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RESUMO
Os AA, usando microscopia electrónica de transmissão, descrevem a presenca de Leishmanias em célu

las histiocitârias de urn granuloma de natureza nao esciarecida pela observacAo histopatolagica. 0 material
observado foi fixado em formalina a 10% nAo tamponada, sendo no entanto a preservacao subcelular su
ficiente para a identificacao dos protozoarios.

SUMMARY

Cutaneous leishmaniasis. Ultrastructural diagnosis.

Using transmission electron microscopy, the Authors describe the presence of Leishmania in histiocytic
cells of a granuloma of unknown etiology. The material observed has been fixed in non-buffered 10% for
maim, the quality of subcellular preservation allowing the morphological identification of the protozoa.

INTR0DuçA0 CASO CLINICO

Tern-se assistido, nos ültimos anos, a urna crescente acei
taçäo e aplicacao dos estudos ultrastruturais em muitos
campos da biomedicina, tirando-se partido da elevada reso
lucão do microscópio electrónico que assim tern entrado na
rotina de diagnôstico em nurnerosos Centros, sobretudo a
partir do momento em que Se tornou claro que ern muitos
casos a perfeita preservaçAo celular, indispensável na inves
tigacao morfolôgica de carácter básico, pode ser, no domi
nio das aplicacoes diagnósticas, em boa parte dispensada.
De facto está hoje bern estabelecido que a observaçao de
material fixado, incluido e mesmo seccionado para observa
cOes de rotina anátomo-patológica pode, em muitos casos,
dar urn contributo definitivo no estabelecimento de um
diagnóstico.” 2

Certas doencas parasitárias podern ser diagnosticadas
corn facilidade em locais em que a sua presenca é habitual
ou provável. Pelo contrário podem ser de dificil diagnóstico
quando aparecem em zonas onde são desconhecidas ou
pouco frequentes. Neste trabalho descreve-se urn caso de
Leishmaniose cutânea de localizacao atjpica numa doente
que habita uma area onde a doenca era, a data da obser
vação — 1977 — pouco conhecida, e em que foi possivel
obter urn diagnâstico definitivo através da observaçao de
material bióptico fixado para exarne anátomo - patolôgico
de rotina.

C.M.P.M., 15 anos, sexo feminino, estudante, residente
em Castelo Branco. Enviada ao IPOFG biópsia de nódulo
duro subcutâneo da face anterior do antebraco, aparente
mente recidiva de nôdulo idêntico ressecado 10 meses antes
do mesmo local. Na anamnese refere-se não haver razöes
para encarar a lesão como sendo de natureza infecciosa.

METODOS

Para as observacoes anátomo-patológicas de rotina o
material foi fixado em formalina a 10% nAo tamponada,
incluido em parafina, e os cortes de 5 ~m corados pela
hernatoxilina-eosina.

Para as observacoes ultrastruturais foi utilizado parte do
material que não foi incluIdo em parafina e que foi mantido
como reserva no fixador durante cerca de 20 dias, a tempe
ratura ambiente. Colheu-se urn fragmento dos tecidos sub
cutâneos, que foi seccionado em blocos de volume inferior
a 1 mm3, mantidos durante 24 horas (3 passagens) em tam
pão de cacodilato de sódio-HC1, 0,1 M, pH 7,3. Estes blo
cos foram depois post-fixados em tetróxido de ósmio a I %
no mesrno tarnpao, desidratados pelo etanol e incluido em
Epon 812 pelas técnicas habituais. Destes blocos fizeram-se
cortes de 1 ~m que forarn corados pelo azul de toluidina
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alcalino. Fizeram-se depois cortes finos das areas selecciona
das a partir dos cortes de I ~m, que foram contrastados
pelo acetato de uranilo aquoso saturado e pelo citrato de
chumbo. As observacoes forarn feitas no rnicroscópio elec
trónico Philips EM 300 da Unidade de Microscopia Electrô
nica da Faculdade de Medicina de Lisboa.
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Figura I: Granuloma de células linfo-histiocitarias. No citoplasma das celulas
histiocitárias observam-se inclusOes nSo identificadas. H & E. x 500.

RESULTADOS

Microscopia óptica

1. Material incluIdo em parafina, cortes corados pela he
rnatoxilina-eosina: o exame microscópico (IPOFG, obs 8660
de 1977) rnostrou tratar-se de urn fragmento de pele em cuja
derme superficial e profunda havia nódulos de células his
tiocitárias, tendo a periferia pequenos ninhos de linfocitos,
que chegam ate junto da epiderme. As células histiocitárias
tinham, no citoplasma, inclusOes ovais de pequenas dimen
sOes, que não foram identificadas a data da prirneira obser
vacão. 0 diagnôstico foi de granuloma infeccioso ou parasi
tário. Observaçoes posteriores mostraram a existéncia de
areas da lesAo rnuito ricas nestas inclusoes (Figs. 1 e 2).
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Figura 2: Major ampliacäo de urn grupo de células histiocitárias contendo
inclusOes. H & E. x 1275.

2. Material incluido em Epon 812, cortes de I ~cm, cora
dos pelo azul de toluidina alcalino: observaram-se dois tipos
celulares, o primeiro constituIdo por células de nücleos cla
ros e alongados, e o segundo tipo por células corn niicleos
mais escuros, arredondados e corn citoplasma pouco abun
dante. Nas células de nücleo mais claro e alongado observa
ram-se, no citoplasma, inclusöes circulares corn urn limite
exterior muito fino e corn conte~ido claro contendo uma
granulacao, gerairnente excêntrica, rnuito corada.

Microscopia electrénica

0 rnaterial estava mal preservado segundo os critérios
habituais da rnicroscopia electrônica; foi no entanto possi
vel identificar estruturas celulares e as suas interrelacOes,
sendo nitida a existência de dois tipos celulares principais,
equivalentes aos observados nos cortes de 1 ~em (Fig. 3).

No citoplasrna das células que apresentavam nücleos
alongados e de media densidade aos electrOes encontraram
-se numerosas estruturas arredondadas ou ovaladas, corn
diâmetro da ordem dos 1,5 a 2 pm, isoladas ou mais frequente
mente ern grupos de ate 4 ou 5 elernentos, ocupando vacüolos
citoplasrnáticos lirnitados por uma rnernbrana (Fig. 4).

I igura 4: Grupo de jnclusOes citoplasrnãticas. x 15 500.

Figura 3: Céjulas linfóides (L) e célula histiocitária (H) corn inclusOes cito
plasmáticas (i). X 3500.
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o lirnite exterior destas inclusOes era constitujdo por
urna estrutura trilaminar revestida interiormente por urna
camada, descontinua, de elernentos microtubulares que apa
reciam consoante a incidência do corte, corno circulos ou
linhas paralelas (Figs. 5, 6 e 7). No interior das inclusöes
encontrava-se uma estrutura muito densa, em forma de anel,
por vezes aberta, muitas vezes corn urn centro de densidade
aos electröes tambérn rnuito elevada.

Duas outras estruturas consistentemente encontradas fo
ram flagelos seccionados em diferentes incidências (Figs. 5
e 7) e ainda formacOes alongadas de media densidade aos
electrOes corn uma area fibrilhar muito densa alinhada pelo
seu eixo maior (Figs. 5 e 6). Estas estruturas estavam asso
ciadas aos flagelos e dispostas perpendicularmente as suas
bases.

Estes elementos rnorfológicos são caracteristicos de pro
tozoários do género Leishrnania.

DISCUSSAO

Tern sido crescente o auxilio da microscopia electrônica
no diagnóstico clinico. Estã hoje bern estabelecido o inte
resse desta técnica rnorfológica na caracterizacAo de quadros
patológicos em nefrologia, no estudo de doencas rnetabôli
cas, no diagnóstico histogenético de alguns tumores, e ainda
em certas doencas a virus.2-4

o poder de resolucAo do rnicroscópio electrónico, na
prática da ordem dos 0,5 a 1,0 nm, é muito superior ao do
rnicroscópio ôptico (cerca de 250 nrn), o que, associado a
outros aspectos das técnicas preparativas, permite a identifi
cacAo de estruturas caracteristicas, sugestivas ou patogno
mônicas de diferentes tipos celulares ou agentes patogénicos
microbianos.

São bern conhecidas as condicOes criticas em que Se deve
proceder a fixacAo dos tecidos nos estudos ultrastruturais.5
Tern no entanto vindo a ser reconhecido que é possivel iden
tificar certas estruturas subcelulares em material processado
pelas técnicas de rotina da histopatologia.2’ 6, 7

No caso que se apresenta, apesar de se ter utilizado ma
terial fixado em formalina nao tamponada durante cerca de
20 dias, foi possivel encontrar preservadas muitas das estru
turas caracteristicas dos tecidos observados. NAo foi assim
difIcil reconhecer células de natureza histiocitária nas células
alongadas e de nücleo alongado e claro, e de natureza linfóide
nas células de nücleo mais pequeno, arredondado e denso.

As inclusöes intracitoplasmáticas descritas apresentarn
aspectos morfolâgicos que perrnitern a sua identificacAo co
mo protozoários do género Leishmania: a forma ovalada
das seccOes do parasita, corn diârnetro prôximo dos 2 urn, a
existência de urn flagelo que tern a sua origern na vizinhanca
do cornplexo quinetoplasto-mitocondria, bern como a distri
buicAo da rede microtubular situada internarnente em rela
cAo a membrana plasrnãtica.8-’° A existência destes proto
zoãrios na lesAo confirma a sugestao inicial de se tratar de
urn granulorna parasitário e perrnite urn diagnéstico de
leishrnaniose cutânea.

0 diagnóstico de leishmaniose cutânea é geralmente ba
seado nos dados clinicos e histológicos. No entanto para urn
diagnóstico definitivo considera-se necessário isolar o agen
te, usando técnicas de cultura em meios apropriados, ou
proceder a sua identificacAo nos cortes histológicos)” 12

No caso que apresentamos a localizacAo da IesAo era at!
pica, no antebraco e nao na face corno é habitual.’3’6 0
rnaterial foi enviado a este Instituto já fixado em formol,

F,guras 5 a 7: Maior ampliacAo de algumas inclusoes. Nucleos (N), flagelospelo que, mesmo que se suspeltasse da natureza da lesAo, (F), quinetoplastos (h) e estruturas microtubulares (setas). x 22 000, 30 500 e
era irnpossivel proceder a urn exame cultural. 26 500.
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Por outro lado, a data das observacOes (1977) apenas ha-
via indicios de 2 casos de leishmaniose cutânea em residen
tes na area de Castelo Branco.13 16 So posteriormente a 1977
foram descritos casos de leishmaniose cutânea nesta area do
Pals)4

As observacOes anátomo-patolôgicas inicialmente efec
tuadas mostraram a presenca de inclusOes intracelulares
pouco abundantes cujas caracteristicas, analisadas por mi
croscopia Optica, nAo permitiram, na altura, a sua identi
ficacAo, pelo que se decidiu recorrer as observacOes ultras
truturais. Uma análise mais detaihada da peca anátomo
-patolôgica demonstrou, posteriormente, a existência de
areas do tecido em que as Leishmanias eram muito abun
dantes, como é visivel nas Figs. I e 2.

Este caso mostra como a microscopia electrónica pode
auxiliar e complementar, em alguns casos, o diagnôstico his
tolôgico, mesmo recorrendo a material em condicoes de pre
servacäo muito diferentes das consideradas indispensãveis
em outros estudos estruturais. Esta possibilidade deve estar
sempre presente quando se encaram situacöes em que a
caracterizacäo de estruturas de dimensoes menores que o
poder de resolucão do microscOpio Optico surge como ne
cessária.
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