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PATOGENIA DA LEISHMANIOSE CUTANEA EXPERIMENTAL.
A IMPORTANCIA DA NECROSE NA ELIMINACAO DOS PARASITOS

DAS LESOES

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

Um estudo histopatologico e ultraestrutural das lesdes da leishmaniose cutdnea
causada pela Leishmania mexicana amazonensis em duas cepas isogénicas de camun-
dongo, uma susceptivel (Balb/c) e outra resistente (4/J), demonstrou que os amastigotas
ficavam bem preservados nos vactiolos parasitéforos dos macréfagos, igualmente em
ambas as cepas. A reacdo de imunofluorescéncia revelou antigenos parasitarios no
interior e na membrana dos macrofagos de maneira idéntica para ambas as cepas. A
diferenca ocorria quando os macréfagos apareciam destruidos e as leishmanias
Sicavam livres ou fagocitadas por polimorfonucleares, neutrdfilos e eosindfilos. Estes
parasitos exibiam entdo graus varidveis de nitidas alteracées degenerativas. No
camundongo resistence, a necrose, de tipo caseoso ou fibrinéide, era mais disseminada e
mais frequente que no animal susceptivel. Os achados observados indicaram que as
leishmanias ndo sdo destruidas no interior dos macréfagos e sim fora deles,
especialmente quando fagocitadas por leucécitos polimorfonucleares. A necrose
apareceu como o mecanismo mais saliente através do qual o hospedeiro elimina os
Dparasitos das lesées, sendo a mesma um aspecto importante da reagdo de hipersensibili-

dade tardia que ocorre nos animais resistentes.

Palavras chaves: Leishmaniose cutinea experimental. Camundongos Balb/c e
A/]J. Leishmania mexicana amazonensis. Necrose tissular fibrinoide. Necrose tissular

caseosa. Necrose tissular purulenta.

A patogenia das doengas causadas por Leishma-
nias vem sendo ultimamente estudada sob varios
angulos. Sabe-se que fatores do parasito e do hos-
pedeiro sao decisivos para determinar a forma clinica
da infecgaol8 21, No que diz respeito a leishmaniose
cutanea, as suas formas clinicas polares (a ulcerosae a
difusa), bem como os modelos experimentais em
animais isogénicos, tém revelado que a resisténcia se
correlaciona com uma imunidade celular que se
expressa por uma rea¢do de hipersensibilidade tardia
aos antigenos do parasito, enquanto a susceptibilidade
se correlaciona com a imunodepressdo celular e
ativagdo policlonal humorall5 18, Todavia, o me-
canismo intimo como se processa a destrui¢iao dos
parasitos ainda nédo esta bem compreendido. Como as
leishmanias vivem no interior dos macréfagos e estes
ultimos sdo elementos de primeira linha na defesa
contra as infec¢des, ha nos varios estudos um pres-
suposto arraigado de que os macroéfagos fagocitam as
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leishmanias para destrui-las e quando nao o fazem ¢
porque estao deficientes? 13 15 ou nao receberam o
estimulo apropriado dos linfocitos T6, Recentemente,
estudamos a imunopatologia da leishmaniose cutanea
experimental causada pela Leishmania mexicana
amazonensis, em camundongos susceptiveis (Balb/c)
e em camundongos relativamente resistentes (A/J), e
verificamos que o maior grau de destruicao das
leishmanias ocorria nio no interior dos macrofagos,
mas fora deles2. Como tal aspecto nos pareceu de
importancia para o entendimento da imunopatologia
da leishmaniose, resolvemos estender o estudo inicial,
explorando mais minuciosamente os aspectos ultra-
estruturais e imunopatologicos das lesdes determi-
nadas pela L. mexicana amazonensis nos animais
susceptiveis e resistentes:

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados camundongos isogénicos
Balb/c e A/J de 6 a 8 semanas de idade. A inoculagio
da L. mexicana amazonensis foi feita no coxim da
pata traseira direita e o inoculo contido em 0,025 ml
era representado por aproximadamente 1,5 x 107
promastigotas de cuiltura. Os detalhes sobre a pesquisa
e anticorpos especificos, o teste cutineo de hiper-
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sensibilidade retardada, bem como a caracterizagdo
da amostra dos parasitos aparecem em nosso trabalho
anterior2. Apenas dados adicionais serdo menciona-
dos aqui. Foi acrescentado agora o estudo de animais
com 3 meses de infecg¢do, tempo em que a infec¢ao no
camundongo Balb/c se generalizou, aparecendo nodu-
los miltiplos na cauda, orelhas, patas e focinho. No
animal A/J a leséo inicial na pata permaneceu como
um pequeno nodulo esbranquigado e duro.

Para o estudo de imunofluorescéncia foi uti-
lizado um anti-soror especifico 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 imunizagdo. Os tecidos moles da pata dos
camundongos A/J e Balb/c foram retirados apos 1 e 2
meses da infecg¢ao. Estes tecidos foram rapidamente
congelados a -196°C em nitrogénio liquido e depois
cortados em cridtomo mantido a temperatura de
-20°C. O anti-soro especifico foi usado nas dilui¢cdes
1:2,1:5 e 1:10. Para a reagao de imunofluorescéncia
indireta foi usado o anti-IgG de coelho conjugado com
isotiocianato de fluoresceina e diluido a 1:40. Apés o
tratamento das secgdes com 0s SOros respectivos e
lavagens intermediarias em salina tamponada, as
sec¢Oes foram montadas em glicerina e examinadas
em microscopio Zeiss de fluorescéncia dentro de 24
horas.

Para a microscopia eletronica os fragmentos de
tecidos representativos da infecgao de 1 € 2 meses, nas
duas cepas de camundongos, sofreram dupla fixagcao
em gluteraldeido e acido ésmico e foram incluidos na
resina de Spurr. As sec¢des semifinas (1 micrometro
de espessura) ofereceram excelente material para
estudo e foram analisadas ao microscopio ético apos
coloragdo com azul de toluidina. Os cortes ultrafinos
foram contrastados com acetato de uranila a 1%
seguido do citrato de chumbo ¢ foram examinados em
um microscopio Zeiss EM-109 com 50mv.

Para a microscopia de luz os tecidos foram
fixados em liquido de Bouin. Quando o material
incluia o tecido dsseo da pata, a fixacao foi feita em
formol a 10% e a descalcificagdo processada por
intermédio do EDTA. O material incluido em parafina
teve as secgdes de 5 micrometros de espessura coradas
em hematoxilina eosina, tricromico de Masson, re-
ticulina de Gomori e pelo método do acido periddico
de Schiff (PAS).
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RESULTADOS

A lesao produzida pela inoculagdo na pata do
camundongo Balb/c cresceu progressivamente, atin-
gindo aos 2 e 3 meses até 1,4 cm no maior diametro,
enquanto no A/J o maijor didmetro nao ultrapassou
0,32 ¢m. Os niveis de anticorpos IgG determinados
por imunofluorescéncia permaneceram igualmente
elevados em ambas as cepas de camundongos. A
reagdo cutanea tardia ao antigeno de leishmania
injetado intradermicamente foi se tornando progressi-
vamente mais fraca no Balb/c até ser totalmente
negativa aos 2-3 meses. Ao contrario, no A/J tal
rea¢ao foi se tornando cada vez mais nitida com o
passar do tempo. As alteragdes histologicas foram
distintas nas duas cepas, sendo no Balb/c constituida
por extensas colecoes de macrofagos vacuolados e
parasitados, formando uma reagao monomorfica, por
vezes simulando histologicamente o tecido adiposo
(Figura 1). Jano A/J havia uma reagio celular mista,
com muitos linfocitos, fibroblastos, macrofagos para-
sitados ou n3o, alguns plasmocitos e muitos leucocitos
polimorfonucleares neutrofilos e eosindfilos (Figura 2).
Com o passar do tempo a lesao no Balb/c se estendia e
as células parasitadas apareciam entre as fibras mus-
culares estriadas, se insinuavam entre as fibras cola-
genas dos tenddes e invadiam a medula 6ssea e o
linfonodo popliteo iso-lateral, sendo que, mais tarde no
curso da infecgao, as colegdes nodulares de macrofa-
gos parasitados apareciam em varios sitios metastati-
cos cutaneos. A visceralizagao para bago e figado foi
demonstrada em cultura, mas nao histologicamente.
No camundongo A/J a lesdo permaneceu sempre
localizada, o seu tamanho se reduziu com o tempo e as
alteragcdes histologicas evoluiram progressivamente
para a fibrose, especialmente na periferia do nédulo
inflamatorio. O numero de parasitos aparentemente,
diminuiu com o passar do tempo, mas as leishmanias
foram sempre encontradas facilmente nas secg¢des
histologicas até o fim da observagéo (3 meses), sejano
tecido intersticial, seja no interior de macrofagos
vacuolados, (Figura 3).

A necrose foi um achado proeminente e constante
nas lesdes nas duas cepas de camundongos. No Balb/c
ela era de aparecimento mais tardio e se caracterizava
por ser multifocal, coagulativa, e freqiientemente
invadida por leucoécitos polimorfonucleares (necrose
purulenta). No A/J a necrose aparecia em focos
microscopicos, numerosos, mas isolados e freqiiente-
mente assumia o tipo fibrindide. Nas lesdes mais
iniciais os focos necroéticos podiam aparecer invadidos
por leucocitos polimorfonucleares e formavam micro-
abcessos esparsos (Figura 4). A microscopia otica de
alta resolugao feita em cortes semifinos fornecem
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Fig. I — Lesao avangada (2 meses) causada pela L. mexicana amazonensis na pata do camundongo Balb/c. A colegéo de
macrofagos parasitados e vacuolados da o aspecto de um tecido adiposo. As areas escuras representam focos de necrose
purulenta. Vé-se a estrutura de um tecido conjuntivo denso (tendao) sendo invadida por células parasitadas. (Hematoxilina e
Eosina, X80).

Fig. 2 - Tipica reagdo celular mista produzida no camundongo A/J pela L. mexicana amazonensis. Os leucocitos
polimorfonucleares aparecem de mistura com macrofagos, fibroblastos e linfocitos. Os parasitos nao sao evidentes nesta area.
(Hematoxilina-Eosina X400).

189



Andrade ZA, Reed SG, Roters SB, Sadigursky M. Patogenia da leishmaniose cutdnea experimental. Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical 17:187-197, Out-Dez, 1984

) - AL 3 AR, ‘4‘ e s #83,7%,, C‘u? Sl S

P80 oG, TN AT, R AMINARIC L I

Ly & rz“x'{';':’ {;",}’3% . \'£.&%l§"t’f?' !&‘a:, % WQ(&?"‘“ : %
51 u g L . g i

> 9} TatE N M ',“3’!‘ L"'}”' e *

L% - e
“ : . 4
A % it N g o = & e L At
z:‘ i ;: Q’@:!%,;;, 1“ 2",@5"«. :1,*?1‘(‘.2" b m:& .
9 A 5 % " g
' “:6“* Fod i t‘f“jt S k4 ‘% g AR sty J‘Mf‘w
ey e T g YR e wr
Viowg RO TR ST L e S e e e T
st “" ajte BT 00 T R T T 1 x#f”’“‘h R %, W
WA Q"’,{;; i o AN T g O ~ o “t
R S R T MRS A L -
! : : AF T ; ; '
. ‘ﬂ,:‘} H x&:i{‘ N ‘MV‘;Q?’. }5“"? -, *:’. SRS T ’ > T h*“
4 3 L] F Hanr ® * “ o .3
":Iful t e S ,’ ,.“v‘gl‘c  end, W R o) .ﬁ
_‘:‘O“: Q:‘“« | A i NS o e P ke %
{, "t,' 3 ‘Ext ."u. [P RS (4' -, %y 7, o ":0 Fooew
i #2 %8 *’f“""“"' i V;*'fc:“: ??‘ "}:’%’;' # y .
)gn. R RO APt 7 4

iy, 1; 58P, 4 e
A adt 5 ; VE s - ¥, Jy oy » *
"’arv ) "‘}§' #n oy Yy o ok f%‘; ;}! 4 .‘;,?"; P g I T :
te 4 }{{f 1oty Wiy S Tt i’wgf”" i ek PE W0 3,
4 > I Wl Pl au PR, . cxe a8t T
- ¥ 3 ) ¢ Ty [ A ”~ i a PR ;
* R of ¥ P * * L Y
," [ Y 2t W‘?&‘g i’b‘ ~ 2% M ! s ) R o
% LA a %
#*E 'y 'a,‘;z '2* '?t!;
n:"‘n'g'a. :;;g,‘yn;;% ‘3 .
P 4 L
R R 2N

B Fwo . s
AIIE SRS W
Lot ‘3;2?%»;&,’&3 1%

# 37t *}"’u‘ 4% ¥

W R e gt

: ); ‘:%‘k t‘d‘:. %

t:‘* oty “'{ 6,}:{; s
.t L op e AN

/‘f: BE aate, f <.
i% e .8 « Pt Sl el

Fig. 3 - Lesdo observada apos 2 meses de infecgao no camundongo A/J. Ha reagao cetuiar mista, com muitos linfécitos e ja com
formagao de tecido fibroso, mas os macrofagos parasitados e vacuolados continuam presentes (setas). (Hematoxilina e Eosina,
X300).

Fig. 4- Lesaoinicial (duas semanas) no camundongo A/J. Vé-se bem a lesao inflamatoria cronica inespecifica no derma profundo
e a presenca de varios 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 numero,
mas fora das células e muitos elementos celulares aparecem destruidos. Apenas um pequeno vacuolo parasitoforo pode ser notado
(seta). (Corte de 1 micrometro de espessura, corado pelo azul de toluidina, imersao, X1000).

Fig. 7 - Vacuolo parasitéforo contendo leishmanias bem preservadas, uma das quais (setas) formando uma estreita jun¢io com a
parede do vacuolo. Balb/c, 1 més de infecgio. (X3000).
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Fig. 8 — Micrografia eletronica mostrando células em desintegragao e amastigotas livres. Estes exibem vacuolizagio, corpos
lipidicos, enrugamento da membrana externa e densificagdo citoplasmatica. A/J, 1 més de infecgao. (X3000).

entre as lesdes das duas cepas de camundongos
(Figura 12). Foi feita uma tentativa para se detectar
fluorescéncia especifica ao nivel das membranas ex-
ternas dos macrofagos. Este exame foi dificultado pela
fluorescéncia nao especifica (nervos, colageno) do
derma e pela autofluorescéncia de pigmentos (lipo-
fuscina) e fibras elasticas presentes nos macrofagos e
no intersticio. Todavia foi possivel se detectar a
presenca de fluorescéncia especifica nas membranas
de alguns macrofagos tanto da cepa Balb/c como A/J.

DISCUSSAO

O macrofago, uma célula especialmente adap-
tada para a fagocitose e digestao intracelular de
microorganismos, é todavia o habitat adequado para
leishmanias, que ndo so permanecem vivas no seu
interior, como ai crescem e se multiplicam. Ja foi
demonstrado que os lisossomos se fusionam com a
membrana do vacuolo parasitoforo e assim derramam
o seu conteudo, mas este material aparentemente nao
interfere com os parasitosl 4 14, Pouco se sabe
sobre a acdo do outro mecanismo destrutive dos
macrofagos, através dos radicais livres derivados de
metabolitos do oxigénio, sobre as leishmanias intra-
celulares, mas ha indicios de que este também estaria

inibido? 8. Nacy e cols!7, trabalhando com macro-
fagos peritoneais invitro e L. tropica verificaram que a
adicao de linfocinas a cultura tornava os macrofagos
mais resistentes a infecg¢ao, pois estes inibiam o
crescimento das leishmanias e provocavam a sua
destrui¢do e dissolugio. No nosso material niao conse-
guimos obter evidéncias de que as leishmanias apare-
cem mais lesadas nos macrofagos dos animais resis-
tentes (com boa resposta cutanea retardada dos anti-
genos das leishmanias) em oposi¢ao ao que acontece
com os animais susceptiveis. Embora as células
parasitadas do camundongo resistente (A/J) apare-
cessem menos distendidas e com menor numero de
leishmanias nos vacuolos parasitoforos, nao se detec-
tou maior grau de lesdes degenerativas nos amastigo-
tas localizados no seu interior em comparagio com o
que acontecia no animal susceptivel (Balb/c). E
possivel que as espécies de leishmanias tenham com-
portamento diferente. Haidaris e Bonventre!2 de-
monstraram que os macrofagos ativados por varias
maneiras (M. tuberculosis, C. parvum) exibiram uma
intensa atividade tumoricida, mas tal niao correu
paralelo com a capacidade de destruir a L. donovani.
Esta capacidade s6 apareceu com a adigao continuada
de linfocinas por varios dias apos a infecgdo das
células. Nos estudos in vitro é possivel que varios
fatores, tais como a origem dos macréfagos, o tipo de
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utrofilo fagocitando varias leishmanias, as quais exibem acentuadas alteragcdes

degenerativas e necréticas. Em torno ha células em desintegracao e algumas leishmanias melhor preservadas ainda sao vistas no

interior de vacuolos parasitoforos. A/J, 1 més de infecgao (X3000).
* % gL

gnny & : : R i, v ﬁ
Fig. 10- Leishmanias razoavelmente preservadas, mas ja nitidas alteragcdes degenerativas ( vacuolizagao, enrugamento) sao vistas
no interior de um fleucocito polimorfonuclear eosinofilo. A/J, 2 meses de infecgao (X3000).
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Fig. 11 — Leishmania ja em fase avangada de desintegracio aparece no interior de um vacuolo digestivo de um leucocito
eosinofilo. A/J, 1 més de infecg¢ao (X4500).

Fig. 12 — As numerosas leishmanias no interior de macrofagos aparecem com forte fluorescéncia, a qual é vista também no corpo e
membrana externa dos macrofagos. Corte em criostato de lesao de 2 meses de duragdo no camundongo Balb/c. Anti-IgG
especifica para L. mexicana (1:10) contracorada com anti-IgG de coelho fluoresceinada (1:40) (X 120).
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leishmanias e o tipo das linfocinas produzidas sejam
importantes, Scott e cols20 verificaram que os macrofa-
gos estimulados por linfocinas foram capazes de
destruir a L. tropica, mas nao a cepa Maria da L.
mexicana. E também possivel que a situagdo in vivo
seja ainda mais complexa. Todavia acreditamos que
os achados do presente estudo sugerem um fator que,
pelo menos nas condigdes experimentais considera-
das, parece ter fundamental importancia na patogenia
da leishmaniose cutanea. Este mecanismo se faz
através da destruicao especifica dos macréfagos pa-
rasitados ou da necrose multifocal dos tecidos para-
sitados com a conseqliente liberagao das leishmanias.
Os linfocitos T sensibilizados seriam os elementos
cruciais, ndo atuando necessariamente atraves de
linfocinas estimuladoras da destruigido parasitaria
intracelular pelos macrofagos, mas causando citoto-
xicidade ao reconhecer os antigenos parasitarios. No
animal susceptivel poderia haver uma falha do linfoci-
to T em reconhecer o antigeno, ja que a imunofluores-
céncia, confirmando dados anteriores3 11, demons-
trou a presenca do mesmo nas membranas dos ma-
crofagos. Outra alternativa seria uma falha dos macro-
fagos em processar os antigenos parasitarios de manei-
ra a que estes ficassem aptos a sensibilizar os linfocitos
T13. As leishmanias liberadas poderiam sofrer a agio
de anticorpos!! 21 e/ou serem fagocitadas por varios
tipos celulares. Em um trabalho pioneiro Deane e
Guimaraesl0 verificaram através do exame de esfre-
gacos de sangue periférico provenientes de portadores
de calazar e corados pelo May-Grinwald-Giemsa que
os polimorfonucleares neutrofilos e eosinéfilos fago-
citavam e destruiram as leishmanias, enquanto que nos
macrofagos estas se multiplicavam e apenas raramente
apresentavam altera¢des degenerativas. Fazendo es-
tudos in vitro com a L. mexicana, Chang’ demonstrou
que as leishmanias se mantiveram bem nos macrofa-
gos, mas nao nos polimorfonucleares. As reagdes para
os metabolitos do oxigénio e peroxidase foram positi-
vas em todos os tipos celulares parasitados, mas os
parasitos apresentaram altera¢des degenerativas ape-
nas no interior dos polimorfonucleares neutrofilos e
eosinofilos. Ele acha que as leishmanias sao lesadas
por um sistema microbicida formado por mieloperoxi-
dase Hp O-halida, sendo que a opsonizagcao nio ¢
necessaria para qualquer dos fagocitos. Os nossos
achados in vivo confirmam plenamente o que foi visto
in vitro, ao mostrar indicios de destruicao dos amas-
tigotas quando fagocitados por polimorfonucleares
neutrofilos e eosinofilos, ou quando situados extra-
celularmente.

A necrose dos tecidos parasitados ja foi identifica-
da como um mecanismo de defesa. Bryceson e colsS
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verificaram que linfécitos sensibilizados destruiam as
monocamadas de macrofagos parasitados pela L.
enrietti. E interessante notar que a lesdo por esta
leishmania no cobaio evolui até cerca de 4 semanas
com o aspecto “virchowiano”, quando entdao sofre
infiltragao linfocitaria, seguida de necrose, regresséo e
fibrosel6.

Ridleyl9 considera a necrose como um indica-
dor histologico de resisténcia. Ele encontrou os mais
baixos indices de parasitismo em lesdes humanas
quando a necrose estava presente e verificou correla-
¢ao entre a presenca de necrose e células plasmaticas
nos casos da Etiopia e entre necrose e linfocitos nos
casos do Brasil.

Nos nossos animais a necrose apareceu tanto na
infecgao do Balb/c como na do A/J. Na primeira era
de tipo coagulativo, provavelmente isquémica, e logo
sofria densa invasao de polimorfonucleares neutrofi-
los, mas sem alteragdes outras do resto do quadro
histologico fundamental e monomérfico. No camun-
dongo A/J a necrose era de tipo caseosa ou fibrinodide,
aparecia em focos microscopicos e era logo substituida
por tecido fibroso. Ela era muito freqiiente e, nas
preparacdes examinadas ao microscopio eletronico,
estava sempre presente, seja como necrose de grupos
celulares, seja como necrose de macrofagos isolados.
Portanto, ao lado das alteragdes outras sugestivas da
presen¢a de um mecanismo de hipersensibilidade celu-
lar, tais como a reagdo vasculo-necrotica, a reacio
invasivo-destrutiva, a reacao fibrosante, a reagao
granulomatosa, a necrose, caseosa ou fibrindide, me-
rece ser considerada como importante indicador de
resisténcia na leishmaniose cutanea.

SUMMARY

Amastigotes of Leshmania mexicana amazo-
nensis appeared healthy and well preserved within the
parasitophorous vacuoles of macrophages during
the infection of a susceptible (Balb/c) or a relatively
resistant (A/J) inbred strain of mice. Immunofluo-
rescence showed the presence of leishmanial antigens
within infected macrophages and in their external
membranes similar for 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 of parasitized ma-
crophages appeared as a major mechanism through
which the resistant host eliminates the parasites from
the lesions. It may be considered as a histological
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marker of resistance in leishmaniasis and represents 10.
a prominent component of the delayed-type immuno-
logical mechanism occurring in resistant hosts.
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