C, são fatores de crescimento. O azoto, necessário para o crescimento 
do germe, é assegurado pela peptona. Esta é a base do meio de LWOFF. 

Com referência à obtenção do sangue de coelho, deve-se preferir a 
punção cardíaca dêste animal, com a fin!llidade de conseguir material mais 
abundante, em condições de segur~J assepsia. 

O ponto de eleição para ser feita a punção, que visa atingir o ventrÍ· 
culo direito, é o ângulo formado pela 7.8 costela esquerda com o apêndice 
xifóide, onde os batimentos são bem sensíveis. 

A semeadura do material em exame é feita na água de condensação, 
que deve ser abundante. Nos casos em que o meio não fornecer êsse 
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líquido em quantidade suficiente, pode-se ajuntar 1 cc de soluto fisioló· 
gico ou água destilada estéreis. 

É aconselhável fazer semeaduras numerosas: pelo menos em 10 a 
15 tubos, sob condições assépticas. 

A manutenção do parasito é conseguida pelo transplante de 15 em 
15 dias, realizável com pipetas de P ASTEUR esterilizadas. 

É afirmativa de todos os pesquisadores que os métodos culturais são 
superiores às pesquisas diretas feitas em exames sucessivos de esfrega. 
ços, conseguidos pelas raspagem ou punção das lesões. 



INOCULAÇõES EXPERIMENTAIS 

A transmissibilidade das leishmânias pelos flebótomos foi aventada, 
em 1904, pelos irmãos SERGENT. 

HENRIQUE DE BEAUREPAIRE ARAGÃO, emulsionando um 
certo número de fragmentos de flebótomos, inoculou o material assim 
obtido nas orelhas e focinhos de cães novos. Num dos cães inoculados, 
notou pequeno nódulo no focinho do animal, isto é, no ponto de inocula­
ção. Cêrca de 5 meses após, a incisão dêste nódulo permitiu colhêr ma­
terial para esfregaços, que foram corados pelo método de GIEMSA. Os 
parasitos mantinham-se isolados em exames sucessivos. 

Em 1947, FELIPE NERY GUIMARÃES divulgou a visceralização 
da Leishmania brasiliensis em hamsters inoculados, concluindo que es­
tas condições experimentais confirmam as idéias de HOARE, na con­
ceituação das espécies do gênero Leishmania, separadas unicamente com 
bases clínica e epidemiológica. 

Em camundongos, surgiu o aspecto tumoral-com proliferação histio­
citária e riqueza de leishmânias: histiocitoma leishmaniótico. PARROT 
e DONATIEN (1916) conservam amostras de leishmânias pela inocula­
ção de algumas gotas de culturas, no derma da cauda de camundongos, 
em pontos diversos. Nos casos de inoculação positiva, aparece lesão bos­
selada, moniliforme, que evolui, por vêzes, para o processo ulceroso. 

Nos macacos e nos cães, LAVERAN inoculou a Leishmania tropica, 
na face externa das coxas, previamente raspadas e desinfetadas com água 
oxigenada. 

MARQUES DA CUNHA (1938) e AMARAL (1941) conseguiram 
inoculações positivas no M. rhesus, obtendo êste último 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 espontânea no cão. 
Também MAZZA, pesquisador argentino, encontrou leishmânias em pro­
cessos ulcerativos localizados nas orelhas de cães e, ainda, numa úlcera 
do ângulo interno do ôlho . de um cavalo. 

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

O achado, mais importante é, incontestàvelmente, o diagnóstico da 
infecção leishmaniótica canina, de tanta significação na disseminação da 
leishmaniose tegumentar: ROMANA e colaboradores, em 59 cães exa­
minados na zona norte da Argentina, encontraram 3 animais infetados 
pela leishmânia. 
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Os Profs. RONNA e PEREIRA FILHO diagnosticaram a etiologia 
leishmaniótica de uma lesão ulcerada em um cão, na cidade de Pôrto 
Alegre (Ciência e Veterinária - 1956). 

Das inoculações citadas, a que nos parece de maior importância é 
a realizada na caud~ dos camundongos, quer pela conservação do para­
sito, quer ainda, pela possibilidade de isolamento de novas amostras, pre· 
cisando o diagnóstico clínico. 

AGUILA (1919), no Peru, conseguiu inoculações positivas em co­
baios. Neste animal, HEITOR MEDINA, em 1946, no Instituto de Bio­
logia e Pesquisas Tecnológicas do Paraná, observou, pela primeira vez, 
uma leishmaniose espontânea, com acentuado tropismo para a pele, pro­
duzindo lesões tumorais infiltrativas que chegam até a mucosa. As pre­
parações a fresco do material colhido por punção dos tumores, permite, 
com facilidade, graças à mistura com uma gôta da solução original de 
GIEMSA, a verific!\ção dos corpúsculos de LEISHMAN, os quais se 
mostram ovóides ou redondos, correspondendo, em tamanho, a 1/4 de 
uma hemácia. 

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

í\:ste protozoário foi inoculado em 260 cobaios, de ambos os sexos, 
pelas vias subcutânea, intraperitoneal, intravenosa, intraesplênica, intra­
cerebral, intramedular e por instilação na conjuntiva. Somente neste úl­
timo caso não houve resultados positivos. As inoculações foram feitas 
ora com material retirado das lesões puncionadas, ora com líquido de 
culturas com 10 dias de incubação. 

No líquido obtido pela punção das lesões cutâneas do cobaio, JúLIO 
MUNIZ e H. MEDINA, em 1948, pelo exame a· fresco, observaram um 
parasito com 3 a 7 micra de comprimento, em forma de leishmânia. 

Nos preparados por impressão de fragmentos de tecidos, fixados pelo 
álcool metílico e corados pelo GIEMSA, o parasito apresenta forma ora 
oval, ora redonda ou em lança. O citoplasma é de tonalidade azul e de 
aspecto homogêneo e o núcleo, 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 são de multiplicação binária, sendo notada, 
primeiro, a divisão do núcleo e, depois, a do cinetoplasto. Retirando ma­
terial de lesões fechadas, foi fácil o isolamento do protozoário, nos meios 
N. N. N., de NOELLER e NOGUCHI. O primeiro, feito com sôro de 
cobaio ou com sangue de coelho hemolizado, presta-se, especialmente, 
para as culturas em massa. A temperatura ótima de crescimento é a 
de 22 °C, a mesma das espécies humanas. As formas desenvolvidas nas 
culturas são do tipo leptómonas e leishmânias. Nos esfregaços corados 
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pelo método de GIEMSA, as formas de leptómonas largas apresentam 
flagelo espêsso. As formas do cultivo mostram divisão binária. 

Quanto ao comportamento imunológico, revela acentuar que a rea­
ção de fixação do complemento com antígeno preparado a partir das 
formas de cultivo é negativa em presença de sôro com anticorpo homó­
logo ( sôro de cobaio infetado). É bastante curiosa a observação dêsses 
pesquisadores, ao demonstrarem que os soros de leishmanióticos dão rea­
ção de fixação do complemento francamente positiva com o antígeno da 
L. brasiliensis e, também, com o da L. enrietti. 

O prazo de incubação vai de 10 a 15 dias, quando aparecem nódulos 
no ponto de inoculação. Preás inoculados, mostram, no fim de 45 dias, 
pequeno abscesso, que abriu espontâneamente, cicatrizando logo a seguir. 
O exame proto-histopatológico revelou processo inflamatório 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, não apresenta poder infetante. O 
mesmo resultado foi visto em dois voluntários inoculados. 

MAGARINOS TORRES, JúLIO MUNIZ, RITA A. DE ALMEI­
DA CARDOSO e EITEL DUARTE estudaram, magistralmente, os ca· 
racteres do granuloma histiocitário na leishmaniose espontânea do cobaio, 
que, freqüentemente, se transforma em granuloma fibrocitário, com ca­
racteres pseudoneoplásicos: êste granuloma, com reduzido número de 
leishmânias, lembra uma neoplasia cutânea, em face desta evolução fi. 
brocitária de seus elementos constitutivos. 





REAÇOES SOROLOGICAS 

As reações sorológicas, no diagnóstico laboratorial da leishmaniose, 
não apresentam a mesma importância que lhes é atribuída no reconheci­
mento da leishmaniose visceral, com alterações humorais acentuadas. 

A sôro-aglutinação das leishmânias não se presta para a separação 
do gênero Leishmania: é o que resulta dos trabalhos de A. MARQUES 
DA CUNHA, em 1942, publicados nas Memórias do Instituto Oswaldo 
Cruz, os quais contrariam as conclusões de NOGUCHI, divulgadas em 
1924. 

As reações de WITEBSKY, a enzimo-reação, a de BRAMACHA­
RI ou de RAY (água destilada superposta ao sôro do doente), a formol­
gel, tipo NAPIER, que consiste em verificar se o sôro dos doentes ge­
lifica em presença de algumas gotas de formol, e a turvação do sôro pela 
adição do peptonato de ferro (AURICHIO e CHEFI) não deram re· 
sultados práticos no diagnóstico laboratorial da leishmaniose tegumentar. 

ARTHUR MOSES (1919) preocupou-se com o diagnóstico da leish· 
maniose pela reação de fixação do complemento, utilizando como antÍ· 
geno, seja a água de condensação das culturas, seja a emulsão de nódulos 
ricos em leishmânias. De 41 casos de leishmaniose tegumentar, a reação 
foi positiva em 33 soros sanguíneos, ou seja 80 %. 

O sôro de doentes com eczema, psoríasis ou tuberculose forneceu re· 
sultados negativos, havendo, no sôro sanguíneo de um dos doentes, uma 
reação impedidora. 

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

A. M. CUNHA e EZEQUIEL DIAS, utilizando um extrato alcoó­
lico estável da L. brasilíensis, demonstraram uma reação de grupo: os 
soros de doentes de leishmaniose tegumentária ou de leishmaniose vis­
cera} reagem positivamente. Tudo faz crer que essa prova sorológica 
apresente vantagens na diagnose e também no contrôle terapêutico: esta 
opinião é aceita pelo Prof. RUBEM AZULAY. 

O formol-gel se desenvolve de acôrdo com a técnica seguinte: 
1) Em tubo de ensaio de 9 mm de diâmetro, adiciona-se 1 gôta de 

formol a 40 % a I cc de sôro límpido. 
2) A reação é considerada positiva quando, pela inversão do tubo, 

o sôro não é deslocado. Esta gelificação se observa durante 1 hora. 
EVANDRO CHAGAS e colaboradores, em doentes de leishmaniose 

visceral americana, observaram que essa prova sorológica não é especí­
fica, apresentando eficiência diagnóstica somente nas fases adiantadas da 
leishmaniose visceral. É sem valor, entretanto, no diagnóstico precoce da 
infecção. 
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A prova de BRAMACHARI clássica ou de RAY é realizada pela 
adição de 2 cc de água destilada a 1 cc de sôro límpido. Nos casos po· 
sitivos vê-se anel esbranquiçado na superfície de separação dos dois lí· 
qui dos. 

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

Conclui-se, pois, que essas provas diagnósticas indiretas, como ocorre 
em todos os casos, não têm um valor seguro na verificação etiológica 
da leishmaniose. 

QUADRO HEMA TICO. MIELOGRAMA. 

PROVAS TERAP~UTICAS 

O trabalho de RAO, publicado em 1911, evidencia que há mononu· 
cleose m.ais apreciável no processo ulceroso do que no sangue periférico. 

É evidente que há uma monocitose relativa na maioria dos casos. 
O leucograma indica leucocitose moderada, não superior a 15.000 leucÓ· 
citos por milímetro cúbico. 

Os glóbulos vermelhos mantêm-se nos limites normais. 
Quanto à eosinofilia, parece ser de intensidade moderada, mantendo­

se, muitas vêzes, após a cura da lcishmaniosc, o que pode depender de 
uma verminose. No que diz respeito ao mielograma, tem êle importân· 
cia no diagnóstico do calazar (Kala-azar). 

A punção do esterno pode ser repetida, sem perigo, permitindo o 
achado de leishmânias em grande número. 

Muitas vêzes, há necessidade de recorrer às provas terapêuticas, so· 
bretudo quando .a clínica ainda permite pensar em leishmaniose tegu­
mentar, malgrado a negatividade de todos êsses .exames laboratoriais; 
nesses casos, a prova terapêutica poderá trazer valiosos esclarecimentos. 

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

2) Tartarato de sódio e de antimonila. 
3) Fuadina (neo-antinosan). 
4) Eparseno (amino-arseno-fenol), proposto por AGUIAR PUPPO 

em 1926. 
5) Arsenito de sódio, introduzido na terapêutica tegumentar pelo 

Prof. AGUIAR PUPPO e empregado, em nosso meio, pelo Prof. 
OSCAR PEREIRA. 

6) Cloroquina, usada por GARCIA, em 1949, com resultados aprc· 
ciáveis (administração oral). 

7) Antipalúdicos de síntese. 
8) Glucantine. 
9) Aureomicina, empregada por GLACCHO LEITE GOMES, do 

Hospital Evandro Chagas (1955). 



PROVAS ALÉRGICAS. INTRADERMO - REAÇÃO DE 
MONTENEGRO 

As leishmanioses humanas são enquadradas entre as doenças para• 
sitárias com manifestações alérgicas bem estudadas. 

É em forma de leishmânides dérmicas que se denunciam as mani· 
festações alérgicas no Kala-azar. São manchas acrômicas ou uma erup· 
ção eritematosa nodular ou tuberosa, com localização na face, tronco ou 
nos membros. Tão persistente é essa erupção que, em alguns casos, sua 
duração é de 30 anos. 

Na leishmaniose tegumentar, ARí\;A LEÃO observou erupção pa­
pulosa persistente na face e no tronco, com a presença de parasitos. 

W AGENER, em 1923, foi o pioneiro na verificação das reações cutâ­
neas, aplicáveis ao diagnóstico das leishmanioses. 

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

Introduzido o antígeno de W ATSON, que se prepara com Trypa­
nosoma equiperdum obtido de sangue de ratos infetados experimental· 
mente, ARISTIDES MARQUES DA CUNHA empregou-o em reações 
alérgicas, provocadas em doentes portadores de leishmaniose tegumentar 
americana. 1,; • . ,:... .. ~ 

A injeção intradérmica de 0.2 cc dêsse antígeno, provocou reações 
positivas, evidenciadas pela formação de placas eritematosas, cujas dimen· 
sões atingiram vários centímetros de diâmetro. 

Esta reação deve ser considerada como reação de grupo. 
A reação de MONTENEGRO foi bem estudada por BUSS, SALES 

GOMES, PESSOA e PESTANA. O antígeno atualmente preparado é 
uma suspensão de 2 a 5 milhões de leptómonas por centímetro cúbico em 
soluto salino fenicado. A dose a injetar, intradermicamente, é de 0.2 cc 
de antígeno. Uma pá pula específica denuncia, dentro de 45 horas, as 
reações positivas, que persistem durante 5 dias. Esta prova é de alta 
especificidade, pois é positiva em cêrca de 95% dos casos. 

Nos casos recentes, a reação pode ser negativa, mas, nêles, a pre­
sença do parasito evidencia a etiologia da doença. 

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
nência ou residual, no fim de uma quinzena. 

Recorde-se que JOÃO MONTENEGRO, em seus trabalhos iniciais, 
preparou extratos alcalinos de leishmânias com a finalidade de praticar 
injeções intradérmicas e assim, provocar uma reação alérgica reveladora 
da leihmaniose. 

O extrato alcalino foi preparado da seguinte maneira: 



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

2) Lavagem da superfície do me10 com água fisiológica. 

3) Centrifugação e lavagem do centrifugado, repetindo-se 2 vêzes 
esta operação. 

4) Ao sedimento da terceira centrifugação, adiciona-se líquido de 
COCA estéril, constituído pelo soluto fisiológico, contendo 0.5% 
de cloreto de sódio e 0.4 % de bicarbonato de sódio. 

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

6) Depois, centrífuga-se o líquido, obtendo-o o extrato límpido 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 Nl· 
COLLE, que permanecerá na temperatura ambiente, durante 12 
dias. 

Inicialmente, MONTENEGRO utilizou duas raças de leishmânias: 
uma isolada por êle e a outra, remetida por W AGENER. O citado autor 
salienta que os extratos de cada raça foram obtidos separadamente. 

A dose a injetar é de 0.2 cc de extrato, podendo-se observar, nos ca· 
sos positivos, uma área vermelha congestionada, no fim de 24 horas. A 
reação dura vários dias, desaparecendo com lentidão. No entanto, MON­
TENEGRO notou que a leitura em 24 horas era mais propícia. 

Nas reações positivas, o paciente queixa-se de calor, dor e prurido. 
Calefrios, febre e outras manifestações gerais não foram observadas. 

Quanto ao local da reação, o autor preferiu as regiões deltóideas, 
injetando, comparativamente, em um lado o extrato alcalino e, no outro, 
igual quantidade de líquido de COCA, lavando a pele, antes da injeção, 
com álcool a 70°. 

Conclui, dizendo que a reação da leishmaniose é específica quando 
tipicamente positiva. 

Já nesta época, em 1928, falava-se em favor da unidade de espécies de 
leishmânias, pelo fato de o extrato preparado com uma raça de leish· 
mânia agente do botão do Oriente produzir reação específica nos nossos 
leishmanióticos. 

Com referência à interpretação da reação, devemos salientar que 
um resultado intensamente positivo denuncia que o homem foi ou é ain· 
da parasitado pelas leishmânias. 

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

CORREIA, em casos de adenites tuberculosas, observou que a rea· 
ção de MONTENEGRO se manifestou positiva, enquanto que, em casos 
de tuberculose pulmonar, essa reação manteve-se negativa. Contatos for­
tuitos podem explicar suficientemente as reações positivas, em indivíduos 
que não forem infetados por leishmânias. 
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Os resultados obtidos nas leituras precoce e tardia são perfeitamente 
concordantes. Precoce, a reação é de natureza alérgica; tardia, denuncia 
natureza imunitária. 

O estudo histopatológico, realizado por PORTUGAL e GUIME. 
NEZ, revela, a partir do 8.0 dia, estrutura tuberculóide: é a demonstra· 
ção segura de aspectos imunitários em ação. As falsas reações surgem, 
habitualmente, nas primeiras 24 horas. 

A hemorreação, proposta pelo Pro f. RUBEM AZULA Y em 1952, 
consiste na injeção intravenosa de 5 centigramas de antígeno diluído em 
1 cc de sôro fisiológico. 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 reação é, freqüentemente, negativa. 





CONTRIBUIÇÃO PESSOAL 
DIAGNóSTICO LABORATORIAL DE CASOS LEISHMANIOSE 

Os métodos laboratoriais, quer diretos, quer culturais, assim como 
as provas ~lérgicas e inoculações experimentais, foram utilizados para 
o diagnóstico de casos clínicos recolhidos à 6.11 Enfermaria e de um 
doente, drenado do Serviço de Otorinolaringologia da Santa Casa de 
Misericórdia de Pôrto Alegre. 

CASO 1: 

O primeiro doente observado, foi o .agricultor P. X. D., natural de 
Pôrto Xavier, município de Cêrro Largo, branco, casado, 52 anos de 
idade. 

O exame inicial dêsse paciente revelou, no lábio superior, ulceração 
extensa, com bordos salientes e fundo granuloso, sem repercussão gan· 
glion.ar satélite. A mucosa da abóbada palatina, edemaciada e vermelha, 
apresentava sulcos profundos, lembrando a "cruz espúndica" de ESCOr 
MEL. 

Nesse doente, o exame direto do material, retirado das bordas da 
lesão ulcerosa, permitiu o diagncSstico acertado: os esfregaços, corados 
pelo método de OIEMSA, possibiÜta;;;;a· identrficação de .leishmânias no 
interior de mononucleares grandes, com ausência de elementos em blas· 
tomices. As culturas da serosid.ade, colhidas nas bordas da citada lesão, 
com antissepsia rigorosa por meio da tintura de iôdo a 1 %, praticadas em 
12 tubos do clássico meio de N.N.N., revelaram a presença de elemen­
tos flagel.ados típicos: leptómonas. Houve, pois, no caso estudado, con­
cordância entre os dois exames, direto e cultural. 

O tratamento pela Fuadina e Eparseno, em séries alternadas, pro· 
vocou a regressão do processo ulceroso, com retração dos tecidos, res­
tando unicamente uma Íílcera na narina esquerda e o edema da abó­
bada palatina, de matiz vermelho pálido e aspecto granuloso. 

A continuação do tratamento, com mais uma série de Fuadina e 
outra de Eparseno, conduziu à cicatrização tôdas as lesões ulcerosas 
apresentad.as pelo doente, na cavidade bucal e mucosa da narina esquer· 
da. Isto se verificou no ano de 1951. 

O paciente abandona o tratamento específico, voltando a Pôrto Ale· 
gre, em 1956, com destruição do septo cartilagionoso do nariz e com o 
ap.arecimento de novas lesões leishmanióticas, agora mais profundas, atin­
gindo a faringe e a laringe, o que determinava acentuada disfonia, A 
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pesquisa de bacilos álcool-ácido resistentes, praticada nesta ocasião, re­
sultou negativa. Pmtica-se a reação de Montenegro, por via intradér­
mica e pela cuti-reação, com resultados francamente positivos em 3 dias. 
Recomeça-se o tratamento específico pela Fuadina e pelo Eparseno, fj. 
cando cicatrizadas as lesões ulcerosas do nariz, restando apenas a des· 
truição do septo cartilaginoso. O estado geral do doente é bom, o que 
permitiu licença para voltar à sua residência em Pôrto Xavier, com a re­
comendação expressa de fazer nova série de Eparseno, no fim de 2 
meses. 

Dêste doente, cujas fotografiass apresentamos, tir.a·se a conclusão 
segura que a ausência de dor em lesões tão extensas provocara o des­
caso do enfêrmo, deixando que as mutilações viessem deformando sua 

face. 
Como o tratamento da leishmaniose deve ser tão precoce quanto 

possível, é de extrema necessidade sempre investigar leishmânias em 
doentes que apresentam destruição do septo nasal e úlceras quase indo· 
lores. Neste caso, o diagnóstico foi fàcilmente precisado pelo laboratÓ· 
rio, porque o paciente não se submetera a nenhuma medicação espeCÍ· 
fica, o que viria dificultar a pesquisa incial. 

CASO 2: 

Em um segundo caso, C. B., natural de Garibaldi, residente há 21 
anos em Santa Rosa, branco, 63 anos, agricultor, casado, a história, clÍ· 
nica data de 8 anos. Ulcera-se o septo cartilaginoso do nariz, que dentro 
de pouco tempo, é completamente destruído. Extende-se o processo ul­
ceroso ao lábio superior, OF!de evoluiu uma úlcera granulosa, de côr aver· 
melhada, com bordos salientes, quase indolores. Na abóbada palatina 
vê-se edema intenso, acompanhado de granulações esbranquiçadas. Há 
dificuldade na deglutição. Como conseqüência das lesões septais, houve 
a queda do nariz e a formação do chamado "nariz tapiróide". 

Foi fácil verificar a presença de leishmânias, empregando o método 
clássic;d~~ esfreg~ç~~ d~ ~aterial r~tT~ad~ d;--Ólcera do lábio superior 
e também das ulcerações da mucosa da narina esquerda e direita. 

Utilizamos fita celulose (Durex) para a obtenção de preparados por 
impressão, que foram fixados pelo álcool metílico e corados a seguir, 
pelo GIEMSA. Neste doente, vimos pela primeira vez, que êste pro­
cesso da fita celulose dá resultados de importância diagnóstica, sem es· 
carificação prévia dos bordos da úlcera. Êste processo foi muitas vêzes 
repetido, tanto neste p.aciente como nos casos 1 e 3, com resultados sem· 
pre concordantes: as leishmânias são evidenciadas com nitidez e faci· 
lidade. 

O método citado, foi desenvolvido nos seguintes tempos: 

a) lavagem das lesões ulcerosas (preferentemente não suhmetidas 
a tratamento específico) com sôro fisiológico; 
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b) algumas horas após a lavagem das lesões, coloca-se sôbre a úl­
cera, com cuidados especiais por parte do investigador, uma tira 
de fita celulose (largur.a menor que a de uma lâmina e compri· 
mento 1-2 em maior que o das lâminas empregadas); 

c) faz-se ligeira pressão a fim de possibilitar a perfeita aderência 
d.a fita à superfície ulcerosa, deixando-se que a mesma perma~ 
neça no local cêrca de 5 minutos ; 

d) no fim dêste tempo, retira-se cuidadosamente a fita celulose, co­
locando-a sôbre uma lâmina, perfeitamente limpa, com a f.ace 
adesiva voltada para cima. Dobram-se .as extremidades, pren· 
dendo-as na face inferior da lâmina; 

e) fixa-se o prepar.a~o, submetendo-o à ação do álcool metílico, tal 
como ocorre no método clássico de GIEMSA; 

f) cora-se segundo o processo rápido de GIEMSA (20-30'); 
g) por último, deshidrata-se ràpidamente, pela acetona e pelo benzol, 

obtendo-se, ao mesmo tempo, a clarificação do prepar,ado. 

Também neste doente, conseguimos observar a utilidade da Reação 
de Montenegro pratícada simultâneamente pelo método clássico da intr.a­
dermoreação e pela cuti-reação por picada ou pela escarificação. Os 
resultados foram comparáveis; dentro de 72 horas os resultados positi­
vos foram verificados: concordância então do exame direto com as pro­
vas alérgicas de MONTENEGRO. 

É interessante assinalar que a ulceração nasal, iniciada há 8 anos, não 
sugeriu o tratamento pelos antimoniais ou arsenicais, tão preconizados 
no tratamento da Jeishmaniose. Por isso, o achado das leishmânias foi 
fácil, ficando o doente então em tratamento pelo Eparseno, em séries 
alternadas com a Fuadina. 

Atualmente not.a-se que a ulceração do lábio apresenta um contôrno 
de cicatrização esbranquiçado, formado com rapidez. 

Dêsse doente, verifica-se a possibilidade de existirem outros doentes 
abandonados nas localidades da margem do Uruguay, sem a terapêutica 
adequada, pois sabemos que nestas localidades a leishmaniose tem sido 
mais freqüentemente diagnosticada, onde os fJebótomos são abundantes. 

CASO 3: 

O terceiro caso, por nós verificado, refere-se a L. K., 35 anos, bran­
co, casado, natural de Iraí, comerciante. Em Montenegro, após uma se­
mana de sua saída de lraí, notou o aparecimento de lesões ulcerosas no 
dorso do pé esquerdo, atingindo 4 dedos, com exclusão do grande arte­
lho; no pé direito, ulcerações semelhantes foram também observados, 
localizadas unicamente em 3 dedos. Essas ulcerações cresceram em pro­
fundidade, a ponto de o doente estar ameaçado de sofrer mutilações de 
4 dedos no pé E e 3 dedos no pé D. 
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A pesquisa direta com o material retirado destas ulcerações resul· ...........---···-·· ·-·-········· . .. .... . -
tou positiva p.ara as leishmânias: esfregaços corados pelo método de 
afE:.MsA perniítíram· ãí)rec"íãr ãêitologia do protozoário. 

Resultados positivos d.a reação de MONTENEGRO, quer pela in· 
tradermoreação quer ainda pela cuti-reação em picada ou escarificação, 
dupliciaram a afirmativa do diagnóstico. 

Uma terceira verificação foi feita pelo processo cultural; semeadura 
do material retirado da bord.a da ulceração do pé E, após desinfecção 
da pele com a tintura de iôdo a 1%, utilizando-se na colheita dêste ma· 
terial uma agulha c.alibrosa, montada numa seringa de Lyer, esterilizada, 
no meio de Noeller, preparado com caldo de baço, sem adição de sangue. 

O preparo dês te meio cultural obedeceu às seguintes etapas: 

1) Toma-se 500 g de baço de vitela, e depois de cortá-lo em frag­
mentos, deixa-se macerar em 1 litro d'água, durante 10 horas, na 
geladeira. 

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

3) Acrescentar 

Peptona 
Cloreto de sódio 
Glicose 

10,0 
5,0 

20,0 

4) O acréscimo da gelose (20 Y,d deve ser feito, mantendo a mis· 
tura em ebulição, para dissolução completa da gelose. 

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

6) Esterilizar no autoclave a 120° C durante 20'. 
7) Adicionar assepticamente, sangue de coelho, na proporção de 10 

a 20%, na temperatura de 45 a 50° C. 

NOTA: Êste último tempo pode ser dispensado. 

O resultado positivo evidenciou-se no fim de 6 dias. 

Empregamos uma série de 12 tubos: 6 com o clássico mc:o de Noel­
ler e 6 com caldo de baço. O desenvolvimento do protozoár :o no meio 
contendo baço foi mais precoce, uma vez que, utilizando o meio de 
Noeller, conseguimos evidenciar leptómonas ativas somente a partir d:J 
9.0 dia. Êste resultado confirmou as duas !(éries anteriores de cultivo, 
realizadas nos dois casos precedentes. 

Com o propósito de completar o diagnóstico laboratorial dos casos 
1, 2 e 3, foram inoculados camundongos brancos WISTER. A inocula· 
ção do material obtido nas lesões e de amostras dos meios de cultura foi 
feita na cauda dêsses animais, o que nos permitiu estudar as caracte· 
rísticas do parasito, ao mesmo tempo que nos proporcionou a possibi]j. 
çl.ade de conservá-los no laboratório. 
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CASO 4: 

:f:ste foi gentilmente cedido pelo interno do Serviço de Otorinolarin· 
gologja da Santa Casa de Misericórdia, RUDOLPH LANG. 

Trata-se do paciente A. K., com 23 anos de idade, solteiro, de profis­
são agricultor e natural de S. Angelo. Examinado. no Serviço acima cita· 
tado, foi constatada uma perfuração do septo cartilaginoso nasal, já exis· 
tindo, como se pode verificar pelas fotografias do doente, uma discreta 
queda do n.ariz. Feita a biopsia, o exame histopatológico revelou a exis· 
tência de um granuloma verrucoso ulcerado. Na suposição de se tratar 
de um caso de blastomicose, foi imediatamente instituído o tratamento 
pelas sulfas. Entretanto, .a evolução posterior não demonstrou melhora. 

Novamente em exame, foi feita a colheita de material nas bordas da 
úlcera utilizando-se um pequeno estilete: praticado o esfregaço ·e corado 
pelo método de GIEMSA, tornou-se possível a evidenciação de leshmâ-
nias. ---··-···---- ··-----------

---com a intenção de confirmar o achado protozoológico, fêz·se a prova 
intradérmica de MONTENEGRO, com positividade forte no fim de 72 
horas. Di.agnosticava-se, dêste modo, a etiologia leishmaniótica da lesão 
localizada no septo cartilaginoso do nariz e concluía-se pela necessidade 
de aprofundar o exame histopatológico, no sentido de uma pesquisa con· 
comitantemente protozoológica. 

Antes de concluirmos as observações clínicas que acima descreve· 
mos, mister se faz salientar um ponto de grande importância: todos os 
pacientes acusaram, em sua história, a presença do popularmente deno· 
minado "mosquito pólvora", na zon.a em que viviam. Esta denominação 
diz respeito, como se sabe, ao flebótomo. Acentuamos o valor dêste de· 
talhe, uma vez que, embora não haja uma conclusã~ final sôbre a trans· 
missibilidade da leishmaniose pelo flebótomo, todos os casos descritos 
apresentam a mesm~ verificação. Se, no entanto, estabelecermos a rela­
ção entre o díptero e a doença,e recordarmos que o Prof. OSCAR BER­
NARDO PEREIRA identificou, nas proximidades de Pôrto Alegre -
Glória -, o Phlebotomus fischeri que é talvez, o responsável por casos 
esporádicos de leishmaniose, teríamos a explicação dos diagnósticos fei­
tos por BASSEWITZ e outros em locais afastados de matas virgens. Cresce 
de importância esta consideração, ao tomarmos conhecimento d.a leishma­
niose do cão,diagnosticada pelos Dr. ANTôNIO RONNA e Prof MA­
NUEL JOSÉ PEREIRA FILHO (1950) em Pôrto Alegre. Indica-se a 
utilidade de um amplo estudo dos flebótomos da região, visto que êsses 
dípteros parecem transmitir tanto as leihmanioses cutâneas humanas quan­
to a leishmaniose canina. 

Não podemos ,portanto, deixar de reconhecer a significação desta 
doença em nosso meio. Mencion.amos os diagnósticos de BASSEWITZ, 
em 1916 e a esta identificação 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 Laboratório de 
Higiene do Estado já haviam sido catalogados 18 casos. Repetimos a afir­
mação de PEREIRA FILHO, feita em 1946 (1.° Congresso Médico Sul­
Rio-Grandense - Sta. Maria), que não há dúvidas sôbre a autentifica· 
ção microscópca de leishmaniose em diversos municípios do Estado: Ere· 
chim, Encantado, Guaporé, Caxias do Sul, arredores de P. Alegre, aos 
quais acrescentamos os casos por nós descritos. 



ES T AMPA 

CASO 1: P. X. D. 
Leishmaniose tegumentar. Antes de iniciar tratamento 

CASO 1: P. X. D. 
Leishmaniose tegumentar. Após tratamento com séries alternadas de 

Fuadina e Eparseno. 
TESE 

OSCAR 1\IA}' l'ERGREJ 



I STAMPA 

,......... 
I 

CASO 1: P. X. D. 

Leishmaniose tegumentar. Cruz espúndica, de ESCOMEL. 

b 
CASO 1: P. X. D. 

Reação de Montenegro 

a - intradermo-reação 1 
b - cu ti-reação ( escarificação) S 

TESE 
OSCAR 1\!AY PEREIRA 



ESTAMPA 

CASO 2: C. B. 
Leishmaniose tegumenrar. Destruição septo cartilagi­

noso do nariz. Cruz espúndica. 

TESE 
OSCAR i\IAY PER[;"[ T? I 



ESTAMPA 

CASO 2: C. B. 
Leishmaniose tegumentar. Nariz tapiroide - úlcera lábio superior. 

CASO 2: C. B. 
Leishmaniose tegumentar. Destruição completa do septo cartilaginoso do nariz. 

TESE 
OSCAR AJAY PEREIR/{ 



.tST AMPA 

CASO 3: L. K. 
l eishmaniose tegumentar. Inicio de tratamento. 

CASO 3: L. K. 
Após tratamento por séries de Fuadina e Eparseno. 

TESE 
OSCAR MAY PERE/ !~-i 



ESTAMPA 

CASO 4: A. K. 
Leishmaniose tegmentar. Esboço de nariz tapiroide. 

CASO 4: A. K. 
Leishmaniose tegumentar. lntradermo-reação de 

MONTENEGRO - 56 horas. 

TESE 
OSCAR MAY PEREIJ{ I 



ESTAMPA 

L i 
CASO 4: A. K. 

Leishmaniose tegumentar. Perfuração do septo car­
tilaginoso do nariz, permitindo passagem de uma 

tentacânula. 

CASO lt: A. K. 

I ei ~hmaniosc tegumcnrar. Perfil. 

TESE 
OSCAR MAY PEREII?;J 



ESTAMPA 

Leishmaniose do cobaio 

Leishmania enrietti - Método de GIEMSA. 

TESE 
OSCAR MAY PEREIR . l 



ESTAMPA 

Leishmaniose tegumentar - Córte de úlcera cutânea. 
( hematoxilina-eosina). 

Leishmaniose tegumentar - Córte de úlcera cutânea. 
( hematoxilina-eosina ) . 

TESE 

OSCAR MAY PEREIRLI 



STAMPA 

Leishmaniose tegumentar - Córte de úlcera ..:utânea. 
( hematoxilina-eosina). 

Leishmaniose tegumentar - Córre de úlcera cutânea. 
( hematoxilina-eosina ). 

TESE 
OSCAR MAY PEREIR.tl 





CONCLUSOES 

I 

Os estudos histopatológicos dos granulomas crônicos infecciosos de· 
vem sempre ser completados pela pesquisa sistemátic.a do parasito, atra· 
vés de técnicas que permitam a s~a visualização mais fácil e mais níti· 
da ( GIEMSA e modificações). Disto depende a indicação terapêutic.a. 

11 

O método de impressão com fita:celulose (Durex) das lesões ulcerosas, 
mantidas sem tràtamento e lavada~,' algumas hor:as antes, com sôro fisio· 
lógico, fornece dados morfológicos' qo parasito, quando submetidas as 
prepar.ações à fixação pelo álcool;. metílico e coloração pelo GIEMSA 
rápido, seguida de desidratação, também rápida, pela acetona e pelo 
benzol. 

111 

Essa técnica deve ser acompanhada de esfregaços do mesmo mate· 
rial por impressão em lâminas bem desengorduradas: fixação pelo álcool 
mctílico e coloração pelo processo clássico de GIEMSÁ. 

IV 

.. 

As pesquisas das leishmânias pelo método direto, g_u.ando negativas, l ~ J1 
devem ser seguidas pelas investigações culturais, nos meios mais favo· , ...... 1 "' 
t·ávcis ao desenvolvimento do protozoário. 

v 

O método cultural ~ que as manipulações sejam feitas em c.a· 
mâras assépticas, com cuidados técnicos rigorosos, para que se evitem 
as inquinações bacterian.as dos cultivos, sempre impedidoras do cresci· 
mento das leishmânias. 

VI 

A substituição do caldo de carne comum, no preparo do meio de 
NOELLER, pelo caldo de baço, é vantajosa: há maior crescimento cul· 
tural, podendo-se mesmo dispensar a presença de sangue que, por vê· 
zes, dificulta as culturas iniciais do protozoário. 
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VII 
./ 

"r No preparo do meio clássico de NOVY - NEAL - NICOLLE, jul. 
gamos inconveniente a substituição do sangue de coelho pelo do homem 
residente em zonas de endemias leishmanióticas: evita-se, assim, a pos· 
$ibilidade impedidora de anticorpos específicos. 

; . 
a' 

,JO y 
VIII 

" Julgamos de tôda conveniência, inocular, na cauda de camundongos 
ou ratos brancos WISTER, a serosidade retirada dos bordos das úlce· 
ras ou .a suspensão de fragmentos de lesões fechadas, com finalidade 
diagnóstica e, também, visando a manutenção fácil das estirpes leishma· 
nióticas. 

IX 
' 1..: 

/ ~ 

,1' Aconselhamos que a reação de MONTENEGRO, praticada habi-
tualmente pela via intradérmica, seja realizada ao lado da cuti·punctura 
ou sob a forma de cuti-reação, com incisões superficiais da epiderme. 

X 

Nos levantamentos ou indagações epidemiológicas, estas duas últi­
mas reações são de execução mais prática e apresentam resultados de 
fácil leitura. 

XI 

A existência da leishmaniose do cobaio, em animal autóctone exis· 
tente no Jardim Zoológico de Pôrto Alegre, permite estudos fáceis da 
morfologia do gênero Leishmânia: as suas dim~nsões, maiores do que as 
das leishmânias humanas, possibilitam demonstrar, com clareza, a cito­
logia dêsse protozoário. Êste estudo prévio facilita, em extremo, as fu· 
turas leituras dos esfregaços e dos cortes, procedentes de doentes de 
leishmaniose tegumentar. 
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