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PATOGENIA DA LEISHMANIOSE CUTÂNEA EXPERIMENTAL.
A IMPORTÂNCIA DA NECROSE NA ELIMINAÇÃO DOS PARASITOS

DAS LESÕES

Zilton A. Andrade, Steven G. Reed, Silene B. Roters e 
Moysés Sadigursky

Um estudo histopatológico e ultraestrutural das lesões da leishmaniose cutânea 
causada pela Leishmania mexicana amazonensis em duas cepas isogênicas de camun- 
dongo, uma susceptível (Balb/c) e outra resistente (A/J), demonstrou que os amastigotas 
ficavam bem preservados nos vacúolos parasitóforos dos macrófagos, igualmente em 
ambas as cepas. A reação de imunofluorescência revelou antigenos parasitários no 
interior e na membrana dos macrófagos de maneira idêntica para ambas as cepas. A 
diferença ocorria quando os macrófagos apareciam destruídos e as leishmanias 
ficavam livres ou fagocitadas por polimorfonucleares, neutrófilos e eosinófilos. Estes 
parasitos exibiam então graus variáveis de nítidas alterações degenerativas. No 
camundongo resistence, a necrose, de tipo caseoso ou fibrinóide, era mais disseminada e 
mais freqüente que no animal susceptível. Os achados observados indicaram que as 
leishmanias não são destruídas no interior dos macrófagos e sim fora deles, 
especialmente quando fagocitadas por leucócitos polimorfonucleares. A necrose 
apareceu como o mecanismo mais saliente através do qual o hospedeiro elimina os 
parasitos das lesões, sendo a mesma um aspecto importante da reação de hipersensibili- 
dade tardia que ocorre nos animais resistentes.

Palavras chaves: Leishmaniose cutânea experimental. Camundongos Balb/c e 
A/J. Leishmania mexicana amazonensis. Necrose tíssular fibrinóide. Necrose tissular 
caseosa. Necrose tissular purulenta.

A patogenia das doenças causadas por Leishma­
nias vem sendo ultimamente estudada sob vários 
ângulos. Sabe-se que fatores do parasito e do hos­
pedeiro são decisivos para determinar a forma clínica 
da infecção1  ̂ 21 No que diz respeito à leishmaniose 
cutânea, as suas formas clínicas polares (a ulcerosa e a 
difusa), bem como os modelos experimentais em 
animais isogênicos, têm revelado que a resistência se 
correlaciona com uma imunidade celular que se 
expressa por uma reação de hipersensibilidade tardia 
aos antigenos do parasito, enquanto a susceptibilidade 
se correlaciona com a imunodepressão celular e 
ativação policlonal humoral15 18. Todavia, o me­
canismo íntimo como se processa a destruição dos 
parasitos ainda não está bem compreendido. Como as 
leishmanias vivem no interior dos macrófagos e estes 
últimos são elementos de primeira linha na defesa 
contra as infecções, há nos vários estudos um pres­
suposto arraigado de que os macrófagos fagocitam as
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leishmanias para destruí-las e quando não o fazem é 
porque estão deficientes®  13 15 ou não receberam o 
estímulo apropriado dos linfócitos T6, Recentemente, 
estudamos a imunopatologia da leishmaniose cutânea 
experimental causada pela Leishmania mexicana 
amazonensis, em camundongos susceptíveis (Balb/c) 
e em camundongos relativamente resistentes (A/J), e 
verificamos que o maior grau de destruição das 
leishmanias ocorria não no interior dos macrófagos, 
mas fora deles^. Como tal aspecto nos pareceu de 
importância para o entendimento da imunopatologia 
da leishmaniose, resolvemos estender o estudo inicial, 
explorando mais minuciosamente os aspectos ultra- 
estruturais e imunopatológicos das lesões determi­
nadas pela L. mexicana amazonensis nos animais 
susceptíveis e resistentes:

MATERIAL E MÉTODOS

Foram utilizados camundongos isogênicos 
Balb/c e A /J de 6 a 8 semanas de idade. A inoculação 
da L. mexicana amazonensis foi feita no coxim da 
pata traseira direita e o inóculo contido em 0,025 ml 
era representado por aproximadamente 1,5 x 10^ 
promastigotas de cültura. Os detalhes sobre a pesquisa 
ie anticorpos específicos, o teste cutâneo de hiper-
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sensibilidade retardada, bem como a caracterização 
da amostra dos parasitos aparecem em nosso trabalho 
anterior2. Apenas dados adicionais serão menciona­
dos aqui. Foi acrescentado agora o estudo de animais 
com 3 meses de infecção, tempo em que a infecção no 
camundongo Balb/c se generalizou, aparecendo nódu- 
los múltiplos na cauda, orelhas, patas e focinho. No 
animal A/J a lesão inicial na pata permaneceu como 
um pequeno nódulo esbranquiçado e duro.

Para o estudo de imunofluorescência foi uti­
lizado um anti-soro' específico contra L. mexicana 
amazonensis produzido em coelhos e gentilmente 
cedido pelo Dr. John David, Universidade de 
Harvard, Boston, USA. Como controle foi utilizado 
soro dos mesmos coelhos mencionados acima e obtido 
antes da imunização. Os tecidos moles da pata dos 
camundongos A /J e Balb/c foram retirados após 1 e 2 
meses da infecção. Estes tecidos foram rapidamente 
congelados a -196°C em nitrogênio liquido e depois 
cortados em criótomo mantido à temperatura de 
-20°C. O anti-soro específico foi usado nas diluições 
1:2, 1:5 e 1:10. Para a reação de imunofluorescência 
Indireta foi usado o anti-IgG de coelho conjugado com 
isotiocianato de fluoresceina e diluído a 1:40. Após o 
tratamento das secções com os soros respectivos e 
lavagens intermediárias em salina tamponada, as 
secções foram montadas em glicerina e examinadas 
em microscópio Zeiss de fluorescência dentro de 24 
horas.

Para a microscopia eletrônica os fragmentos de 
tecidos representativos da infecção de 1 e 2 meses, nas 
duas cepas de camundongos, sofreram dupla fixação 
em gluteraldeído e ácido ósmico e foram incluídos na 
resina de Spurr. As secções semifinas (1 micrômetro 
de espessura) ofereceram excelente material para 
estudo e foram analisadas ao microscópio ótico após 
coloração com azul de toluidina. Os cortes ultrafinos 
foram contrastados com acetato de uranila a 1% 
seguido do citrato de chumbo e foram examinados em 
um microscópio Zeiss EM -109 com 50mv.

Para a microscopia de luz os tecidos foram 
fixados em liquido de Bouin. Quando o material 
incluía o tecido ósseo da pata, a fixação foi feita em 
formol a 10% e a descalcificação processada por 
intermédio do EDTA. O material incluído em parafina 
teve as secções de 5 micrômetros de espessura coradas 
em hematoxilina eosina, tricrômico de Masson, re- 
ticulina de Gomori e pelo método do ácido periódico 
de Schiff (PAS).

RESULTADOS

A lesão produzida pela inoculação na pata do 
camundongo Balb/c cresceu progressivamente, atin­
gindo aos 2 e 3 meses até 1,4 cm no maior diâmetro, 
enquanto no A /J o maior diâmetro não ultrapassou 
0,32 cm. Os níveis de anticorpos IgG determinados 
por imunofluorescência permaneceram igualmente 
elevados em ambas as cepas de camundongos. A 
reação cutânea tardia ao antígeno de leishmania 
injetado intradermicamente foi se tomando progressi­
vamente mais fraca no Balb/c até ser totalmente 
negativa aos 2-3 meses. Ao contrário, no A /J tal 
reação foi se tornando cada vez mais nítida com o 
passar do tempo. As alterações histológicas foram 
distintas nas duas cepas, sendo no Balb/c constituída 
por extensas coleções de macrófagos vacuolados e 
parasitados, formando uma reação monomórfica, por 
vezes simulando histologicamente o tecido adiposo 
(Figura 1). Já no A /J havia uma reação celular mista, 
com muitos linfócitos, fibroblastos, macrófagos para­
sitados ou não, alguns plasmócitos e muitos leucocitos 
polimorfonucleares neutrófilos e eosinófilos (Figura 2). 
Com o passar do tempo a lesão no Balb/c se estendia e 
as células parasitadas apareciam entre as fibras mus­
culares estriadas, se insinuavam entre as fibras colá- 
genas dos tendões e invadiam a medula óssea e o 
linfonodo popliteo iso-lateral, sendo que, mais tarde no 
curso da infecção, as coleções nodulares de macrófa­
gos parasitados apareciam em vários sítios metastáti- 
cos cutâneos. A visceralização para baço e fígado foi 
demonstrada em cultura, mas não histologicamente. 
No camundongo A /J a lesão permaneceu sempre 
localizada, o seu tamanho se reduziu com o tempo e as 
alterações histológicas evoluíram progressivamente 
para a fibrose, especialmente na periferia do nódulo 
inflamatório. O número de parasitos aparentemente, 
diminuiu com o passar do tempo, mas as leishmanias 
foram sempre encontradas facilmente nas secções 
histológicas até o fim da observação (3 meses), seja no 
tecido intersticial, seja no interior de macrófagos 
vacuolados, (Figura 3).

A necrose foi um achado proeminente e constante 
nas lesões nas duas cepas de camundongos. No Balb/c 
ela era de aparecimento mais tardio e se caracterizava 
por ser multifocal, coagulativa, e freqüentemente 
invadida por leucocitos polimorfonucleares (necrose 
purulenta). No A /J a necrose aparecia em focos 
microscópicos, numerosos, mas isolados e freqüente­
mente assumia o tipo fibrinóide. Nas lesões mais 
iniciais os focos necróticos podiam aparecer invadidos 
por leucocitos polimorfonucleares e formavam micro- 
abcessos esparsos (Figura 4). A microscopia ótica de 
alta resolução feita em cortes semifinos fornecem
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Fig. I  -  Lesão avançada (2 meses) causada pela L. mexicana amazonensis na pata do camundongo Balb/c. A coleção de 
macrófagos parasitados e vacuolados dá o aspecto de um tecido adiposo. As áreas escuras representam focos de necrose 
purulenta. Vê-se a estrutura de um tecido conjuntivo denso (tendão) sendo invadida por células parasitadas. (Hematoxilina e 
Eosina, X80).
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Fig. 2 -  Típica reação celular mista produzida no camundongo A /J pela L. mexicana amazonensis. Os leucócitos 
polimorfonucleares aparecem de mistura com macrófagos, fibroblastos e linfócitos. Os parasitos não são evidentes nesta área. 
(Hematoxilina-Eosina X400).
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formação de tecido fibroso, mas os macrófagos parasitados e vacuolados continuam presentes (setas). (Hematoxilina e Eosina, 
X300).
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F;^. 4 -  Lesão inicial (duas semanas) no camundongo A/J. Vê-se bem a lesão inflamatória crônica inespecífica no derma profundo 
e a presença de vários microabcessos (setas). (Hematoxilina e Eosina X100).
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Fig. 6 -  Leishmaniose do camundongo A/J. Aspecto comumente observado em que os amastigotas aparecem em grande número, 
mas fora das células e muitos elementos celulares aparecem destruídos. Apenas um pequeno vacúolo parasitóforo pode ser notado 
(seta). (Corte de 1 micrômetro de espessura, corado pelo azul de toluidina, imersão, X1000).

Fig. 7 -  Vacúolo parasitóforo contendo leishmanias bem preservadas, uma das quais ( setas) formando uma estreita junção com a 
parede do vacúolo. Balb/c, 1 mês de infecção. (X3000).
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.Fig. S -  Micrografia eletrônica mostrando células em desintegração e amastigotas livres. Estes exibem vacuolização, corpos 
lipidicos, enrugamento da membrana externa e densificação citoplasmática. A/J, 1 mês de infecção. (X3000).

entre as lesões das duas cepas de camundongos 
(Figura 12). Foi feita uma tentativa para se detectar 
fluorescência específica ao nível das membranas ex­
ternas dos macrófagos. Este exame foi dificultado pela 
fluorescência não específica (nervos, colágeno) do 
derma e pela autofluorescência de pigmentos (lipo- 
fuscina) e fibras elásticas presentes nos macrófagos e 
no interstício. Todavia foi possível se detectar a 
presença de fluorescência específica nas membranas 
de alguns macrófagos tanto da cepa Balb/c como A/J.

DISCUSSÃO

O macrófago, uma célula especialmente adap­
tada para a fagocitose e digestão intracelular de 
microorganismos, é todavia o habitat adequado para 
leishmanias, que não só permanecem vivas no seu 
interior, como aí crescem e se multiplicam. Já foi 
demonstrado que os lisossomos se fusionam com a 
membrana do vacúolo parasitóforo e assim derramam 
o seu conteúdo, mas este material aparentemente não 
interfere com os parasitos 1 4 14 Pouco se sabe 
sobre a ação do outro mecanismo destrutivo dos 
macrófagos, através dos radicais livres derivados de 
metabolitos do oxigênio, sobre as leishmanias intra­
celulares, mas há indícios de que este também estaria

inibido ̂  Nacy e co ls^ , trabalhando com macró­
fagos peritoneais invitro e L. tropica verificaram que a 
adição de linfocinas à cultura tornava os macrófagos 
mais resistentes à infecção, pois estes inibiam o 
crescimento das leishmanias e provocavam a sua 
destruição e dissolução. No nosso material não conse­
guimos obter evidências de que as leishmanias apare­
cem mais lesadas nos macrófagos dos animais resis­
tentes (com boa resposta cutânea retardada dos antí- 
genos das leishmanias) em oposição ao que acontece 
com os animais susceptíveis. Embora as células 
parasitadas do camundongo resistente (A/J) apare­
cessem menos distendidas e com menor número de 
leishmanias nos vacúolos parasitóforos, não se detec­
tou maior grau de lesões degenerativas nos amastigo­
tas localizados no seu interior em comparação com o 
que acontecia no animal susceptível (Balb/c). É 
possível que as espécies de leishmanias tenham com­
portamento diferente. Haidaris e Bonventre12 de­
monstraram que os macrófagos ativados por várias 
maneiras (M. tuberculosis, C. parvum) exibiram uma 
intensa atividade tumoricida, mas tal não correu 
paralelo com a capacidade de destruir a L. donovani. 
Esta capacidade só apareceu com a adição continuada 
de linfocinas por vários dias após a infecção das 
células. Nos estudos in vitro é possível que vários 
fatores, tais como a origem dos macrófagos, o tipo de
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Fig. 9 -  Leucócito polimorfonuclear neutrófilo fagocitando várias leishmanias, as quais exibem acentuadas alterações 
degenerativas e necróticas. Em tomo há células em desintegração e algumas leishmanias melhor preservadas ainda são vistas no 
interior de vacúolos parasitóforos. A/J, 1 mês de infecção (X3000).
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/•Yg. 10- Leishmanias razoavelmente preservadas, mas já nítidas alterações degenerativas (vacuolizaçao, enrugamento) sao vistas 
no interior de umíeucócito polimorfonuclear eosinófilo. A /J, 2 meses de infecção (X3000).
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Fig. 11 -  Leishmania já  em fase avançada de desintegração aparece no interior de um vacúolo digestivo de um leucócito 
eosinófilo. A/J, 1 mês de infecção (X4500).
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Fig. 1 2 -  As numerosas leishmanias no interior de macrófagos aparecem com forte fluorescência, a qual é vista também no corpo e 
membrana externa dos macrófagos. Corte em criostato de lesão de 2 meses de duração no camundongo Balb/c. Anti-IgG 
específica paraL. mexicana (1:10) contracorada com antUgG de coelho fluoresceinada (1:40) (X 120).
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leishmanias e o tipo das linfocinas produzidas sejam 
importantes, Scott e cols2^ verificaram que os macrófa­
gos estimulados por linfocinas foram capazes de 
destruir a L. tropica, mas não a cepa Maria da L. 
mexicana. É também possível que a situação in vivo 
seja ainda mais complexa. Todavia acreditamos que 
os achados do presente estudo sugerem um fator que, 
pelo menos nas condições experimentais considera­
das, parece ter fundamental importância na patogenia 
da leishmaniose cutânea. Este mecanismo se faz 
através da destruição específica dos macrófagos pa­
rasitados ou da necrose multifocal dos tecidos para­
sitados com a conseqüente liberação das leishmanias. 
Os linfócitos T sensibilizados seriam os elementos 
cruciais, não atuando necessariamente através de 
linfocinas estimuladoras da destruição parasitária 
intracelular pelos macrófagos, mas causando citoto- 
xicidade ao reconhecer os antigenos parasitários. No 
animal susceptível poderia haver uma falha do linfóci- 
to T em reconhecer o antígeno, já que a imunofluores- 
cència, confirmando dados anteriores3 H, demons­
trou a presença do mesmo nas membranas dos ma­
crófagos. Outra alternativa seria uma falha dos macró­
fagos em processar os antigenos parasitários de manei­
ra a que estes ficassem aptos a sensibilizar os linfócitos 
T 13. As leishmanias liberadas poderiam sofrer a ação 
de anticorpos11 21 e/ou serem fagocitadas por vários 
tipos celulares. Em um trabalho pioneiro Deane e 
G u i m a r ã e s verificaram através do exame de esfre- 
gaços de sangue periférico provenientes de portadores 
de calazar e corados pelo May-Grünwald-Giemsa que 
os polimorfonucleares neutrófilos e eosinófilos fago- 
citavam e destruíram as leishmanias, enquanto que nos 
macrófagos estas se multiplicavam e apenas raramente 
apresentavam alterações degenerativas. Fazendo es­
tudos in vitro com a L. mexicana, Chang7 demonstrou 
que as leishmanias se mantiveram bem nos macrófa­
gos, mas não nos polimorfonucleares. As reações para 
os metabolitos do oxigênio e peroxidase foram positi­
vas em todos os tipos celulares parasitados, mas os 
parasitos apresentaram alterações degenerativas ape­
nas no interior dos polimorfonucleares neutrófilos e 
eosinófilos. Ele acha que as leishmanias sào lesadas 
por um sistema microbicida formado por mieloperoxi- 
dase H2 O-halida, sendo que a opsonização não é 
necessária para qualquer dos fagócitos. Os nossos 
achados in vivo confirmam plenamente o que foi visto 
in vitro, ao mostrar indícios de destruição dos amas- 
tigotas quando fagocitados por polimorfonucleares 
neutrófilos e eosinófilos, ou quando situados extra- 
celularmente.

A necrose dos tecidos parasitados já foi identifica­
da como um mecanismo de defesa. Bryceson e cols^

verificaram que linfócitos sensibilizados destruíam as 
monocamadas de macrófagos parasitados pela L. 
enrietti. E interessante notar que a lesão por esta 
leishmania no cobaio evolui até cerca de 4 semanas 
com o aspecto “virchowiano” , quando então sofre 
infiltração linfocitária, seguida de necrose, regressão e
fibroses.

R id le y *  9 considera a necrose como um indica­
dor histológico de resistência. Ele encontrou os mais 
baixos índices de parasitismo em lesões humanas 
quando a necrose estava presente e verificou correla­
ção entre a presença de necrose e células plasmáticas 
nos casos da Etiópia e entre necrose e linfócitos nos 
casos do Brasil.

Nos nossos animais a necrose apareceu tanto na 
infecção do Balb/c como na do A/J. Na primeira era 
de tipo coagulativo, provavelmente isquêmica, e logo 
sofria densa invasão de polimorfonucleares neutrófi­
los, mas sem alterações outras do resto do quadro 
histológico fundamental e monomórfico. No camun­
dongo A/J a necrose era de tipo caseosa ou fibrinóide, 
aparecia em focos microscópicos e era logo substituída 
por tecido fibroso. Ela era muito freqüente e, nas 
preparações examinadas ao microscópio eletrônico, 
estava sempre presente, seja como necrose de grupos 
celulares, seja como necrose de macrófagos isolados. 
Portanto, ao lado das alterações outras sugestivas da 
presença de um mecanismo de hipersensibilidade celu­
lar, tais como a reação vásculo-necrótica, a reação 
invasivo-destrutiva, a reação fibrosante, a reação 
granulomatosa, a necrose, caseosa ou fibrinóide, me­
rece ser considerada como importante indicador de 
resistência na leishmaniose cutânea.

SU M M A R Y

Amastigotes o f  Leshmania mexicana amazo­
nensis appeared healthy and wellpreserved within the 
parasitophorous vacuoles o f macrophages during 
the infection o f a susceptible (Balb/c) ora  relatively 
resistant (A/J) inbred strain o f  mice. Immunofluo- 
rescence showed thepresence ofleishmanialantigens 
within infected macrophages and in their externai 
membranes similar fo r  both strains. When the amas­
tigotes were found extracellularly or within poly- 
morphonuclear neutrophils or eosinophils, marked 
ultrastructural degenerative changes were observed 
in them. Such necrotic alterations were seen fre- 
quently in the resistant mice and rarely in the 
susceptible ones. Thus, necrosis o f  parasitized ma­
crophages appeared as a major mechanism through 
which the resistant host eliminates the parasites from  
the lesions. I t  may be considered as a histological
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marker o f resistance in leishmaniasis and represents 
a prominent component o f  the delayed-type immuno- 
logical mechanism occurring in resistant hosts.

Key words: Experimental cutaneous leishma­
niasis. Balb/c and A /J  mice. Leishmania mexicana 
amazonensis. Fibrinoid tissue necrosis. Caseous tissue 
necrosis. Purulent tissue necrosis.
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