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RESUMO

Ainda nao se estabeleceu qual i o modelo experimen
tal mais adequado para o estudo dos diferentes aspectos da 
leishmaniose visceral.

U l t i m a m e n t e ,  tem sido grande  o inter esse pelo uso dos 
ca m u n d o n g o s  i s o g i n i c o s  como m o d e l o s  ex pe r i m e n t a i s  dessa infec 
ção. E n t r e t a n t o  v a r i o s  asp ectos da lei s h m a n i o s e  v i s c e r a l  m u r ^  
na sao pouc o c o n h e c i d o s ,  e p o r ta nto as semelhan ça s com a in 
fecção h u m a n a  são a i n d a  incertas e pouco precisas.

No presente trabalho, foram estudados evolutiva e 
comparativamente, alguns aspectos anatomopatolõgicos e imuno- 
patologicos da leishmaniose visceral murina experimental em 
duas linhagens isogênicas.

U t i l i z a r a m - s e  c a m u n d o n g o s  das linhagens DBA/2 e C57BL/10 
infec t a d o s  p el a ve i a  da cauda com 2 x 10® amastigotas de L^yChhmanla 
donovanÁ, ahagaó-c, de uma cepa p r o v e n i e n t e  de Imperatr iz , M a 
ranhão; e s a c r i f i c a d o s  peri o d i c a m e n t e .

D e t e r m i n o u - s e  a e v o lu ção ponderai, e a evolução 
do p a r a s i t i s m o  h e p á t i c o  e esplen ico . E s t u d o u - s e  h i s t o p a t o l £  
g i c a m e n t e  as a l t e r a ç õ e s  h e pá ticas, esplénic as, gan gliona re s,  
timicas, m e d u l a r e s ,  p u l m o n a r e s  e renais. A d i c i o n a l m e n t e  foi 
feito um  estu do  de i m u n o f l u o r e s c ê n c i a  em tecido renal.

As l i n h a g e n s  de c a m u n d o n g o s  est udadas  se c o m p o £  
t a r a m  d i f e r e n t e m e n t e  diante de exp os ição s emelhan te  a f o £  
mas a m a s t i g o t a s  de L&-íòhman-ta donovan-í chagaóX,  o que apa_ 
r e n t e m e n t e  est a r e l a c i o n a d o  com  d i f e r e n ç a s  imun o l o g i c a s  e 
g e n o t í p i c a s .

Nas fases in ici ai s da infecção, o p a r a s i t i s m o  h e p ã t £  
co foi s i g n i f i c a t i v a m e n t e  ma ior  nos camu nd o n g o s  C57BL /1 0. 0 
p a r a s i t i s m o  e s p l é n i c o  foi m e n o r  que o hepático, e seu máximo  
a c o n t e c e u  na d é c i m a  e na v i g é s i m a  semanas pós infecção, re£ 
p e c t i v a m e n t e  nos c a m u n d o n g o s  C 5 7 B L / 1 0  e DBA/2.

As a l t e r a ç õ e s  a n a t o m o p a t o l ó g i c a s  mais im port a n t e s  fô  
r a m  do tipo i n f l a m a t ó r i o ,  cora fo rm ação de gra nu lo mas em v£  
rios ór gã os  e p l a s m o c i t o s e  difusa. Tais a lte ra ções f or am mais
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conspícuas e apareceram mais precocemente nos camundongos
C57BL/10.

Embora nao se tenha notado hepatomegalia no período 
de observaçao, o principal orgão envolvido foi o fígado, onde 
a formaçao de granulomas caracterizou-se por ser um processo 
d inâmi C O .

Esplenomegalia foi observada nas fases mais tardias 
da infecção em ambas as linhagens; enquanto que deposição de 
substância amiloide no baço so foi notada nos camundongos
C57BL/10, a partir da sexagesima sexta semana pos infecção.

Nos moldes deste trabalho, não pudemos caracterizar 
pneumonite intersticial, nem glomerulonefrite proliferativa.

Os aspectos observados, permitem concluir que os ca
mundongos isogênicos se constituem em modelo experimental de 
doença espectral, que se correlaciona com alguns aspectos da 
infecção humana e que pode permitir o esclarecimento de al
guns pontos ainda pouco claros da leishmaniose visceral.
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TUTRÕVUÇÃO

A leishmaniose visceral ou calazar e uma protozoose 
de caráter cronico e predominantemente sistS'mico, que compro
mete o sistema fagocítico mononuclear. Apresenta manifesta
ções clínicas variãveis, de acordo com o tipo de organismo cau 
sador e o estado de resistência e competência imunologica do 
hospedeiro, destacando-se: hipertermia, emagrecimento, hepato- 
esplenomegalia, pancitopenia e disproteinemia, alem de fenôm£ 
nos hemorrágicos’"*’®^’®^. A doença assume curso grave na au
sencia de tratamento adequado, sendo amiude fatal para o h£ 
mem®^. Todavia tem sido relatado recentemente o encontro fre
qüente em áreas endêmicas de algumas formas de apresentaçao 
clinica oligossintomáticas^^^.

A doença pode ser encontrada em todos os continentes, 
principalmente nas áreas quentes e secas do mundo. É endêmica 
em alguns países CPortugal, Espanha, França, Itália, Turquia, 
Nepal, Bangladesh, Grécia, Argelia, Iraque, Ira, Sul da Uniao 
Soviética, índia. Etiopia, Somália, Quenia, Sudao, Venezuela 
e Brasil); e esporádica em outros (Paquistao, China, Uganda, 
Moçambique, Madagascar, Zaire, Angola, Republica Centro Africana, 
Gâmbia, Alto Volta, Togo, México, Guatemala, El Salvador, Peru, 
Guadalupe, Colômbia, Equador, Honduras, Suriname, Argentina, 
B olívi a e P a r a g u a i ) ^ ^ ‘*.

No Brasil tem sido registrada em todos os estados 1^ 
torâneos do Pará ã Bahia, e em alguns focos esporádicos nos e£ 
tados de Minas Gerais, Mato Grosso, Goiás, Espírito Santo, Rio 
de Janeiro, São Paulo e P a r a n á ^ ® ® ® ^ ^ ^ .

Os estudos epidemiologicos no Brasil nao tem sido 
muito intensos nos últimos anos, chegando a 3.621 o número de 
casos brasileiros relatados na literatura até 1976^®*^^°; es
ses dados não refletem a real situaçao da doença no pais e r£ 
presentam, sem duvida, apenas uma fraçao do numero de casos e 

xistentes. Essa casuística aparentemente pequena, nao deve in 
duzir ã subestimaçao do problema, e serve para chamar a aten- 
çao para a necessidade de novos estudos nesta area.
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A infecção humana geralmente acontece no peridomici- 
lio em regiões rurais ou suburbanas, havendo evidências epide 
miologicas que incriminam um díptero da família F(t¿e.b0Í0m-¿nae. , 

LatzomyZa tonQ¿pa.tpÁ^ó como o principal vetor, e o cao {Candió 

i^am-¿-í-caA.-¿6) e canídeos silvestres CC2Adoc.yon t k o a i e L y c a Z o p íx  

v(¿taZuó) como reservatorios da leishmaniose visceral para o 
homem, nos focos endémicos do Br as i 1 ̂  ̂̂  ̂̂  ̂̂ .

Os parasitos apresentam duas formas evolutivas duran 
te o seu ciclo biologico. Nos vertebrados estes organismos se 
localizam e multiplicam em fagocitos do sistema fagocitico m£ 
nonuclear sob a forma amastigota, estrutura esferica de dois 
a cinco micrometros, que apresenta periplasto envolvendo cin^ 
toplasto e núcleo excéntrico; enquanto que em cultura e no in 
seto vetor transforma-se na forma promastigota com flagelo H  
vre; muítip1icando-se e migrando para porçoes anteriores do 
intestino medio e peças bucais do inver tebrado ® ̂ ® ̂ .

Entende-se que os parasitos responsáveis pela leish
maniose visceral pertencem i classe loomdiitÃ^QOphofiíía. Calkins, 
1909 ; ordem K¿ne.top¿CL¿t-¿da Honigberg, 1963 ; subordem T ^ y p a n o -  

¿omat-ína Kent, 1880 ; família TfLypano&omat¿da(¿ (Doflein, 1901) 
Grobben, 1905 ; genero L(í-¿Ákman¿a Ross, 1903 ®’ . Entretanto, a 
sistemática do genero Lz¿óhma.n¿a prossegue sendo discutida em 
razao de que o sistema taxonómico atual tem se mostrado ina
dequado; reconhecendo-se o gênero como um complexo no qual, a 
luz dos conhecimentos modernos, os parâmetros biologicos clis^ 
sicos usados no passado apoiados exclusivamente na distribui
ção geográfica e manifestações clínicas da doença, tem valor 
apenas limitado para uma precisa identificação e individuali
zação das espêcies®^®® ^® .

Os organismos do gênero, que causam doença para o hô  
mem, são morfologicamente indistinguíveis ã microscopía opti
ca, entretanto podem ser diferenciados por caracteres intrise^ 
cos: u 1traestrutura , estrutura e funções químicas (densidade 
de flutuaçao do DNA, constituição isoenzimatica, padrões res
piratorios, sensibilidade a drogas, composição de proteínas e 
lipídica), efeitos imunologicos no hospedeiro (proteção, res
posta humoral e mediada por células); e extrínsecos: comporta
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mento em animais de laboratorio, em insetos vetores, e em cul 
tura; alem da distribuição geográfica e manifestações clinico 
patológicas no homem^ ®  ̂  ̂®  ̂ ® ̂  ̂® .

As novas técnicas empregadas ultimamente, tem revela 
do certo grau de heterogeneidade em alguns grupos de LQÂÂhmayu.ay 
particularmente ao nível de subespécie^®.

0 emprego de um sistema trinomial engloba e acomoda, 
por ora satisfatoriamente, as variantes epidemiológicas e pa
togênicas da doença. Aceitando-se no caso particular da leish 
manióse visceral, que o agente causador seja Le.-iò hman¿a d o n o -  

van-i donovayU. na índia e Bangladesh; LeU^hmanía donovarú. -ín^antum 

no Mediterrâneo e possivelmente em outras partes do velho mun 
do; Le.X¿hmany¿a donovanÃ. chagcL¿-¿ no novo mundo e Lí-c^hmanZa 

donovani. 4.£. em alguns outros lugares como o Sudao®^.
A compreensão total e completa da patologia da doen

ça humana ainda nao foi conseguida em virtude de determinados 
aspectos morfologicos prosseguirem com alguns pontos pouco cla_ 
ros. Exemplificando, nao sabemos ainda o preciso mecanismo, nem 
tampouco o exato significado das alterações renais, tanto glome 
rulares quanto intersticiais e tubulares. Nao e certo se o a- 
parecimento de fibrose hepática, eventualmente decorrente da 
d iferenciaçao de fibras reticullnicas a partir da deposição de 
material ricamente proteico, e uma manifestaçao peculiar e frê  
qüente da doença. Ainda nao sabemos seguramente se o processo 
de pneumonite intersticial observado em alguns pacientes, de
corre de fatores gerais condicionados pelo parasitismo e se 
tal processo se correlaciona com a sintomatologia de tosse. A 
lem disso, o mecanismo exato da pancitopenia e da disprotein£ 
mia nao sao bem conhecidos. As investigações futuras, usando 
novas técnicas e equipamentos, e o emprego de modelos experi
mentais que reproduzam tanto quanto possível a doença humana, 
abrem grandes perspectivas e é justo que se esperem novos pro_ 
gressos nesta area.

Os riscos inerentes ã realizaçao de estudos acurados 
em seres humanos doentes, torna de grande importância o desen 
volvimento e a máxima exploraçao de modelos experimentais, s£ 
ja para testes de medicamentos e vacinas, seja para conheci
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mento e entendimento da patogênese das lesees produzidas no 
curso da leishmaniose visceral.

Um grande numero de animais experimentais tem sido 
utilizado nesses ensaios. No entanto, não so a semelhança com 
a doença humana, como também outros fatores devem ser considje 
rados: a facilidade de obtenção do animal, seu custo de aqui- 
siçao e de manutençao, a facilidade de reprodução em cativei
ro, a longevidade; bem como a facilidade de manuseio, a sus
ceptibilidade e a uniformidade de resposta diante do parasito.

Apesar dos numerosos estudos realizados ate agora, 
alguns desses modelos nao foram ainda suficientemente caracte_ 
rizados. Diante disso, resolvemos tentar caracterizar o mode
lo experimental da leishmaniose visceral murina, usando duas 
linhagens isogênicas, através do estudo de alguns aspectoshi£ 
topatologicos e imunopatologicos.
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RE{/1SK0 VA LITERATURA

1. ASPECTOS HISTÓRICOS

LEISHMAN^®' publica em Londres os seus achados ao exa 
minar o baço de um soldado irlandés procedente da India e fa
lecido em 1900 na Inglaterra, relatando a existencia de gran
de número de corpos redondos e ováis de dois a três microme- 
tros de diámetro, que quando corados por corantes de Romanovsky, 
mostravam no seu interior duas massas de cromatina, urna de- 
las arredondada e a outra, geralmente em forma de bastao.

DONOVAN^® relata o encontro de corpos arredondados, 
semelhantes aos descritos por LEISHMAN, em material provenien 
te de punçao esplénica de uma criança indiana.

LAVERAN & MESNIL^^ examinando o material de DONOVAN 
propuseram o nome de P¿A,optaSma donovan-i .

ROSS^^ sustentou que os parasitos descobertos por 
LEISHMAN & DONOVAN pertenciam a um gênero novo, sugerindo o 
nome de L&¿¿hmanZa d o n o v a n ¿ .

MANSON & LOW®^ foram ao que parece os primeiros a rê  
conhecer os corpos de LEISHMAN & DONOVAN em um paciente doen 
te de calazar.

Quase ao mesmo tempo, BENTLEY^** e CHRISTOPHERS^® na In 
dia; e CASTELLANI^^ no Ceilão, também o fizeram em pacientes 
com calazar.

Casos novQs da doença foram relatados em anos seguin 
tes na Europa e Ãsia®^.

MIGNONE^^ descreveu o primeiro caso autoctone de
leishmaniose visceral humana na América, em Assunção,Paraguai, 
em um paciente procedente de Mato Grosso.

MAZZA & CORNEJO^® registraram dois casos em crianças 
na Argentina, confirmados pelo encontro dos parasitos atraves 
da punçao esplénica.

No entanto, uma idéia mais precisa da importancia da 
doença no continente americano so foi tida quando PENNA®** de
monstrou 41 casos com comprovaçao parasitologica, provenien-
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tes de alguns estados brasileiros (Cearã, Bahia, Piauí, Parã, 
Sergipe, Alagoas, Rio Grande do Norte e Pernambuco).

Depois desta data, novos casos foram descritos nas 
Américas, principalmente no Brasil^ ^ ^ ^ ® .

2, ASPECTOS ANATOMOPATOLÓGICOS DA LEISHMANIOSE VISCERAL
HUMANA.

0 primeiro estudo em necropsia sistemática e comple
ta de um caso de leishmaniose visceral, foi feito por MARCHAND 
& LEDINGHAN®®, que puderam observar hepatoesplenomegalia, ul
cerações intestinais e parasitismo do sistema fagocitico mon£ 
nuc1 ear.

Logo a seguir, CHRISTOPHERS^® em trabalho fundamen
tal, descreve detalhadamente quatro casos de necropsia, demon^ 
trando a predileção dos parasitos pelas células endoteliais 
do fígado, baço e medula óssea; e chamando a atençao para a 
sua capacidade de muitip1icaçao no interior destas células.

Os estudos morfologicos que se seguiram concluíram 
que a leishmaniose visceral era um processo caracterizado por 
uma invasao parasitaria do sistema fagocitico mononuclear,com 
a sintomatologia dai decorrente; a semelhança do que ocorre 
quando da injeção endovenosa experimental de partículas iner
tes. No entanto, esta visão simplista foi modificada com a in 
troduçao do conceito de reaçao c1asmatoe itãria, na qual o pa
rasito forneceria estímulo suficiente para que as células ma- 
crofãgicas apresentassem proliferaçao focal^ ® ^  ^ ^ ^ ^ .

As reações celulares e os reflexos morfologicos da 
disproteinemia mereceram alguns estudos, que embora em pequenas 
séries de casos, trouxeram contribuição ao entendimento da a- 
natomopatologia da doença.

As alterações hepáticas, dada a freqüência e impor
tância, têm sido objeto de interesse dos pesquisadores. Tais 
alterações são constituídas por inflamação crônica e difusa, 
com tendência à formaçao de lesoes nodulares compostas de pr£ 
liferação histiocitiria e p1 asmocitose; além de hiperplasia e
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h i p e r t r o f i a  das células de Kupffer, o c a s i o n a l m e n t e  p a r a s i t a 
das por formas a m a s t i g o t a s ^ ^ ® ^  ^ ^ ° ^ .

A nivel ul traes trutural^® ’ ̂ ̂ ̂ tem sido observado que o com 
prometimento dos elementos kupfferianos é muito mais intenso 
do que os hepatócitos, e que as alterações das organelas cito 
plasmáticas sao mais proeminentes nas células contendo parasi 
tos em desintegraçao não envoltos por vacuolos^^. Uma fibrose 
intralobular foi descrita pela primeira vez por ROGERS^"*, sen 
do mais tarde revalorizada como manifestação propria da leish 
manió s e visceral ̂ ̂  ̂ . Sua observação entre tanto é eventual, poden 
do ocorrer nos casos de duração excepcionalmente prolongada^. 
Urna explicaçao que tem sido lembrada para a presença de fibr£ 
se, seria através da formação de fibras colágenas sob influen 
cia de células diversas em evolução fibrocitária , a apartir da 
deposição intersticial de material ricamente proteico®.

As alterações esplénicas sao macroscop icamente.tradu 
zidas por constante e precoce aumento de volume do orgao. Mi
croscopicamente há urna redução no tamanho da polpa branca e a_ 
trofia folicular, com deposição de material eosinof11 ico , a- 
lém de necrose e fibrose das áreas centrais dos folículos. 
se processo se acompanha de proliferaçao de plasmocitos e de 
histiócitos contendo esparsos parasitos, tanto na polpa verm£ 
Iha quanto na b r a n e a ^ ^ ^ ^ ® ^ ^ ^   ̂̂ ^. O encontro de eritrofago- 
citose esplénica em alguns casos, sugere uma destruição anor
mal de hemácias, podendo concorrer para a anemia desses paci
entes®^’ , entretanto esse aspecto nao foi observado por 
outros autores^’^^.

O envolvimento dos linfonodos nao tem sido constante^ 
mente registrado. As alterações mais amiúde relatadas sao re
presentadas por aumento moderado de volume, fibrose da capsu
la, atrofia linfóide com depleçao linfocitâria das zonas T e 
B dependentes e deposição de material PAS positivo nos cen
tros germinativos foliculares, além de proliferaçao de plasmS 
citos e histiócitos, vistos tanto em áreas paracorticais quan 
to nos cordões medulares. O grau de parasitismo é variável po 

dendo ser discreto a muito intenso. O aspecto de er i trof agoci^ 
to s e t é m  sido observado raramente 32 >8 2»1 1 9^
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A patoginese das alterações medulares com a pancito- 
penia periférica dela resultante, i ainda assunto controverso. 
A medula óssea tem sido estudada através de métodos hematoló
gicos ̂ mais adequados e precisos do que os meios rotineiros de exa
me histopato lógico. As alterações mais freqüentemente relata
das são representadas por hipoplasia da série mielóide, hiper- 
plasia das células reticulares e plasmocitose; sendo freqüente 
o encontro de par asitos^^^.

Nos pulmões, é bem conhecida a ocorrência de um pro
cesso de pneumonite intersticial como manifestaçao da doença. 
Tal processo, aparentemente correlacionado com a tosse que os 
pacientes apresentam, é caracterizada por infiltraçao difusa 
das paredes septais e do conjuntivo interlobular por células 
plasmaticas, além de proliferação e entumescimento das célu
las endoteliais dos capilares septais e dos histiócitos pulmo
nares, que se apresentam eventualmente parasitados. A inflama- 
çao pulmonar parece ser independente da presença ou nao de pa
rasites no p u I m ã o ® ® ^ ^ ® ® .

As alterações renais na leishmaniose visceral ainda 
nao sao suficientemente conhecidas. As lesoes renais que pare
cem estar relacionadas com a doença, localizam-se ao nível dos 
glomérulos, sendo eventualmente representadas por espessamento 
membranoso hialino e fibrilar do mesângio, com deposição de 
imunoglobulinas G e M, e da fraçao C 3 do complemento: além de 
proliferaçao de células mesangiais e endoteliais ^^ ®» 2"*»118 > 121 ̂ 
Poucas referências têm sido feitas a respeito do processo in
flamatório intersticial. Recentemente, um quadro de nefrite iri 
tersticial composto de edema e infiltrado inflamatório linfo- 
plasmocitãrio difuso, foi interpretado como uma manifestação 
da doença** 2 > 8 0 ̂

A disproteinemia pode por; seu turno condicionar alterações 
morfológicas®. No tecido intersticial, essas alterações saorepre^ 
sentadas pela presença de pequenos depósitos de substância hialina, que 
nao mostra metacromasia com o violeta de metila, nem afinidade 
pelo vermelho congo. Tal substancia tem distribuição semelhante ã da 
amiloidose de tipo secundário, tratando-se po s s ive Imen t e de mâ  
terial ricamente proteico transudado do plasma anormalmente consti^
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3. ASPECTOS ANATOMOPATOLÓGICOS DA LEISHMANIOSE VISCERAL 
EM ANI-MAIS EXPERIMENTAIS.

3.1 A infecção era caes.

As pesquisas sobre a leishmaniose visceral tiveram um 
grande avanço, graças as contribuiçoes de NICOLLE®^, reconhecen 
do a doença natural em caes, e conseguindo com sucesso infec- 
tã-los experimentalmente.

A demonstraçao de uma maior adaptaçao dos parasitos 
ã mesma espécie de hospedeiro que deu origem ã cepa usada pa
ra infecção, foi feita por CUNHA^^, que utilizando a via in- 
traperitoneal infectou quatro caes novos com culturas de para^ 
sitos provenientes de casos humanos e de caes naturalmente in 
fectados. A comprovaçao da infecção ocorreu mais precocemente 
nos animais que foram infectados com a cepa de origem canina.

A doença canina, em animais naturalmente infectados, 
cursa com proeminentes lesões tegumentares e de fâneros, que 
se caracterizam por eczema furfurãceo com base numa dermite 
parasitaria difusa, com inflamação crônica perivascular e perifolicu 
lar; alem de hipertrofia ungueal, observável na maioria dos casos *

As lesoes viscerais amiude sao representadas por au
mento variavel de peso do fígado e baço. Tais lesões microsco^ 
picamente se traduzem por hepatite difusa, com infiltrado lin 
f op 1 asmoc itâr io , mais conspicuo em zonas periportais; mobilização 
kupfferiana e granulomas macrofãgicos ocasionalmente parasitados. No 
baço o aspecto mais proeminente e a hiperplasia histiocitãria, com 
08 histiocitos is vezes parasitados. Esse aspecto também é visto 
na .medula óssea e 1 inf onodo s  ̂̂ . Nos pulmões, ALENCAR^ observou 
infiltração inflamatória crônica no interstício em t o m o  dos 
brônquios e vasos, encontrando amastigotas através de esfregaços em 23% 
dos casos. Nos rins, BRENER^^ observou nefrite intersticial e 
mais tarde, AYALA^^ relatou a presença de alterações glomerulares, rê  
presentadas por espessamento mesangial difuso e glomerulone^



frite prolif erativa. No único caso de BRENEE^^ em que o penis foi 
examinado, observou-se na região periuretral um processo inflamato 
rio com grande numero de histiocitos parasitados. Tal fato poderia fa 
vorecer eventual transmissão pelo coito, e e um assunto que 
merece maiores estudos.

A preponderancia das lesões tegumentares, ao contra 
rio da infecção humana, bem como a presença de parasitismo cutáneo-,' as 
vezes desacompanhado de infecção visceral demonstrável pelo exame dire 
to; a dificuldade de manuseio, e de obtenção de animais em grande es 
cala, além do custo elevado de manutençao, sao desvantagens deste anĵ  
mal como modelo experimental para a leishmaniose visceral.

3.2 A infecção em primatas.

Os primatas tim sido pouco usados como modelos experimentais 
da leishmaniose visceral. Tal aspecto se depreende facilmente pelo 
pequeno número de publicações a respeito encontradas na literatura. 
Os poucos trabalhos enfocando estes hospedeiros utilizam animais de v£ 
riadas especies,contribuindo para a escassez de informações pertinentes.

Alguns aspectos histologicos em macacos, infectados por 
injeção intraperitoneal de uma emulsao de baço e figado de doentes h^ 
manos e de animais infectados, foram descritos por SHORTT^^ e por 
MELENEY^^. Em dois PÁXh&CU¿ -í/LUÁ, uma punção hepática no sétimo e d£ 
cimo dias pos infecção permitiu evidenciar parasitos. Os animais eii 
contravam-se moribundos seis semanas apos.

Inoculando três macacos rhesus (McLCdca mvutldta] pela via 
intraperitoneal, com culturas de uma cepa argentina em meio deNoller, 
CUNHA^^ conseguiu infectar apenas um deles. Cerca de cito meses 
ap5s a inoculaçao o animal encontrava-se moribundo, tendo o exame post
mortem comprovado infecção. As lesões hepáticas eram representadas por 
infiltraçao de células inflamatorias mononucleares nos espaços-porta.

A avaliação do modelo experimental da leishmaniose vi^ 
ceral em sagüis foi feita por SILVA^°° e MARSDEN et alii^® usando 
C a .l l l tk n . lx  p z n l c l í l a t a .  jo^dayu, e CcULíXkfUx. jacahiu jacchuÁ, Tais anĵ  
mais foram inoculados com um mililitro de uma suspensão de figado 
e baço de hamsters, rica em amastigotas. Através de punçao hepát ica, 
estes últimos autores encontraram amastigotas em todos os anĵ  
mais no 1209 dia pos infecção. Em um animal autopsiado cerca

.12



.13

de 85 semanas após o início do experimento, através de esfregaços, encori 
traram muitas formas amastigotas em fígado e baço, e algumas nos rins; 
através de estudo histologico, muitas amaatigotas na parede intestinal. 
Os sagüis não foram ainda encontrados naturalmente infectados, e os resul 
tados desses dois experimentos mostraram que nos animais exami 
nados nao houve desenvolvimento de uma síndrome similar ã hu
mana, com hepatoesplenomegalia progressiva.

A dificuldade de obtenção de animais em grande esca
la, o alto custo de aquisiçao e manutençao, o difícil manuse
io, os baixos níveis de fecundidade em cativeiro e a heteroge_ 
neidade de resposta, sao desvantagens dos primatas como mode
lo experimental da leishmaniose visceral.

3.3. A infecção em hamsters.

0 hamster tem sido ati a atualidade o animal mais usa. 
do para estudar a leishmaniose visceral experimental. Ê de f£ 
cil manuseio, tem custo de aquisiçao e manutençao relativamen 
te baratos. É altamente susceptível à Le.-¿.ó hman^La do no vanÁ,, mes_ 

mo quando inoculado com pequeno numero de parasitos, morrendo 
ao fim de 40 a 150 dias^^’^^°;a doença que desenvolve tem carã- 
ter progressivo, sem tendência a cura expontânea, e se asseme^ 
lha em muitos aspectos à doença humana^  ̂̂ ^.

Desde os trabalhos de YOUNG c t e de MELE-
NEY^^, ji se conhecia a susceptibilidade do hamster à LeX-ó/imo. 
n-ía d o n o v a n ¿ . Estudando C^-ccztu6 gn.lòQ.uò, MELENEY^^ notou al
gumas alterações traduzidas por esp1enomega1 ia, plasmocitose 
e discreta reaçao endotelial a nível hepático. Em animais in
fectados com grande inoculo, encontrou parasitos em quase to
dos os órgãos contendo células reticulares, concluindo que em 
hamsters o grau de reaçao tecidual ê diretamente proporcional 
ã multiplicaçao dos parasitos e ao tempo de infecção.

As acentuadas alterações patológicas que o hamster â 
presenta tem como características mais comuns a plasmocitose 
intensa e difusa, e a presença de amiloidose em vários or- 
gaos**^'*’®. Ocasionalmente hâ desenvolvimento de edema inten
so, com ascite e comprometimento do tecido subcutâneo nos ca-



. 14

sos mais graves’*’.
No figado observa-se a formação de granulomas hepStj^ 

cos, com parasitismo progressivo de macrofagos e de células 
de Kupffer; difusa reaçao inflamatoria de predominio plasmoci 
tario principalmente em espaços porta, que aumenta de intensi 
dade a medida que a infecção se torna mais crónica, além de 
deposição de material hialino, eosinofílico, PAS positivo, l£

• 7 9calizando-se preferencialmente na parede de vasos venosos
Uma pneumonite intersticial foi descrita por DUARTE'*̂ , 

que observou espessamento dos septos alveolares por prolifera_ 
çao de células septais, e pela presença de infiltrado inflama^ 
torio mononuclear. Esse aspecto foi visto em grau mais discre^ 
to por MOREIRA^®, que notou ainda alguns macrofagos parasita
dos.

O envolvimento renal na leishmaniose visceral exper^ 
mental do hamster tem sido descrito por varios autores. DUARTE 
z t   ̂ , através de estudos de microscopía óptica e eletrô
nica combinados com a anilise morfométrica glomerular de 
lÁdò O CfvL entiló aufidttxó , infectados experimentalmente com Le.^¿h-  

manZa d o n o v a n ^ ;  dem onstraram hiperplasia progressiva das célu 
las mesangiais, começando no décimo dia e atingindo o máximo 
no vigésimo dia apos a infecção, seguindo-se de um declínio 
no numero de tais células, e um progressivo aumento na deposi^ 
çao de amiloide na matriz mesangial. Depositos de material a- 
miloide em mesangio e alças capilares também foram observados 
por MOREIRA^®. Relato de extenso envolvimento renal com LíZók  

man-ía donovan-¿ , também foi feito por AGU_ . As lesoes
caracterizavam-se por palidez e aumento do volume renal, es
pessamento da membrana basal glomerular, distensão de tubulos 
contornados, constricção dos capilares glomerulares, e infil
tração intersticial por células inflamatorias mononuc1eare s. 
A avaliaçao quantitativa das células glomerulares ligadas i.Yi 

\¡i.va com timidina, mostrou crescente proliferação de células 
glomerulares, à medida que a infecção progredia. Depositos gr£ 
nulares de IgG,C3 e fibrinogenio foram evidenciados nos glom£ 
rulos, tanto na membrana basal dos capilares, quanto no mesan 
gio. Embora antígenos de L hmciyi^ci donovanX nao tenham sido
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identificados neste estudo, os autores implicaram complexos 
antigeno-anticorpo na patogênese da glomerulonefrite prolife- 
rativa observada.

0 desenvolvimento da amiloidose secundaria como com- 
plicaçao experimental freqüente**^, aspecto que nao é observa
do na doença humana; a difícil obtenção de animais isogeni- 
cos, e os seus hábitos de hibernação reduzindo o período de 
r eproduçao  ̂, sao desvantagens do hamster como modelo exp£ 
rimental da leishmaniose visceral.

3.4. A infecção em ratos.

• 5 8Ja se conhecia desde os experimentos de LAVERAN e
de ADLER & THEODOR^, que os ratos podiam ser infectados com 
L&1-Ò kman¿a donovan-í . Entretanto são relativamente pouco nume
rosos os trabalhos a respeito encontrados na literatura. Esse 
fato concorre para que ainda sejam pouco conhecidos os diver
sos aspectos desse modelo experimental da leishmaniose visc£ 
ral .

A inoculaçao intraper itoneal de numerosos S-igmo do n 

h.yÍ6pÃ.du6 h-iipÃ-daò com emulsão esplénica de hamsters***^ e de ra 
tos"*^ infectados com uma cepa indiana de Le.-iòhman-ia donovanX;  

resultou que todos os animais adquiriram uma infecção de car£ 
ter progressivo, sem tendência ã cura expontânea, havendo en
tretanto, considerável variação individual no número de pará
sitos. Atravis de contagens detalhádas, verificaram que nas 
fases iniciais da infecção o número de parasitos presentes i 
maior em ordem decrescente no fígado, baço e medula óssea. Nas 
fases tardias o baço continha maior número de parasitos que 
qualquer outro õrgao. Duas semanas após a infecção o fígado 
exibia áreas de hiperplasia focal, às vezes acompanhadas de 
infiltrado inflamatorio mononuclear e alguns eosinõfilos. Qua 
tro semanas após a infecção, essas áreas de hiperplasia eram 
mais numerosas, acompanhadas de células inflamatorias mononu- 
cleares. Nesta epoca, puderam encontrar amastigotas em 50% 
do casos. Seis semanas após a infecção, os parasitos eram a- 
bundantes tanto no fígado quanto no baço. A extensão da infil_
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traçao celular variou consideravelmente de animal para animal, 
e aparentemente nao se relacionava com o numero de parasitos 
presentes. 0 infiltrado inflamatório era constituído predomi
nantemente de células mononuc 1 eares , e ocorria mais abundante^ 
mente em areas portais. 0 baço apresentava-se muito aumenta -
do, devido a hiperplasia focal de células reticulo-endotelia- 
• * â  ̂ —is da polpa vermelha. Na 80- semana pos infecção, observava- 
se no fígado um discreto aumento do tecido conjuntivo dos es
paços porta, e pequenos focos de fibrose no parenquima, ou em 
torno de veias centrolobulares.

A infecção de 60 Myòt^omyò a-íb¿caudatu¿ , através de 
inoculaçao intracardiaca de 200.000 amastigotas de LeZóhmanZa 

donovan ¿ por grama de peso, permitiu a MIKHAIL & MANSOUR^® o^ 
servarem que o curso da infecção nestes animais apresenta um 
padrao caracterizado por aumento progressivo da densidade dos 
parasitos no fígado e baço, e por manutençao de altos níveis 
de parasitismo durante o período de observaçao de mais de um 
ano, sem sinais aparentes de doença ou tendência ã cura expon 
tânea.

A observaçao de que ratos da espécie CZ2.thfLÁ.onomyò 

gtafL&otULò criados em cativeiro são susceptíveis a cepas afri
canas e mediterrâneas de Le.-¿¿ hmanZcc do novante, sugeriu a KRAMPITZ 
e.t ^ , que tais animais podem ser hospedeiros mais conve
nientes que outros roedores de laboratorio para estudar a in
fecção.

0 isolamento de cepas de LíZ^hmanZa donovan¿ ¿n^antum 

obtidas de R a ttuò  ^ a t t u ò , procedentes de algumas regiões da 
Itália, estimulou a GRADONI dt  0 .111" * a estudarem a infecção 
experimental nestes animais. Notaram que os roedores apresen 
tavam considerável resistência aos parasitos, exibindo baixos 
níveis de parasitismo por um longo período.

Os ratos sao animais de fãcil obtenção e manuseio, 
tem baixo custo de aquisiçao e manutençao; se reproduzem bem 
em cativeiro e tem uma vida relativamente longa, se prestando 
a estudos de longa duraçao. No entanto, a relativa resisten
cia e a pouca uniformidade de resposta diante dos parasitos, 
são desvantagens desses animais como modelo experimental da
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3.5. A infecção em camundongos.

A particularidade dos camundongos desenvolverem in
fecção visceral quando inoculados intraperitoneaImente com 
formas tissulares e de cultura de Le,Ã.Ò kmanZa do novanZ  ̂ jã era 
conhecida desde os experimentos de LAVERAN^® e CHRISTOPHERS 
e.t tendo sido confirmada posteriormente por PHILIPPE
& CHADLI®’’.

A demonstraçao dé que a via de inoculaçao endovenosa 
e a que apresenta os melhores resultados em termos de positi- 
vidade foi feita por PARONIKYAN®^. Neste experimento, utili
zando parasitos de cultura, pôde notar que a dose mínima in
fectante era de 10.000 flagelados.

Quase ao mesmo tempo, STAUBER^^^ estabeleceu bases 
quantitativas para a infecção; e ACTOR^ estudando a influen
cia da dieta no curso da infecção, observou que nestes anima
is, tanto a deficiencia proteica quanto vitamínica podem au
mentar a gravidade da leishmaniose visceral.

Em trabalho fundamental, BRADLEY^°, estudando a leish 
manióse visceral em camundongos isogenicos, notou que o curso 
da infecção varia a depender da linhagem observada. Em 30 di
ferentes linhagens, inoculadas endovenosamente com 10.000.000 
amastigotas de uma cepa africana de hmcinÁCL donovanÁ,, cer
ca da metade apresentou resistencia natural. As linhagens re^ 
tantes, apos um aumento do parasitismo celular por semanas ou 
meses, recuperaram-se entao da infecção; como exceção, a li
nhagem PO apresentou um parasitismo celular progressivo, que 
apos dois anos da infecção mostrava muitas semelhanças com a 
doença humana. Nesses camundongos, seguindo-se ã inoculaçao 
endovenosa, observou que a maioria dos parasitos foram fagoci^ 
tados por macrófagos do fígado e do baço; e nas infecções cr£ 
nicas surpreendeu nestes órgãos um grande número de parasitos. 
Em menor número, encontrou ainda parasitos em macrofagos dos 
linfonodos, paredes alveolares, vilosidades intestinais e dos 
rins. Através de estudo u11raestrutura 1, observou no fígado

leishmaniose visceral.
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dos camundongos desta linhagem, a maioria das amastigotas con 
tidas em macrofagos, havendo entretanto alguns parasitos no in 
terior de hepatocitos; com estas células aparentemente não sô  
frendo alterações pela presença dos elementos parasitarios.

Mais tarde, BRADLEY & KIRKLEY^^, estudaram o curso 
da infecção em sete linhagens de camundongos de laboratorio, 
com avaliaçao da carga parasitaria hepática durante período 
de observaçao de cerca de 20 semanas. Na fase aguda, o parasi^ 
tismo celular variou grandemente entre as diferentes linha
gens. As linhagens A2G, G2H, HR e Ash, apresentaram-se resi£ 
tentes na fase aguda; enquanto PO, B10D2 e NMRI mostravam-se 
muito susceptíveis nesta fase. Os animais da linhagem NMRI a- 
presentaram uma diminuição significativa no numero de parasi
tos na décima primeira semana de infecção; por outro lado, os 
camundongos PO mostravam níveis elevados de parasitismo do sÍ£ 
tema fagocitico mononuclear mais de dois anos após a infecção.

Logo a seguir BRADLEY^®, avaliando os níveis de par£ 
sitismo da fase aguda em 25 linhagens de camundongos isogêni- 
cos, infectados com Le.¿-&kman¿a donovanZ; notou dois padrões 
constantes e distintos, o que permitiu agrupa-los em suscept^ 
veis e resistentes. Híbridos obtidos da mesma categoria se a^ 
semelhavam em susceptibilidade a seus ancestrais. Estudos de 
cruzamento mostraram que os fenotipos de resistencia ou sus- 
ceptibi1idáde sao controlados por alelos de um ZOCUÁ único, 
com a resistência apresentando dominância incompleta sobre a 
susceptibilidade.

Posteriormente, BRADLEY C.Í mapearam o £ o c u ¿

controlador da susceptibilidade ã leishmaniose visceral no ca 
mundongo; confirmando que esse controle é exercido por um gen 
em ÍOCULÒ unico, designado Lsh, nao ligado ao complexo de his- 
tocompatibilidade maior.

Algumas informaçoes sobre esse modelo experimental 
de leishmaniose visceral foram acrescentadas com a demonstra- 
çao de que camundongos atimicos sao mais susceptíveis à Líyiòk 

man^a donovan-í^ ° ^ , e que a atividade das células "natural
killer" (NK) pode desempenhar um papel importante no controle 
da infecçao^‘*. Além disso, d e t erminou-s e que a injeção intra-
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venosa de BCG é tanto profilática quanto terapéutica em camun 
dongos BALB/c contra amastigotas de LzZ¿hma.n¿a donovanÁ.^ , e 
que a cortisona e a ciclofosfamida suprimem tais efeitos pro
tetores^” .̂

Estudando os aspectos imunologicos da leishmaniose 
visceral murina em algumas linhagens isogenicas, REZAI i t  oJLÍÁ'̂  ̂

confirmaram algumas observaçoes feitas anteriormente por BRA
DLEY, e puderam dividir os animais em dois grupos: os altamen 
te susceptíveis e os relativamente nao susceptíveis. Anticor
pos específicos foram detectados nas linhagens susceptíveis, 
no decimo segundo dia apos infecção, seguindo-se um aumento 
progressivo dos seus níveis. Nas linhagens menos susceptíveis, 
os anticorpos apareceram algum tempo depois, e permaneceram 
em níveis aproximadamente constantes. Nas linhagens CAFl, C57BL/6 e 
BALB/c, a reatividade cutânea ao antígeno 1eishmaniÕtico de- 
senvolveu-se quando a carga parasitaria declinou dos seus va
lores máximos. Essa reatividade cutânea nao foi observada em 
animais da linhagem DBA/l, os mais susceptíveis; nem nogcamun 
dongos A/j, os mais resistentes.

Ainda seguindo a orientação de estudar aspectos rela 
cionados ao curso da leishmaniose visceral murina, e Ínteres-

Q p ,sante lembrar os resultados obtidos por PREMVATI , que infe£ 
tou experimentalmente camundongos machos, linhagem BlO.LP-a, 
com 5.000.000 amastigotas injetadas endovenosamente; nao ten
do observado esp1enomegalia ou hepatomegalia nas duas primei
ras semanas de infecção, quando aumentava o número de parási
tos nestes órgãos. 0 aumento máximo de peso do fígado e baço
ocorreu na quinta semana pos infecção, quando a populaçao de

9 1 •parasitos começava a declinar. Da mesma forma REINER , exama^ 
nou algumas alterações patofisiolõgicas em camundongos BALB/c 
infectados com Lzl¿hm anla  d o n o v a n l . Os animais desenvolveram 
infecção crónica com hepatoesplenomegalia e hipergamaglobuli- 
nemia. Os camundongos inoculados endovenosamente com 20.000.000 
amastigotas, em contraste com os que receberam 800.000 e 4.000.000 
não foram capazes de reduzir a carga parasitaria hepática no 
período de oito semanas de observaçao. A hepatomegalia mensu
rada na oitava semana pos infecção era diretamente proporcio-
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nal ao inoculo recebido.
Os estudos enfocando os aspectos histopato 1ogicos da 

leishmaniose visceral murina sao ainda pouco numerosos. Nessa 
linha de trabalho, GUTIERREZ z t  ° , estudaram algumas al
terações histopatologicas do fígado, baço e medula ossea, em 
camundongos BALB/c infectados endovenosamente com 2 x 10^ a- 
mastigotas da cepa 2S de Lz¿¿kman¿a donovan^C. Observaram que 
os granulomas foram as lesoes histológicas mais importantes, 
e que seu numero a nível hepático aumentou atê a oitava sema
na pos infecção, diminuindo em seguida. Notaram que o proces
so de formaçao dos granulomas é dinâmico, com regressão dos 
granulomas maduros para granulomas mal formados, que finalmen 
te resolveram-se sem seqiielas. Em contrapos içao , no baço e mê  
dula óssea nao observaram formaçao de granulomas maduros.

A tratabi1 idade, o pequeno tamanho, a facilidade de 
reprodução em cativeiro, o baixo custo de aquisiçao e manuten 
çao, fazem do camundongo o animal favorito para estudo em pe^^ 
quisa biomedica de laboratorio. A utilidade do camundongo pa
ra esses experimentos foi grandemente aumentada pelo desenvol^ 
vimento de linhagens isogênicas, com alto grau de uniformida
de de respostas diante de todos os tipos de tratamentos físi
cos e fisio1ogicos ; tornando-os animais de escolha para uma 
grande variedade de experimentos, e permitindo o uso de menor 
número de animais, sem prejudicar a precisão da avaliaçao do 
tratamento.

Os camundongos isogênicos portanto reunem condiçoes 
de se constituírem em modelo experimental alternativo para o 
estudo de diversos aspectos da leishmaniose visceral.
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MATERIAL E METOVOS

1. ANIMAIS

1.1. Generalidades.

Foram utilizadas duas linhagens de camundongos isoge^ 
nicos: DBA/2 e C57BL/10 provenientes da Universidade Federal 
Fluminense, R.J., de ambos os sexos, com idade variando entre 
seis e dez semanas, e pesando entre 15 e 22 gramas no começo 
do experimento.

Os animais foram separados em caixas apropriadas, e 
mantidos ã temperatura ambiente, no Biotério do Centro de Pe£ 
quisas Gonçalo Moniz (FIOCRUZ/UFBa.), Salvador, Bahia; alimen 
tados com raçao Agrovita "cativ 1" para camundongo, granulada 
sem antibióticos (RAÇÕES AGROVITA LTDA., S.P.); e agua ad 

í ¿ b ¿ t u m .

1.2. Divisão dos grupos experimentáis.

Grupo I - trinta e cinco camundongos DBA/2, infec
tados e sacrificados em número de 4 a 8 animais cada vez apos
1, 3, 5, 10, 20 e 38 semanas.

Grupo II - quatro camundongos DBA/2 normais, sacri
ficados 10 semanas apos o inicio do experimento. Grupo contro^ 
le.

Grupo III - quarenta e sete camundongos C57BL/10, in 
fectados e sacrificados em número de 4 a 8 animais cada vez, 
apos 1, 3, 5, 10, 20, 38, 57, 66 e 70 semanas.

Grupo IV - onze camundongos C57BL/10 normais, cinco 
sacrificados 10 semanas, e seis sacrificados 66 semanas apos 
o inicio do experimento. Grupo controle.
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Para infectar os animais, foram utilizados amastigo- 
tas de Lí-c¿hmanXa donovanÃ: ahagaãZ, cepa Imperatriz.

A cepa foi isolada da medula óssea de um paciente com 
leishmaniose visceral, por P.D. MARSDEN em 1979, em meio NNN 
e mantida por 2 anos em hamsters através de passagens mensais. 
Culturas foram feitas do baço de hamsters infectados, em NNN 
ou LIT, por aproximadamente 2 meses, sendo entao feito o iso
lado fresco.

0 paciente que deu origem ã cepa, tratava-se de um hô  
mem de 51 anos de, idade, proveniente de Imperatriz, Maranhao, 
Brasil; com discrasia sanguínea, na presença de baixos níveis 
de parasitismo. Clinicamente apresentava intensa epistaxis, 
hemorragia digestiva de 7 dias de duração, e mal estar geral 
por aproximadamente 40 dias. 0 baço era palpável a inspiraçao 
profunda. 0 estudo hematologico mostrou uma anemia moderada, 
leucopenia e profunda trombocitopenia. Tendo respondido bem 
ao tratamento com antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime, 
Rhodia), por 10 dias.

A cepa foi utilizada nos seguintes experimentos p^ 
blicados: MARSDEN í t  REED eí a l l l ^ ° .

A infecção experimental em hamsters e camundongos, com 
esta cepa, causa repetidamente altos níveis de parasitismo. 
A injeção intracardíaca de 10^ amastigotas e rotineiramente 
fatal para hamsters em 6 a 10 semanas.

A cepa foi caracterizada como pertencente ao grupo 
L<¿¿6 hman¿a donovanZ por isoenzimas e enzimas de restrição do 
KDNA. Encontrando-se depositada nos seguintes laboratorios: 
FIOCRUZ, R.J. (Dr. Gabriel Grimaldi); WALTER REED ARMY INSTI
TUTE (Dr. Larry Hendrickt); CORNNELL UNIVERSITY MEDICAL COLLEGE 
(Dr. Jan Kiethly).

3. INFECÇÃO EXPERIMENTAL DOS CAMUNDONGOS.

3.1. Isolamento de amastigotas de L^-ishmanla d on ov a-  

n¿ chaga-í>¿ do baço de hamsters.

2. PARASITOS
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Em linhas gerais, o baço infectado foi removido as- 
septicamente e homogeneizado em Hank's BSS gelada, e colocado 
em gêlo por 10 minutos. Apos o que o sobrenadante foi filtra
do através de gaze com ruptura da suspensão por 4 passagens 
em agulha calibre 22. A suspensão foi entao centrifugada a 
250g por 10 minutos, o sobrenadante coletado e centrifugado 
novamente a 250g por 10 minutos. 0 sobrenadante resultante foi 
coletado e centrifugado a 2.100g por 15 minutos, com lavagens 
dos "pellets" por 3 vezes em Hank’s DNAase (20-30mg/ml), cen
trifugando a 2.100g por 15 minutos. Lise de RBC ' S em NHi,Cl: 
Tris (9:1) por incubaçao a 379C por 3 a 5 minutos (NH^Cl 0,83%; 
Tris 0,17M, pH 7,7). Seguindo-se diluição após incubaçao com 
Hank's + FCS 5% gelado e centrifugado a 2.100g por 20 minu
tos; e ressuspensão dos "pellets" em 24ml de PBS/baço e cama
da de 4ml em gradiente gelado (geralmente usa-se 6-8 gradien
tes/baço). Preparo do gradiente com antecendência como segue: 
Em um tubo, colocou-se 2ml de Ficoll 34% em PBS, sobre o que 
acrescentou-se 2ml de Ficoll a 10% em PBS, adicionando-se em 
seguida 4ml da suspensão, e centrifugando a 1500g por 30 minu 
tos. A interfase entre as camadas correspondentes a 10% e 34% 
foi removida, diluída com 10 volumes de PBS, e centrifugada a 
4.200g por 15 minutos. Os "pellets" foram lavados 3 vezes em 
PBS a 4.600g por 10 minutos; com passagem da suspensão final 
por 4 a 5 vezes, atravis de agulha 22. Os "pellets" devem ser 
virtualmente livres de contaminaçao por células do hospedei- 
ro‘‘^

3.2. Cálculo do inoculo e método de infecção.

A suspensão final foi ajustada para 10^ amastigotas 
por mililitro em solução salina glicosada tamponada.

Os animais foram infectados com um total de 2 x 10^ 
amas tigotas, em um volume de 0,2ml, injetados intravenosamen- 
te , utilizando-se a veia da cauda.

4. PROCEDIMENTOS GERAIS.
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4.1. Sacrifício dos animais.

Os animais depois de pesados, foram anestesiados su
perficialmente com êter, e exsanguinados para impedir que ho_u 
vesse congestão visceral intensa.

Imediatamente apos, ambos os rins foram retirados. Com 
o direito sendo empregado para testes de imunofluorescência 
em tecido; e o esquerdo para estudo histologico.

Fragmentos de tecido de fígado, baço, pulmões, timo 
e linfonodos mesentericos foram tambem submetidos a processa
mento histologico.

No ponto biologico correspondente a dez semanas de 
infecção, a pata traseira esquerda dos animais foi seccionada 
e tambem submetida a processamento histologico.

4.2. Determinação da carga parasitária.

Utilizou-se o método preconizado por STAUBER^^"*: usan 
do-se fragmentos de fígado e baço infectados, apos remoção do 
excesso de sangue em papel filtro, sobre uma lamina limpa, fez- 
se cerca de vinte impressões da superfície de corte de cada 
orgao; fixou-se com metanol, e corou-se pelo Giemsa por 30 m^ 
nutos.

Em microscópio Olympus "standard", com um aumento de 
1.000 vezes, contou-se em vários campos o numero de amastigo- 
tas e de núcleos celulares, até que o valor deste chegasse a 
1.000; calculando-se entao a r^elaçao entre esses dois números. 
Essa relação quando multiplicada pelo peso do orgao em mili
gramas e por um fator de correção equivalente a 200.000, ace^ 
tando-se a distribuição uniforme dos parasitos no fígado e b£ 
ço do hospedeiro, dã um valor que representa aproximadamente 
a carga parasitaria total do orgão estudado^^^^^^.

4.3. Obtenção de soro imune.

Usou-se coelho branco, fêmea, com 2 meses de idade; 
e Li¿¿6hmanZa donovan¿ c k a g a s l , cepa WR (caracterizada por iso
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enzimas), em Schneider's Drosophilia medium + 20% de soro fe
tal bovino. Promastigotas de L<¿¿óhman¿a donovan¿ ckagaò-L fo
ram congeladas e descongeladas 15 vezes e centrifugadas a 
30.000g por 1 hora. Empregou-se o sobrenadante. A concentra- 
çao de proteínas foi determinada pela técnica de LOWRY®^.

Método de imunização: dois mg de adjuvante incomple
to de FREUND, foi injetado no coelho subcutáneamente; repetin 
do-se um e dois meses apos. Duas semanas depois da ultima in
jeção subcutânea, injetou-se intravenosamente 50mg de antíge- 
no em salina; repetindo —se 2 semanas apos. A exsanguinaçao foi 
feita 4 dias depois da ultima injeção intravenosa de antigeno. 
0 soro imune foi obtido do sangue coletado por centrifugaçao 
a 250g por 15 minutos.

Titulagem de anticorpos do soro: dez yl de LeÁÂthmayiLCi 

donovanZ chagaòZ cepa WR (5 x 10® promas t igotas/ml em PBS + 
formol a 0,5%), foram colocadas sobre cada escavaçao circular 
de uma lamina de vidro (10 escavações em cada lamina), e dei
xadas secar em estufa a 379C. 0 soro foi diluído em salina, 
inicialmente 1:10, e a seguir, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320, 
1:1640, 1:1280 e 1:2560. Dez yl de cada soro, nas diferentes 
diluições, foram colocadas sobre cada escavaçao circular com 
os antigenos deixados incubar em câmara Gmida por 30 minutos, 
e lavados 3 vezes em PBS por 5 minutos cada vez; secados cui
dadosamente e em seguida expostos por 30 minutos em camara úmi
da ao conjvgado fluoresceinado fraçao cabra anti IgG de coe
lho (Cappel Laboratories, U.S.A.), em volume de 10 yl, dilui- 
.do a 1:60 em azul de Evans 1:10000 em salina; lavados 3 vezes 
em PBS por 5 minutos de cada vez, e secados cuidadosamente. A 
leitura foi feita em microscopio de fluorescência American Op̂  
tical, observando-se fluorescencia até a 6a. diluição, corres^ 
pondendo a um título de anticorpos no soro de 1:320.

4.4. Processamento histolÕgico e técnicas de colora
ção para microscopía óptica.

Blocos de tecido com diâmetro máximo de 5mm, logo a- 
põs a remoção, foram colocados em solução de BOUIN (70% de s£
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lução saturada aquosa de acido pícrico, 23% de solução de formo! 
a 40%, 7% de acido acético glacial); preparado momentos an
tes de ser utilizado.

Os fragmentos foram fixados por 12 a 20 horas, sendo 
em seguida lavados em alcool ã 50% por 2 a 4 horas, e armaze
nados em alcool ã 70%.

Para estudar a medula ossea, as patas foram mergulh^ 
das em solução aquosa de ácido nítrico a 5% até que a descalci- 
ficaçao fosse completa.

Os fragmentos de tecido, com exceção dos de rim, fo
ram processados em uma maquina Autotechnicon mono modelo 2A 
(Technicon Instruments Corporation - U.S.A.). Os fragmentos de 
rim foram processados manualmente i quente. Este procedimento 
preserva bem o tecido, e permite obter secções finas^®.

A seguir todos os fragmentos de tecido foram embebi
dos (dois banhos de 2 a 3 horas cada, à 609C); e logo apos in 
cluldos em parafina (Reagen, Quimibrás Industrias Químicas, 
R. J. ) .

Empregando-se microtomo (American Optical 820 Spencer, 
U.S.A.), obtiveram-se cortes finos de aproximadamente dois m^ 
crômetros dos blocos de rim, e de cinco micrômetros dos blo
cos dos demais orgaos estudados.

Todos 08 õrgaos foram corados pela técnica de hemato^ 
xilina e eosina (HE). As secções do rim, além do HE, foram su^ 
metidas segundo técnicas padronizadas®** is coloraçoes de: PAS 
(reaçao do acido periódico de SCHIFF), PASM (ácido periodicò- 
prata. metanamina), tricrómico de MASSON, e a de AZAN (azul de 
anilina). Algumas secções de fígado foram também coradas pe
las técnicas de Gomori para reticulina, Perls para ferro e pelo 
PAS e algumas das secções de baço pelo PAS, vermelho congo e 
violeta de metila.

4.5. Preparo do tecido renal para estudo de imuno- 
f 1 uores cênc 1 a .

Blocos com fragmentos de tecido renal congelados em 
nitrogênio líquido, e mantidos até o momento do uso a temper^
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tura de -709C, foram presos em porta-blocos apropriado;e usan 
do-se criótomo (Cryo microtome, modelo 1500, LIPSHAW-MANUFATU 
RING COMPANY. DETROIT, U.S.A.), obteve-se secções de aproxima 
damente 4 micrSmetros; que foram a seguir fixadas em acetona 
gelada e deixadas secar, sendo após guardadas em frasco herm^ 
tico contendo silica -gel, a 49C e usadas dentro de 24 a 48 
horas.

Para a feitura de imunofluorescéncia direta, 
lizou-se conjugado fluoresceinado fraçao cabra, anti IgG, 
anti IgM e anti C 3 de camundongo, obtidos no comercio (Ca£ 
pel Laboratories / C. Chranville, P.A., U.S.A.). O conjugado 
foi diluido a 1:60 com o azul de Evans 1:10.000 em salina. 
As láminas com os cortes, depois de colocadas em salina 
tamponada com microlitos do conjugado específico, a seguir 
foram incubadas em cámara umida por 30 minutos, após o que 
lavadas em PBS e montadas com tampão de pH 9.

Para a feitura de imunofluorescéncia indireta, os 
cortes de rim foram tratados, sem eluição previa, com 20 
microlitros de soro imune de coelho diluido 1:10 em PBS, 
por 30 minutos em cámara umida à temperatura ambiente; la. 
vados em PBS, e a seguir cobertos com 20 microlitros de 
conjugado fluoresceinado fração cabra, anti IgG de coelho 
( Cappel Laboratories), diluido a 1:60 com azul de Evans 
1:10.000 em salina; por 30 minutos em cámara úmida a tem 
peratura ambiente, apos o que foram lavados em PBS e mont£ 
dos com tampão de pH 9. Para os controles, utilizou-se soro 
de coelho normal.

A leitura foi feita em microscopio Zeiss de fluo^ 
rescencia com lâmpada de mercurio de alta pressão HBO 50W, 
equipado com objetivas Neofluar, condensador de epifluore^ 
cencia IV FI, filtro de atenuação vermelha BG38, e com câ
mara automática anexa.
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4.6. Contagem e mensuraçao dos granulomas hepãtj^ 
cos.

Em microscopio optico, usando a objetiva de 40X, 
e uma ocular micrometrica a tambor OSM-OLYMPUS '( ocular de 
medição tipo Ramsden, de aumento lOX com escala óptica in 
terna de 8mm, dividida em oito intervalos, cada intervalo 
mede Imm e i subdividido em 100 intervalos no tambor ex
terno), delimitou-se o objeto a medir girando o tambor, o 
que desloca uma cruz e dois traços verticais internos.0 ta. 
manho real do objeto é dado multiplicando-se o número de 
intervalos do tambor correspondente i medida, por 0,22 mi- 
crSmetros (valor micrometrico da objetiva de 40X).

Primeiro foi medido o maior diâmetro do granulo^ 
ma, a seguir a ocular micrometrica sofreu uma rotação de 
909, e foi determinado o maior diâmetro perpendicular ao 
primeiro. A media aritmética desses dois valores foi toma. 
da e aceita como representante do diâmetro do granuloma.

E x a m i n o u - s e  pelo menos três secções h i s t o l ó g i c a s  
de cinco m i c r o m e t r o s  de espes sura, de ta ma nho a p r o x i m a d a 
m ente igual, co ra d a s  pelo HE e p r o v e n i e n t e s  do lobo direi^ 
to do fígado de cada animal; com m e d i ç ã o  de todos os gr ^ 
nu lo ma s r e p r e s e n t a d o s  na secção his t o l ó g i c a ,  em um mí n i m o 
de 10 e um  m á x i m o  de 100 gr an u l o m a s  por grupo.

O numero de granulomas por centímetro quadrado 
da secção histológica foi calculado usando-se uma grade 
calibrada que delimita urna area de um milímetro quadr^ 
do, colocada sobre a lámina. Todos os granulomas maduros, 
em dez espaços da grade escolhidos ao acaso, foram con 
tado s.
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4.7. Calculo do Tndice hepático e esplénico.

Para calcular o Indice hepático e esplénico empregou- 
se a razao entre a relaçao das medias de peso do orgao em ques 
tao e do peso corporal dos animais infectados, e a relaçao da 
media de peso do mesmo orgao e do peso corporal dos animais 
normai s .

peso do orgao ■  ̂  ̂ ■ peso do orgao ,dos infectados - -s-—--------- -—r dos normáispeso corporal peso corporal

4.8. Mensuração dos glomerulos rena is.

Para medir os glomerulos empregaram-se secções finas 
de 2 micrómetros de espessura. Uti 1izando-se procedimento se
melhante ao usado para medir os granulomas hepáticos, o diame^ 
tro dos glomerulos foi mensurado. Foram considerados pelo me
nos cinco glomerulos para cada animal dos diferentes grupos, 
nos quais a secção passava atravis do polo vascular. Dois di^ 
metros (um passando atraves do hilo e outro no maior diámetro 
perpendicular ao primeiro) foram medidos, tomando-se a media 
desses dois valores. O glomerulo foi considerado como uma es
fera e seu volume foi calculado pela formula V= — —̂  ttR^, onde 
R e a  metade do diámetro.

4.9. Avaliação dos depósitos glomerulares.

Uma avatiaçao s emi quan t i t a t iva dos deposites de imuno- 
globulinas, C 3 e antigeno de Le.^6 hman-icL donovanX chagaóÃ. nos 
glomerulosfoi estabelecida como segue: - = fixação negativa 
ou nao significante; ± = deposição segmentar em alguns glome
rulos; + = pequena deposição em todos os glomerulos; ++ = gran 
de deposição em todos os glomerulos.

4.10. Análise estatística e representação gráfica.

Todos os dados apresentados nas figuras sao valores
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medios. As linhas verticais sobre o ponto medio representam 2 
desvios padrões da media.

0 teste "t" de Student foi usado para avaliar a sig
nificancia das diferenças entre as medias das duas linhagens 
de camundongos. 0 nível de significancia escolhido foi 0,01. 
A comparaçao das distribuições quanto a variabilidade foi fe^ 
ta pelo coeficiente de variaçao de Pearson^^.
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RESULTAVOS

1.1. Peso corporal,

A variaçao do peso corporal dos camundongos da linha 
gem DBA/2, pode ser observada na tabela 1 e na figura 1. No- 
te-se que nao ha diferença estatisticamente significante en
tre os controles e os animais infectados; e que estes mostraram 
uma leve tendencia a aumentar seu peso ã medida que a infecção 
se tornava mais crônica.

A variaçao do peso corporal dos camundongos da linha^ 
gem C57BL/10, pode ser observada na tabela 2 e na figura 1. N£ 
te-se que durante a fase aguda, especificamente na terceira e 
quinta semanas pos infecção, os animais apresentaram emagreci^ 
mento que têm significancia estatística; seguindo-se de aumen 
to de peso progressivo e aproximadamente constante, a medida 
que a infecção se tornava mais crônica.

Quando se compara os animais das duas linhagens com 
mesmo tempo de infecção (figura 1), percebe-se diferença sem 
significancia estatística.

1.2. Peso do fígado.

A variação do peso do fígado dos camundongos DBA/2, 
pode ser observada na tabela 1. Note-se que nao hã diferença 
estatisticamente significante em relaçao aos controles nao in 
f ectados .

A variaçao do peso do fígado dos camundongos C57BL/10, 
pode ser observada na tabela 2. Note-se que nao hâ diferença 
estatisticamente significante em relaçao aos controles nao in 
f ec tados .

1. EVOLUÇÃO PONDERAL
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1.3. I n d i c e  h ep St i c o ,

A variaçao da relaçao entre a media do peso do fíga

do e do peso corporal dos camundongos DBA/2, pode ser observa 

da na tabela 1 ; e do Indice hepático para estes mesmos anima

is na tabela 1 e na figura 2. Note-se que o índice hepático se 

mantim durante todo o periodo de observação com valores proxi 

mos de um, indicando o não desenvolvimento de hepatomegalia.

A variaçao da relação entre as medias do peso do fí 

gado e do peso corporal dos camundongos C57BL/10,  pode ser o^ 

servada na tabela 2 ; e do índice hepático para estes mesmos a 

nimais na tabela 2 e na figura 2. Note-se que o índice hepatj^ 

co se mantêm durante todo o período de observaçao com valores 

proximos de um, indicando o nao desenvolvimento de hepatomega 

lia.

A comparaçao do índice hepático das duas linhagens 

em animais com o mesmo tempo de infecção (figura 2 ) ,  revela 

nao haver diferença importante na variaçao do índice hepático 

durante o período de observação.

1.4. Peso do baço.

A variaçao do peso do bago dos camundongos DBA/2, p£ 

de ser observada na tabela. 1. Note-se que na vigésima 

e na trigésima oitava semanas pos infecção hã diferença esta

tisticamente significante em relaçao aos controles.

A variaçao do peso do baço dos camundongos C57BL/10, 

pode ser observada na tabela 2. Note-se que na decima, vigês^ 

ma, trigésima oitava, quinqüagesima sétima, sexuages^ 

ma sexta e septuagésima semanas pos infecção, hâ diferença e£ 

tatisticamente significante em relaçao aos controles.

1.5. í n d i c e  e s p l é n i c o .

A variaçao da relaçao entre a média do peso do baço 

e do peso corporal dos camundongos DBA/2, pode ser observada 

na tabela 1 ; e do índice esplenico para estes mesmos animais
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na tabela 1 e na figura 3. Note-se que o Indice esplénico se 

mantem com valores proximos de um ate a decima semana pos in

fecção aumentando entao e permanecendo com valores elevados 

ate o final do período de observaçao.

A variaçao da relaçao entre a media do peso do baço 

e do peso corporal dos camundongos C57BL/10, pode ser observ£ 

da na tabela 2 ; e do Indice esplenico na tabela 2 e figura 3. 

Note-se que o Indice esplenico se mantem com valores proximos 

de um ate a quinta semana pos infecção, aumentando entao e per 

manecendo com valores elevados até o final do periodo de observaçao.

A comparaçao do índice esplenico das duas linhagens, 

em animais com o mesmo tempo de infecção (figura 3) ,  revela 

que em ambas ha desenvolvimento de esp1 enomega1 ia ñas fases 

mais crónicas da infecção, com os animais da linhagem C57BL/10, 

atingindo mais precocemente valores maiores que os da linha

gem DBA/2.

2. EVOLUÇÃO DO PARASITISMO HEPÁTICO

A evolução da carga parasitaria hepática total dos 

camundongos DBA/2,pode ser observada na tabela 3 e na figura

4. Note-se que nas três primeiras semanas de infecção, o num£ 

ro de parasitos e aproximadamente igual ao do inoculo, elevan 

do-se discretamente na quinta e na décima semanas decrescen

do entao acentuadamente,

A evolução da carga parasitaria hepática total dos 

camundongos C57BL/10,  pode ser observada na tabela 4 e na f i 

gura 4. Note-se que jã na primeira semana de infecção o nume

ro de parasitos é aproximadamente duas vezes e meia maior que 

o inoculo, aumentando grandemente ate a quinta semana; decre£ 

cendo entao paulatinamente atê zero na septuagésima semana pos 

infecção.

A comparação das medias das cargas parasitárias hepã 

ticas totais dos animais com o mesmo tempo de infecção (figu

ra 4 ) ,  revela uma diferença significante estatisticamente en

tre as duas linhagens de camundongos, que já e patente na pr^ 

meira semana e assim continua atê a quinta semana. Na decima,
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vigésima e trigésima oitava semanas e o número de pará

sitos no figado nao tem diferença estatisticamente significan 

te .

3. EVOLUÇÃO DO PARASITISMO ESPLÉNICO

A evolução da carga parasitaria esplénica total dos 

camundongos DBA/2, pode ser observada na tabela 5 e na figura 

5. Note-se que ha um aumento progressivo do número de parási

tos, atingindo o máximo na vigésima semana, e declinan 

do na trigésima oitava semana.

A evolução da carga parasitaria esplénica total dos 

camundongos C57BL/10,  pode ser observada na tabela 6 e na f i 

gura 5. Note-se que ha um aumento progressivo do número de pa_ 

rasitos, atingindo o máximo na décima semana, e declinando pr£ 

gressivamente ate a quinquagesima sétima semana, mantendo-se 

entao em niveis aproximadamente iguais durante o restante do 

período de observaçao.

A comparaçao das medias das cargas parasitarias es

plénicas totais dos animais com o mesmo tempo de infecção (fi  ̂

gura 5 ) ,  revela evolução com parasitismo progressivamente cres

cente em ambas as linhagens até a décima semana. Na vigésima 

segunda semana enquanto na linhagem DBA/2 os parasitos conti^ 

nuaram aumentando de número, na linhagem C57BL/10, observou-se 

tendência contraria, com o número de parasitos decrescendo a- 

centuadamente . Na trigésima oitava semana, na linhagem DBA/2, 

hã uma inversão de tendência com o nivel de parasitos dimi

nuindo, embora ainda permanecendo com valores maiores do que 

os observados na décima semana. Na linhagem C57BL/10, a ten

dência ao declínio se mantém.

4. ESTUDO HISTOPATOLÕGICO

4 .1 .  FTgado.

0 fígado em ambas as linhagens manteve-se com a ar

quitetura lobular preservada, durante todo o período de obser
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vaçao.

As variações dos diâmetros médios dos granulomas he

páticos e do numero de granulomas hepáticos por centímetro qua

drado da secção histológica,  podem ser observadas na figura 6 

e na figura 7.

Nos camundongos DBA/2, o fígado, principalmente nas 

fases inciais da infecção, manteve-se proximo da normalidade. 

As alterações observadas eram focais e muito discretas ( figu

ra 8 ) .  Tais alterações eram representadas inicialmente por pê  

quenas coleçoes lobulares focais de mononucleares e mais tar

diamente por granulomas macrofâgicos que eventualmente apresen 

tavam ãrea de amolecimento e necrose central. A coloraçao pa

ra reticulina nào demonstrou deposição de fibras colagenas 

nestes granulomas. 0 diâmetro medio dos granulomas hepáticos 

manteve-se durante o período de observaçao com valores proxi- 

mos de 40 micrômetros, com uma leve tendência a aumentar nas 

fases mais crônicas da infecção, 0 numero dos granulomas era 

baixo nas fases iniciais elevando-se progressivamente a medi

da que a infecção se tornava mais crônica, atingindo o máximo 

na trigésima oitava semana. Raramente observava-se células de 

Kupffer com alguns parasitos. Os espaços porta apenas tardia

mente mostravam-se infiltrados por pequeno numero de células 

inflamatorias mononucleares. Discreta quantidade de pigmento 

castanho em pequenos acúmulos era visto nos espaços porta e ô 

casionalmente nos granulomas, durante todo o período de obse£ 

vaçao. Tal pigmento, dava reaçao negativa para ferro e nao se 

descorava pelo permanganato de potássio e foi visto também nos 

controles normais, aparentemente nao se relacionando com a in 

f ecçao.

Nos camundongos C57BL/10, o fígado apresentava alte

rações conspícuas e difusas durante todo o período de observa^ 

çao. Na primeira semana pôs infecção havia granulomas compos

tos de pequenos macrôfagos e alguns linfocitos,  distribuidos 

esparsamente pelo lóbulo. Esses granulomas eram arredondados, 

com bordas discretamente irregulares, diâmetro médio de 40ym 

e numero médio por cm̂  da secção histológica de 10. Os espa

ços porta apresentavam discreto infiltrado inflamatório mono-



.36

nuclear e pequena quantidade de pigmento castanho, com carac

terísticas semelhantes ao anteriormente descrito.

Na terceira semana Cfigura 9 ) ,  havia em média 41 gra 

nulomas por cm^, a maioria arredondados, com diâmetro medio 

de 73ym; compostos de poucas células epitelioides circundadas 

por histiocitos e colar de pequenos linfocitos,  entremeados 

por raros po1imorfonuc1 eares neutrofilos.  Alguns parasitos eram 

vistos no citoplasma de macrofagos e ocasionalmente no das 

lulas de Kupffer. Havia necrose hepatocelular isolada, notan

do-se escassos corpúsculos de Councilman, Os espaços porta a- 

presentavam discreto infiltrado inflamatorio mononuclear e pe 

quena quantidade de pigmento castanho.

Na quinta semana, havia em média 56 granulomas por 

cm^, arredondados, com diâmetro médio de 71Um. A distribuição 

e composição celular dos granulomas era semelhante ã da ter

ceira semana, mostrando entretanto maior numero de células ma. 

crofigicas,  e maior tendência a coalescer (figura 10).  Poucos 

parasitos eram vistos no citoplasma de macrofagos. Os aspec

tos de necrose hepatocelular isolada, com alguns corpúsculos 

de Councilman; e espaços porta com discreta infiltraçao de m£ 

nonucleares, contendo pequena quantidade de pigmento castanho 

p ers i s t iam.

Na decima semana a média de granulomas era de 40 por 

cm^, com diâmetro médio de 55ym. Os demais aspectos observa

dos eram semelhantes aos da quinta semana, notando-se alem 

disso alguns po1 imorfonuc1 eares neutrofilos subcapsulares.

Na vigésima semana, a média de granulomas sra 

de 30 por cm^, com diâmetro médio de 56ym; compostos de maior 

número de linfocitos.  As lesoes granulomatosas eram vistas tan 

to no parênquima quanto nos espaços porta, havendo maior ten

dência â localizaçao subendotelial (figura 11).  Os espaços por 

ta exibiam moderado infiltrado inflamatório mononuclear linfo^ 

citario e continham discreta quantidade de pigmento castanho.

Na trigésima oitava semana a média de granulomas era 

15 por cm^, com diâmetro médio permanecendo estável. A distr^ 

buiçao e a composição celular dos granulomas eram similares

às da v i g é s i m a  s e m a n a .  Ãs v e z e s ,  p r ó x i m o  a tais o-r anu-
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lomas notavam-se alguns corpúsculos de Councilman. A infiltra 

çao inflamatoria mononuclear linfocitãria de espaços porta 

tornou-se sensivelmente mais acentuada (figura 1 2 ) ,  com mui

tas dessas células apresentando núcleos chanfrados. Notándo

se de permeio alguns po1 imorfonucleares.

Na quinquages ima sétima semana tanto o numero quanto o diâ

metro dos granulomas hepáticos permaneceram estacionários. A 

composição celular era muito pouco diferente da observada na 

trigésima oitava semana, havendo menor numero de células epi- 

teliõides e alguns pol imorf onucleares , com raros focos de ca]  ̂

cificaçao. Alguns hepatocitos mostravam poliploidia nuclear, 

com cromatina ocasionalmente dispersa. Nos espaços porta cha

mava a atenção o denso infiltrado inflamatório mononuclear 

linfocitãrio e escassos po1 imorfonuc1 eares alem de prolifera- 

çao ductular (figura 13) ,  com alguns duetos biestratifiçados 

ocasionalmente contendo células inflamatorias po 1 imorfonucle_a 

res, configurando uma colangite (figura 14).

Na sexagésima sexta semana, o número e o diâmetro dos 

granulomas permanecia estacionário. As lesoes distribuiam-se 

preferentemente em areas subendoteliais, compunham-se de célu 

las epiteliõides e eram envolvidas por fino halo eosinofilico 

(figura 15) ,  ocasionalmente com ãrea de amolecimento central 

(figura 16).  Em alguns desses granulomas notavam-se focos de 

calcificaçao de vários tamanhos (figura 17).  Nos sinusoides 

observava-se metaplasia mieloide com áreas multifocais de pr£ 

liferação de megacariocitos (figura 18).  Os espaços porta ex^ 

biam ainda edema discreto e moderado infiltrado inflamatorio 

mononuclear, is vezes tendendo a infiltrar as bordas do paren 

quima (figura 19).

Na septuagésima semana (figura 20) ,  os granulomas eram 

compostos predominantemente de linfõcitos,  ocasionalmente in

filtrados por alguns po 1 imorfonuc1 eares, e com freqüencia con 

fluindo (figura 21) .  Os espaços porta permaneciam apresentan

do discreto a moderado infiltrado inflamatorio mononuclear, e 

discreto pigmento castanho.

A coloração para reticulina demonstrou a partir da 

quinta semana pos infecção, escassa deposição de fibras colá-
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genas nos granulomas hepáticos. Tal aspecto se tornou discre

tamente mais acentuado ã medida que a infecção se tornava mais 

crônica.

4.2. B a ç o .

Nos camundongos da linhagem DBA/2 o baço apresentava 

alterações que embora discretas foram se acentuando ã medida 

que a infecção se tornava mais crônica.

Na primeira, terceira e quinta semanas, a arquitetu

ra esplénica estava preservada, nao havendo evidências de fo_r 

maçao de granulomas.

Na decima semana a arquitetura esplénica manteve-se 

preservada. Na polpa vermelha notavam-se ocasionais focos de 

hiperplasia histiocitãria (figura 2 2 ) e areas de depleçao lin 

focitãria (figura 23) .

Na vigésima semana, a arquitetura esplénica a- 

p r es en t ava-s e distorcida por numerosos granulomas macrofâgicos, 

ãs vezes circundados por coroa de pequenos linfocitos e ocas^ 

onalmente parasitados, distribuidos ao acaso na polpa verme

lha (figura 24).  Além disso, chamava a atençao atrofia da pol  ̂

pa branca e intensa depleçao linfocitâria da polpa vermelha.

Na trigésima oitava semana a arquitetura esplenica 

permanecia distorcida, entretanto com presença de menor quan

tidade de granulomas (figura 25) ,  ao lado dos quais notavam- 

se numerosos megacariocitos. Os aspectos de atrofia da polpa 

branca e de depleçao linfocitâria da polpa vermelha persisti

am.

Nos camundongos da linhagem C57BL/10,  as alterações 

esplénicas eram mais conspícuas, também se tornando mais acen 

tuadas ã medida que a infecção se tornava mais crónica.

Na primeira e terceira semanas a arquitetura espíen^ 

ca apresentava-se preservada. Havia ampliaçao da polpa verme

lha com ocasionais focos de necrose de células isoladas, e d£ 

pleçao linfocitâria discreta.

Na quinta semana a arquitetura esplenica mantinha-se 

preservada; havendo na polpa vermelha áreas de proliferaçao
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celular,  coleçoes focais de macrofagos e alguns acílmulos de 

pigmento acastanhado (figura 26).

Na décima semana jâ se apreciava distorção de arqui

tetura esplenica, com atrofia da polpa branca e aumento da pol 

pa vermelha, onde se localizavam as alterações mais proeminen 

tes. Tais alterações eram representadas por extensas areas de 

reaçao epitelioide e formaçao de granulomas macrofagicos bem 

definidos,  raramente parasitados, ãs vezes circundados por c£ 

roa de pequenos linfocitos e ocasionalmente tendendo a coale^ 

cer (figura 27).

Na vigésima semana, a arquitetura esplenica

permanecia distorcida,  persistiam a atrofia da polpa branca, 

hiperplasia celular e alguns granulomas macrofagicos na polpa 

vermelha.

Na trigésima oitava semana a arquitetura esplenica 

permanecia distorcida.  A polpa vermelha apresentava-se discr£ 

tamente hiperplasiada, com alguns focos de proliferação linf£ 

citaria e de plasmocitogenese.

Na quinquagés ima sétima semana a arquitetura espleni^ 

ca permanecia distorcida. A considerável ampliaçao da polpa 

vermelha com presença de granulomas, contrastava com o despo- 

voamento linfocitãrio dessa ãrea. A atrofia da polpa branca 

era acentuada, percebendo-se ocasionalmente hialinizaçao da 

artéria centro folicular.

Na sexagésima sexta semana a arquitetura esplenica 

permanecia distorcida. As alterações, além da presença dos 

granulomas macrofagicos e da_atrofia da polpa branca, consis

tiam em deposição no espaço extracelular dos folículos linfo^ 

des, de material pouco espesso, hialino,  eosinofílico e PAS 

fracamente positivo (figura 28) .  Tal material mostrava meta- 

cromasia com o violeta de metila, e afinidade pelo vermelho 

congo, apresentando tonalidade verde-maça ã luz polarizada.

0 material anteriormente descrito, continuava a ser 

visto com as mesmas características na septuagésima semana

(figura 29) .  Nessa época persistiam também a distorção da ar

quitetura esplenica, com acentuada atrofia da polpa branca; e 

polpa vermelha com muitos granulomas. Tais granulomas começa
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vam a ser circundados, por alguns polimorfonucleares neutrofi- 

1 os e por muitos linfocitos.

4.3. L i n f o n o d o s .

Somente os linfonodos mesentericos foram incluidos 

para processamento histologico e estudados.

Nos camundongos da linhagem DBA/2, os linfonodos me

sentericos apresentaram alterações discretas, com a arquitetu 

ra folicular mantendo-se preservada durante todo o período de 

obs ervaçao.

Na primeira semana pós infecção havia discreta dila_ 

taçao da zona hilar,  e também discreta histiocitose dos seios 

medulares sem distribuição regular.

Na terceira semana os seios se diferenciavam mais nî  

tidamente , observando-se uma hiperplasia reticular pronunci^ 

da.

Na quinta semana os aspectos observados anteriormen

te eram mais conspícuos; sendo dignos de nota uma prolifera - 

çao de células linfoides em zonas paracorticais, e alguns acú 

mulos focais de macrofagos com ocasional formaçao de células 

gigantes mu1 tinuc 1 eadas, vistos nos seios medulares.

Na décima, vigésima e trigésima oitava sema

nas, persistiam os aspectos de hiperplasia reticular difusa e 

atrofia dos folículos linfoides corticais, com despovoamento 

progressivo de linfocitos.

Nos camundongos da linhagem C57BL/10, os linfonodos 

mesentericos apresentaram alterações que apesar de discretas 

eram mais conspícuas do que as observadas nos camundongos da 

linhagem DBA/2. A arquitetura folicular esteve durante todo 

o período de observaçao igualmente preservada,

Na primeira e terceira semanas pos infecção os folí

culos linfoides apresentavam centros germinativos proeminen

tes, notando-se às vezes focos de reaçao epitelioide nos seios 

medulares (figura 30) .

Na quinta, décima e vigésima semanas, a reaçao 

folicular era proeminente. Nos cordoes corticais e medulares.
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assinalava-se o aparecimento de plasmocitose sem distribuição 

regular (figura 31) .  Nos seios medulares a reaçao epitelioide 

observada anteriormente persistia.

Na trigésima oitava semana a plasmocitose e a reação 

epitelioide dos seios medulares acentuaram-se, percebendo-se 

ocasionalmente fusionamento celular. Notava-se também discre

ta histiocitose de seios corticais.

Na quinquagesima sétima, sexagésima sexta e septuag£ 

sima semanas tornaram-se mais intensos os-aspectos de plasmo

citose dos seios e cordoes , e histiocitose dos seios com fusi^ 

onamento celular e ocasional formação de células gigantes muj  ̂

tinucleadas (figura 32).

Em um dos animais, na sexagésima sexta semana pos in 

fecçao, notava-se apenas uma célula gigante muitinucleada £ 

xibindo pequena inclusão citoplasmãtica arredondada, de con

tornos regulares (figura 33).

4.4. T i m o .

0 timo esteve representado em todos os pontos biolo- 

gicos. Tal representaçao se deu de maneira inconstante e irr^ 

guiar, permitindo entretanto uma observaçao seqüencial.

Nos animais de ambas as linhagens estudadas a arqui

tetura do orgao esteve preservada, e a d i f erenciaçao entre a 

cortical e a medular foi evidente durante todo o período de 

observaçao.

Nos camundongos da linhagem DBA/2, o timo mostrou al̂  

teraçoes muito discretas.  Tais alterações começaram a ser no

tadas a partir da décima semana pos infecção, e consistiam em 

discreto aumento do numero de células timicas epiteliais na 

medular. Com a evolução da infecção, estas células se apresen 

tavam mais frouxamente arranjadas. Na trigésima oitava semana 

pós infecção a cortical mostrava atrofia aparente, com discr^ 

ta diminuição do numero de linfocitos.

Nos camundongos da linhagem C57BL/10,  o timo mostrou 

alterações que embora discretas foram mais conspícuas do que 

as observadas nos animais da linhagem DBA/2. Tais alterações
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começaram a ser notadas a partir da vigésima çemana 

pos infecção, consistindo em ampliaçao da medular com aumento 

discreto mas progressivo do número de células timicas epite- 

liais (figura 3 4 ) .  A partir da trigésima oitava semana a cor

tical exibia maior numero de células grandes e de citoplasma 

abundante contendo material PAS positivo; ocasionalmente c&r— 

figurando aspecto em "céu estrelado".

4 . 5 .  Medula ossea.

A medula ossea somente foi submetida a processamento 

histologico no ponto biológico correspondente a dez semanas 

de infecção. Tal fato se justifica por esse orgao poder ser 

melhor e mais adequadamente estudado por métodos hematologi- 

cos muito mais sensíveis do que os histologicos comuns, que 

no caso particular requerem descalci f icaçao tecidual; proces

so que produz freqüentemente alterações citologicas.

Nos camundongos da linhagem DBA/2 nao foram notadas 

quaisquer alterações seja na estrutura geral, seja nas linha

gens celulares tanto quantitativa quanto qualitativamente. Tam 

pouco foram encontrados elementos parasitarios.

Nos camundongos da linhagem C57BL/10 observou-se uma 

aparente e discreta diminuição numérica de todas as linhagens 

celulares; proliferaçao de plasmõcitos e de macrõfagos (figura 

35) .  Estes últimos vistos conspicuamente, freqüentemente fo£ 

mando pequenos granulomas. Muitas destas células histiocitár^ 

as continham pequena quantidade de pigmento castanho, seme

lhante ao encontrado no fígado e baço. Nao foram vistos ele

mentos parasitários nas secções examinadas apesar da pesquisa 

exaus t iva .

4 . 6 .  Pulmões.

Nos camundongos da linhagem DBA/2, os pulmões exceto 

pelo desenvolvimento de processo broncopneumonico em dois 

animais, na quinta e décima semanas respectivamente, nao a- 

presentaram alterações histológicas importantes durante o pe-
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Nos camundongos da linhagem C57BL/10, os pulmões mos 

traram algumas alterações, que embora discretas, tinham cará

ter evolutivo e foram vistas em todos os animais. As altera - 

çoes mais conspícuas e importantes ocorreram nos septos inter 

alveolares. Aparentemente de menor significado no processo pa 

tolõgico, durante todo o período de observação havia discreto 

aumento dos macrofagos alveolares, alguns deles visualizados 

nas luzes alveolares, ocasionalmente fagocitando pigmento acas 

tanhado. Apesar da pesquisa exaustiva, a nível pulmonar, não 

foram encontrados elementos parasitarios durante o período de 

observaçao, nem tampouco corpúsculos de inclusão virai ,  infil^ 

traçao de células inflamatorias po1 imorfonuc1 eares ou necrose 

do epitelio brônquico.

Na primeira semana pos infecção, havia múltiplos fo

cos irregulares de espessamento septal mais numerosos no pa- 

rênquima pulmonar proximos aos bronquíolos respiratórios, mas 

presentes também em regiões subpleurais. 0 espessamento sep

tal era resultado de discreta congestão e edema, além de pe

queno aumento da celularidade• Alguns acúmulos focais de cél^ 

las inflamatorias mononucleares eram vistos circundando prin 

cipalmente brônquios, bronquíolos e vasos sanguíneos.

Na terceira semana as alterações eram discretamente 

mais acentuadas. Ocasionalmente notavam-se vasos sanguíneos 

com tumefação endotelial,  apresentando algumas lesoes nodula

res em posição subendote1 i a l , semelhantes ãs observadas no f^ 

gado, e compostas principalmente de macrofagos (figura 36).

Na quinta semana persistiam o espessamento septal e 

os focos de infiltração inflamatoria peribrSnquica e perivas

cular, as vezes vistos próximos a areas subpleurais (figura 37).

Na décima semana, as alterações nao mostraram mudan

ças importantes, tanto qualitativamente quanto quantitativa- 

men t e .

Na vigésima e trigésima oitava semanas, os fo^ 

cos de infiltração inflamatória mononuclear começaram a apre

sentar discreta mudança na sua composição celular, com predo

mínio de plasmócitos e aparecimento de alguns macrofagos (fi-

r i o d o  de o b s e r v a ç a o .



. 4 4

Na quinquagêsima sétima semana a composição celular 

dos focos inflamatorios consistia de alguns macrofagos, plas- 

mocitos e linfócitos,  esses últimos tendendo a predominar so

bre os anteriores.

Na sexagésima sexta semana, esta tendencia persistiu, 

acentuando-se na septuagésima semana. Nesse tempo um dos ani

mais exibia area de reaçao gigantocelular em torno a depositos 

de colesterol (figura 39) , configurando foco de pneumonia co 

lesterolica.  Outro animal, sacrificado nessa mesma época, a- 

presentou intensa reaçao 1 infopro1 i f erativa e descamaçao celu 

lar para o interior do alvéolo.

Os animais normais que serviram de controles, apre

sentaram escasso tecido linfõide em localizaçao peribrSnquica 

que entretanto se tornava mais proeminente à medida que os a- 

nimais envelheciam.

4.7. Rins.

A variaçao do volume glomerular dos camundongos da 

linhagem DBA/2 e C57BL/10 pode ser observada na tabela 7. N£ 

te-se que em ambas as linhagens nas fases mais tardias da in

fecção, ocorreu um aumento significativo do volume glomerular.

Nos camundongos da linhagem DBA/2 o estudo do tecido 

renal não mostrou alterações importantes nas fases iniciais 

da infecção. Na trigésima oitava semana p5s infecção, observ£ 

ram-se alterações discretas e focais,  representadas por dis

creto espessamento mesangial e discreta infiltraçao inflamat^ 

ria mononuclear intersticial,  mais conspícua no cortex e me

nos intensa na medular. As células inflamatorias compunham- 

se de linfocitos e plasmocitos, algumas vezes vistas em pequ£ 

nos acúmulos focais em torno de alguns glomérulos (figura 40), 

e mais escassamente em posição peritubular. Nessa época, um 

dos animais apresentou lesoes focais de pielonefrite crónica, 

com discreto componente exsudativo.

Nos camundongos da linhagem C57BL/10 o estudo histo- 

logico do tecido renal mostrou algumas alterações que além de

g u r a  3 8).
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discretas e focais,  somente começaram a ser observadas a par

tir da trigésima oitava semana pos infecção. Tais alterações 

em algumas áreas eram representadas por espessamento homogé

neo do mesángio, mais nítido ao nivel do hilo (figura 41) ,  que 

as vezes se acompanhava de deposição de material PAS positivo, 

Em alguns glomirulos as alterações consistiam de aumento dis 

creto e ocasional da celularidade (figura 42).  Na sexagésima 

sexta semana pos infecção, em algumas áreas principalmente da 

cortical,  o intersticio apresentava discreto infiltrado infla_ 

matorio mononuclear difusamente distribuido entre os túbulos. 

Um dos animais sacrificados na septuagésima semana pos infec

ção, desenvolveu reaçao 1 infoproliferativa, exibindo a nivel 

renal intensa atrofia tubular, esclerose vascular, cilindros 

no interior dos tubulos e presença de material amiloide no t£ 

cido intersticial ao redor dos tiíbulos alterados.

Os animais nao infectados, apos dez semanas do in i 

cio do experimento exibiam as vezes alguns focos de pielone- 

frite crónica; e apos 66 semanas, ocasionalmente apresentavam 

espessamento mesangial discreto.

5. ESTUDO DA IMUNOFLUORESCÊNClA EM TECIDO RENAL.

Embora usando padronização técnica, as reações nao 

foram feitas todas numa mesma ocasiao.

Os resultados do estudo de imunofluorescencia nos

rins dos camundongos da linhagem DBA/2 estao sumarizados na 

figura 44. Tais resultados representam estimativa media de 

uma análise semiquantitativa dos depósitos glomerulares dos £ 

nimais em cada ponto biológico.

Depósitos segmentares e granulosos de IgG em alguns 

glomérulos foram vistos em posição subendote1 ia 1 na primeira, 

terceira, quinta, dicima e trigésima oitava semanas pós infe£ 

ção. Com características semelhantes, depósitos de IgM foram 

vistos na terceira e na décima semanas pós infecção; enquanto 

que a fração C3 do complemento só foi detectada na décima se

mana pós infecção, O método utilizado nao conseguiu demonstrar 

a presença de antígenos de Le.¿óhman¿a nos glomérulos. Os ca-
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mundongos normais nio apresentaram depósitos glomerular es .

Os resultados do estudo de imunofluorescência nos 

rins dos camundongos da linhagem C57BL/10 estão sumarizados 

na figura 45. Tais resultados representam estimativa média de 

uma análise semiquantitativa dos depósitos glomerulares dos 

animais em cada ponto biológico.

Depósitos segmentares e granulosos de IgG em alguns 

glomirulos foram vistos em posição subendotelial (figura 43 ) ,  

na terceira,  quinta e vigésima semanas pós infecção. Na déci

ma semana, tais depósitos eram vistos na grande maioria dos 

glomérulos. Com características semelhantes, depósitos de IgM 

foram vistos na décima, vigésima e trigésima oitava semanas 

pós infecção; enquanto que a fração C 3 do complemento foi vis 

ta na terceira,  quinta e décima semanas pós infecção. Com o 

método utilizado,  nao se conseguiu demonstrar a presença de 

antlgenos de LZ-íi hman^a nos glomérulos. Os camundongos nor

mais no ponto biológico correspondente a dez semanas exibiam 

em alguns glomérulos depósitos segmentares de IgG. No ponto 

biológico de sessenta e seis semanas, encontrou-se depósitos 

de IgM e da fração C 3 do complemento.
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V J S C U S S Ã Õ

A procura do modelo mais conveniente e adequado para 

o estudo dos diversos aspectos da leishmaniose visceral expe

rimental ainda estã longe de ser encerrada.

Ultimamente, dado a seu baixo custo, facilidade de ma 

nuseio e principalmente pela possibilidade de submete-los a va 

riados tratamentos biologicos, tem sido grande o interesse dos 

pesquisadores pelo uso dos camundongos isogênicos como modelo 

experimental desta infecção.

Embora virias linhagens de camundongos isogênicos s^ 

jam susceptíveis de se infectarem cronicamente com L(L¿6 hman-ia 

d o n o v a n ¿ , as manifestações da infecção nestes animais nao sao 

completamente conhecidas, e portanto as suas semelhanças com 

a leishmaniose visceral humana sao ainda incertas e pouco pr£ 

c i sa s .

Os resultados do presente estudo, enfocando alguns 

aspectos da relaçao parasito-hospedeiro na leishmaniose visc£ 

ral murina experimental, indicam claramente que os camundon

gos das linhagens observadas comportam-se diferentemente dian 

te de uma exposição semelhante a formas amastigotas de Lí-Íòh- 

m an^a  donovanZ  c h a g a ò í .

As formas amastigotas de Le.Á,-ò hfíiCLHÁ,(X donovcLVi-L sao pri 

mariamente parasitos das células do sistema fagocitico monon_u 

clear;  e em camundon.gos , segundo BRADLEY Q,t , seguindo-

se a inoculação intravenosa a maior parte dos parasitos sao f^ 

gocitados por macrõfagos do fígado e baço, onde pode-se en

contrar grande numero de parasitos nas infecções crônicas.

Nos camundongos C57BL/10, o parasitismo hepático nu

ma primeira fase aumenta acentuadamente ati a quinta semana, 

diminuindo numa segunda fase até níveis tão baixos que não pu 

deram ser detectados pelo método utilizado.  Enquanto que nos 

camundongos DBA/2 o número de parasitos a nível hepático au

menta muito discretamente até a décima semana, diminuindo en

tão paulatinamente.

Estas observaçoes estão de acordo com as feitas ant£
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• 18 tenormente por BRADLEY para estas duas linhagens de camun

dongos isogênicos.

Por outro lado, o parasitismo esplénico aumentou até 

a décima e vigésima semanas pos infecção, nos camun

dongos C57BL/10 e DBA/2 respectivamente, decrescendo então.

O número de parasitos no baço, determinado pelo méto 

do de contagem utilizado,  foi sempre menor do que o observado 

a nivel hepático; exceto nos camundongos C57BL/10 no ponto b^ 

ologico correspondente ã septuagésima semana, e nos camundon

gos DBA/2 na vigésima e trigésima oitava semanas pos 

infecção, quando aquele foi maior do que este. Além disso é 

digno de nota um fato anteriormente notado por REZAI zt  ̂ , 

também observado no presente experimento, que o nível máximo 

de parasitismo esplenico foi atingido algumas semanas depois 

que o nível máximo do parasitismo hepático foi alcançado.

É interessante a observaçao de que o aumento do para 

sitismo esplénico nos camundongos C57BL/10 ocorreu simultane£ 

mente com a diminuição do parasitismo hepático, e com a dimi

nuição do número e tamanho dos granulomas hepáticos. Esse as

pecto, como sugeriram GUTIERREZ zt ° , poderia estar rel£ 

cionado com o despreendimento de macrofagos infectados ou me^ 

mo de parasitos dos granulomas hepáticos em resolução;os quais 

entrariam na corrente circulatória alcançando o baço em maior 

numero.

Nos camundongos DBA/2 também ocorreu aumento do para 

sitismo esplénico, ao mesmo tempo em que o número de parasi

tos a nível hepático diminuia. No entanto, o número dos gran_u 

lomas hepáticos aumentou discreta mas progressivamente e seu 

tamanho permaneceu aproximadamente constante durante todo o 

período de observaçao.

Essa diferença de comportamento é difícil  de ser ju£ 

tificada somente pelo mecanismo lembrado por GUTIERREZ eX aZÁA.  ̂° , 

e sua explicação deve considerar as características imunolog^ 

cas e genotipicas próprias de cada linhagem estudada.

A variável susceptibilidade das diversas linhagens 

de camundongos isogênicos ã Lzlòkmanla. donovanZ parece ser in¿ 

cialmente controlada por gen ou grupos de gens em locu6 deno
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minado Lsh, e influenciada pelo complexo Entretanto,

no caso particular faz-se necessário a distinção entre imunidade natural 

e imunidade adquirida. A imunidade natural ou inata a cada linha

gem de camundongo , pode atuar limitando a proliferação para

sitaria na fase inicial da infecção; enquanto que a imunidade 

adquirida so se torna evidente a partir da quinta semana pos 

infecção, agindo de modo a diminuir o número de parasitos a 

nivel hepático^®.

As diferenças nas taxas de parasitismo hepático e es 

plenico em cada linhagem de camundongo, uma vez que a inocula 

çao foi endovenosa, podem talvez estar relacionadas com uma £ 

tividade de filtraçao muito maior do fígado quando comparado 

com o baço, devido ao volumoso fluxo de sangue hepãtico®®; mas 

também com diferenças específicas de cada õrgao na populaçao 

de linfócitos e macrófagos residentes.

Os aspectos anteriormente abordados, indicam que a 

relaçao parasito-hospedeiro , na dependência da sensibilidade 

organica e do desenvolvimento de mecanismos destrutivos efica 

zes, determina os níveis do parasitismo e de eliminaçao dos 

paras itos .

Estas diferentes respostas, peculiares de cada orgão 

e de cada linhagem de camundongo, implicam na necessidade de 

um maior entendimento dos eventos c e l u l a r e s  e s p e c í f i c o s  ̂  °.

Embora o papel desempenhado pela imunidade celular 

mediada por células T pareça ser da maior importância para o 

desenvolvimento da imunidade adquirida na leishmaniose visce

ral murina^°^^ °® , nao se pode descartar completamente a pos

sibilidade de haver uma associação pelo menos parcial entre

• • " ^ * 5  2.esta e anticorpos humorais específicos

HERMAN®^ demonstrou num sistema Xn , que sob

certas condições especificas,  o soro hiperimune de camundongo 

an t i-amas t i go tas de Lí-i&kmoin-ia. donovan-L através açao de anti

corpos citofílicos e opsonizantes, exerce influência na liga

ção, fagocitose e parasitismo de macrófagos por esses parasi

tos.

A leishmaniose visceral murina experimental, nas duas 

linhagens de camundongos isogênicos observadas, caracteriza-
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se histopato 1 ogicamente por lesoes sistêmicas do tipo inflama 

torio, principalmente com formaçao de granulomas em varios 5 r 

gaos e por plasmocitose difusa.  Tais lesoes, comparativamen

te foram mais proeminentes nos camundongos da linhagem C57BL/10 

do que nos DBA/2; havendo um paralelismo entre as lesoes h is

tológicas mais acentuadas e a infecção mais exuberante, tendo 

como referencia o parasitismo hepático e esplénico.

Nao obstante a ausencia, com o inoculo utilizado,  de 

hepatomegal ia no periodo de observaçao, o fígado foi indubita 

velmente o principal orgao envolvido pela infecção.

As alterações hepáticas mostraram evolução dinâmica, 

representadas nao s5 pela variaçao de tamanho e número dos gr^ 

nulomas , mas também pela alteraçao na sua composição celular. 

A partir da quinta semana pós infecção, os granulomas hepáti

cos começaram a ser infiltrados por 1 infócitos.Adicionalmente 

o número destas células nos espaços porta tornou-se maior com 

a evolução da infecção. Esse último aspecto foi mais intenso 

nos camundongos da linhagem C57BL/10.

Em conexão com estes dados, GUTIERREZ it  ° not£

ram mudanças na relaçao entre o número de granulomas hepáti

cos maduros e imaturos, ao longo da infecção de camundongos 

BALB/c.

A deposição discreta de fibras colágenas nos granul£ 

mas hepáticos dos camundongos C57BL/10, embora possa estar r£ 

lacionada, não nos parece corresponder ã fibrose hepática in

tralobular descrita por ROGERS^**.

As alterações esplénicas mais significativas foram a_ 

centuada diminuição da populaçao 1 infocitária, principalmente 

nas regiões timodependentes, e mais tardiamente hiperplasia 

h is tiocitária com formaçao de granulomas e focos de plasmoci- 

togénese. Tais alterações são compatíveis com as relatadas por 

GUTIERREZ it  ° em camundongos BALB/c, e por MOREIRÂ ® em

h ams t ers .

A esplenomegalia observada nas fases mais tardias do 

experimento, é uma particularidade registrada com freqiiéncia 

nos casos de leishmaniose visceral humana’ ; e pode ser devi

da, segundo PREMVATI®®, ã enorme resposta pro1iferativa dos
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Adicionalmente o aparecimento, apesar de discreto,de 

amiloidose nos camundongos C57BL/10 a partir da sexagésima sex

ta semana pós infecção, contribuiu para o aumento do peso do 

órgao. Esse último aspecto pode ter determinado uma superesti 

maçao do parasitismo esplenico nas fases finais,  uma vez que 

o método usado para o seu cálculo considera o peso do orgao. 

Nessa eventualidade, a tendência levemente crescente observa

da na curva de parasitismo esplenico dos camundongos C57BL/10 

na septuagésima semana, seria facilmente explicável.

As alterações histológicas dos linfonodos mesenteri- 

cos apesar de discretas, se parecem em alguns aspectos com as 

descritas por VERESS ít atÃ.-í̂   ̂  ̂ em casos fatais de leishmanio 

se visceral humana.

Pouco temos a comentar sobre as alterações histopato 

lógicas da medula óssea, exceto para assinalar o aparecimento 

nos camundongos C57BL/10, de pequenos granulomas bem defini

dos no ponto biológico correspondente a dez semanas pós infe£ 

çao. GUTIERREZ it  ^° observaram aspectos semelhantes em

camundongos BALB/c, entretanto os granulomas permaneceram mal 

formados durante o período de observaçao de 24 semanas.

As discretas alterações pulmonares observadas, nao 

nos permitiram caracterizar seguramente o quadro de pneumoni- 

te intersticial leishmaniótica descrito em casos de leishma

niose visceral humana’ ’ ®’ ®^. As lesoes granu 1omatos as subendo 

teliais ocasionalmente observadas, podem ser decorrentes de 

despreendimento de parasitos isolados ou de macrófagos infec

tados, a partir do fígado ou baço, que se alojaram a nível pu^ 

monar sem necessariamente relacionarem-se com o quadro de pneu 

monite. As outras alterações inflamatórias notadas neste ór

gão podem ser inespecíficas, e tem sido observadas em outros 

animais mantidos no mesmo ambiente nao "germ free".

Em relação as alterações renais, o emprego de técni

cas rotineiras de microscopía óptica nao permitiu a caracteri_ 

zação de maneira constante e clara, de depósitos ao nível glo

merular, tampouco de aspectos de proliferaçi^o celular, seja e£ 

dot el ial , epitelial ou mesangial *A identificação inequívoca dessas célu-r

t e c i d o s  i n f e c t a d o s .
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las é possível unicamente em secções semifinas e ultrafinas.  

Usando tais técnicas, DUARTE ít  ̂ demonstraram prolife

ração de células mesangiais duas a três semanas após infecta

rem hamsters com kman¿a do novan¿, Glomerulonef r ite proli- 

ferativa em hamsters infectados também foi demonstrada por 

AGU et através de técnica autoradiogrif ica usando timi- 

dina tritiada.

As discretas alterações inflamatorias observadas a 

nivel renal, dependeriam de estudos sorologicos e bacterioló

gicos proprios para afastar uma possível etiologia bacteria

na, antes de r e 1 ac ioni - 1 a s ã infecção pela L(¿¿¿hmayL¿a donovanÁ^ 

chagaó¿.

Contrastando com as discretas alterações renais ob

servadas, a presença ocasional de alguns depósitos de imuno- 

globulinas e da fração C 3 , do complemento poderia sugerir qije 

os depósitos glomerulares resultam da deposição de complexos 

imunes circulantes, como tem sido demonstrado em algumas doen 

ças infecciosas^^^.

Nesse sentido, sugestão semelhante foi feita por 

BRITO e.t após observarem depósitos glomerulares de

imunoglobulinas e depósitos mesangiais eletrodensos em três 

casos humanos. Entretanto, nestes casos, a possibilidade de 

que o envolvimento glomerular tenha sido coincidente não pode 

ser excluída desde que, em tais depósitos, antígenos de 

L hm <x n-La não foram identificados.

A deposição de complexos imunes circulantes é consi

derada como o mais comum mecanismo imunopatológico de glomeru 

lonefrite.  No entanto, a demonstração desses complexos só é 

possível com a utilizaçao de métodos sorológicos sensíveis^^.

Recentemente, CARVALHO e.t estudando casos hü

manos de leishmaniose visceral através de técnicas radioimuno 

lógicas, não observaram diferenças estatisticamente signifi 

cantes nos níveis séricos da fração C 3 do complemento e na 

presença e nos níveis de complexos imunes circulantes, compa

rando pacientes que apresentavam e pacientes sem indícios de 

doença renal.
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Ressalte-se que o nao encontro de antigenos de 

man-¿CL do novan-í cha.ga¿¿ agregados aos depósitos de imunoglobu- 

linas,  nos moldes do presente trabalho, mesmo nas fases ini 

ciais da infecção quando hi excesso de antigeno circulante, 

nao apõia a idiia de um mecanismo patogenético glomerular l i 

gado a complexos imunes circulantes.

Alterações semelhantes amiúde sao observadas em ou

tras doenças infecciosas de longa duraçao, e não podem ser 

consideradas como especificamente relacionadas com esse agen 

te etiologico particular^"*.

Estes aspectos devem ser interpretados com cautela, 

necessitando-se de novos estudos para melhor esclarecer este 

ponto.

A visao global da leishmaniose visceral humana permi 

te que ela seja encarada da mesma forma que a hansenlase ou a 

leishmaniose cutâneo-mucosa, como uma doença contendo um es

pectro imunolõgico próprio. Reconhecendo-se dois pólos extre

mos: o de não resistencia,  definido pela própria leishmaniose 

visceral em sua forma avançada; e o de resistência,  que in

cluiria as formas o1 i gossintomãticas, ainda não bem caracteri 

zadas c1ínico-pato logicamente. Havendo possivelmente posições 

intermediárias entre estes dois extremos^^^.

Tal visão ressalta a importância de um modelo expe

rimental adequado para o estudo das diversas particularidades 

espectrais da leishmaniose visceral.

Nesse particular,  a leishmaniose visceral murina i 

um modelo no qual as reações do hospedeiro são variáveis e ge 

neticamente determinadas, como,talvez possa ser o caso no ho 

mem. Além disso,  a possibilidade de manipulações experimentais, 

tais como por exemplo a manipulaçao do seu sistema imunoló- 

gico, podem ser de utilidade na dissecação dos mecanismos das 

alterações imunes, e no estabelecimento da relação entre imu-
• 9 1nodepressao e o desenvolvimento da doença

Por estas razões, a leishmaniose visceral murina ex

perimental em camundongos isogênicos i considerada como um
1 9 4 8 9

b o m  m.odelo de  d o e n ç a  e s p e c t r a l
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Alim de estudos imunopatologicos, de patogenia e de 

outros estudos básicos, i de se esperar que o modelo murino 

sirva amplamente para ensaios quimioterapeuticos ou imunopro- 

filiticos  e imunoterapêuticos. Espera-se tambem que a caracte 

rização de alguns aspectos anatomopatológicos e imunopatologi^ 

cos feita no presente trabalho, venha a ser de alguma uti

lidade para estes estudos futuros.
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CONCL US ÕE S

01. Os camundongos isogênicos das linhagens DBA/2 e 

C57BL/10 podem ser infectados pela injeção endovenosa de 2x 10® 

amastigotas de L&¿ihman-¿a donovan^ chaga¿¿; e esse inoculo não 

e letal para esses animais.

02. Os camundongos DBA/2 e C57BL/10 apresentam com

portamento diferente diante do mesmo inoculo de formas amasti 

gotas de hman¿a donovan-í chaga6¿.

03. Com o inoculo utilizado,  nenhuma das duas linha

gens estudadas desenvolveu hepatomegalia no período de obser- 

vaç ao.

04. Os camundongos da linhagem DBA/2 desenvolveram 

esp1 enomegalia, a partir da vigésima semana pos infec

ção; e os da linhagem C57BL/10 a partir da decima semana pos 

infecção.

05. O parasitismo hepático dos camundongos C57BL/10, 

com o inoculo utilizado,  e maior significativamente do que o 

dos camundongos DBA/2 nos pontos biologicos correspondentes i 

primeira, terceira e quinta semanas pos infecção.

06. O parasitismo esplénico dos camundongos C57BL/10 , 

com o inoculo utilizado,  é maior significativamente do que o 

dos camundongos DBA/2 nos pontos biologicos da quinta e déci

ma semanas pos infecção. Na vigésima e trigésima oit£ 

va semanas ocorre inversão desse aspecto, com o parasitismo e£ 

plénico dos camundongos DBA/2 tornando-se maior significativa 

mente do que o dos camundongos da linhagem C57BL/10.

07. Na leishmaniose visceral murina as alterações his 

tologicas mais importantes sao do tipo inflamatorio, represen 

tadas por reaçao granulomatosa em varios orgaos e por plasmo- 

citose difusa.

08. As alterações inflamatorias sao comparativamente 

mais precoces e mais conspicuas nos camundongos da linhagem
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C57BL/10 do que nos da linhagem DBA/2.

09. Na leishmaniose visceral murina a formaçao de gra 

nulomas hepáticos i um processo dinâmico.

10. O diâmetro medio dos granulomas hepáticos dos ca 

mundongos da linhagem C57BL/10, durante todo o periodo de ob- 

servaçao exceto na primeira semana e maior significativamente 

do que o dos camundongos da linhagem DBA/2. Enquanto o número 

de granulomas dos camundongos C57BL/10 ê maior significativa

mente do que o dos camundongos da linhagem DBA/2 até a vigés^ 

ma semana pos infecção.

11. Deposição de pequena quantidade de substancia a- 

milóide no baço somente ocorreu em alguns camundongos da l i 

nhagem C57BL/10 a partir da sexagésima sexta semana pos infec^ 

çao .

12. As observaçoes feitas no presente trabalho, le- 

vam-nos a considerar os camundongos isogênicos como um modelo 

experimental de doença espectral, que se correlaciona com al

guns aspectos da infecção humana e que pode permitir o escla

recimento de alguns pontos ainda pouco claros da leishmaniose 

visceral .
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SUMMARY

The most suitable experimental model to study the 

different aspects of visceral leishmaniosis has not yet been 

established.

Recently, great interest has been devouted to the 

use of inbred strains of mice as experimental host for this 

infection.  However, some manifestations of murine visceral 

leishmaniasis remains poorly understood, and hence their 

similarities to the human disease seem uncertain.

In the present study, we observed some histopatholo- 

gical and immunopathological aspects of the experimental in

fection,  using inbred mice as experimental model.

DBA/2 and C57BL/10 strains were infected via the 

tail vein with 2 x 1 0  ̂ amastigotes of Le.ZòkmanÁ,a doncLvam. cha 

gaò-l obtained from Imperatriz, Maranhão. The animals were 

sacrificed at different time-interva1 s .

Body weight, spleen and liver weigts, and parasite 

densities in liver and spleen were estimated. The histopatholo

gic changes in liver,  spleen, lymph nodes, timus,bone marrow, 

lungs and kidneys were examined and respective findings ap

pear below. Search of immunofluorescent studies in the kidney 

sections revelead only mild differences from control cases.

We observed great variations between the two mice 

strains studied in their responses to L(LÁ.&kmani.a donovan-¿ cha 

ga¿yi. This may be due to genetic as well as immunological 

d i f f er enc e s .

In the earlier stages of infection, the 1iverparasite 

burdens were significantly greater in C57BL/10 mice than DBA /2 

mice. The parasite burdens were lower in the spleen as com

pared to the liver.

The most important histologic le&ions found were 

granuloma formation and diffuse plasmocytosis , whdch were more 

prominent in C57BL/10 mice.

The main affected organ was the liver, although no
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hepatomegaly was observed.

Splenomegaly could be observed during the later phase 

of infection.  Secondary amyloidosis of the spleen was observed 

66 weeks after infection in C57BL/10 mice.

The present observations show that the spectrum of 

visceral leishmaniasis in these two strains of mice could be 

correlated with some aspects of human visceral leishmaniasis, 

and that the murine model could prove useful for future studies 

on immunology, immunoprophylaxis , pathogenesis and chemotherapy.
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Tabelas



Tabela 1 

f ec tados

Variaçao do peso corporal, peso do fíg 

endovenosamente com 2 x 1 0 ® amastigotas

;ado e peso do baço em camundongos DBA/2 in- 

de Lt¿¿hman¿a donovan¿ ckaga¿¿.

Semanas
pós

infecção

Numero
de

animais

Peso
corporal
(gramas)

Peso do 
fígado 
(grajr.as)

Relação 
entre medias 
peso do fígado

índice
hepático

Peso do 
baço 

(gramas)

Relação 
entre medias 
peso do baço

Indice
Esplénico

peso corporal peso corporal

1 4 20,9 ± 1,7 1 , 2  í 0, 1 0,057 0,97 0 , 1 1  ± 0,02 0,0053 1 , 1

3 7 20,2 ± 2,7 1,2 ± 0,4 0,059 1 0,12 ± 0,04 0,0059 1,18

5 8 23,8 i 2,9 1,3 í 0,3 0,055 0,93 0,11 Í 0,03 0,0046 0,92

10 8 25,3 ± 2,7 1,5 i 0,25 0,059 1 0, 12  ± 0,02 0,0047 0,94

20 4 23,3 ± 0,3 1,3 ± 0,04 0,056 0,95 0,19 Í 0,01* 0,0081 1,62

38 4 25,2 i 1,6 1,3 í 0,06 0,052 0,88 0,18 Í 0 ,01* 0,0071 1,42

Normal 4 21,9 í 1 1,3 i 0,05 0,059 1 0 , 1 1  Í 0,01 0,005 1

* P < 0,01



Tabela 2. Variaçao do peso corporal 

infectados endovenosamente com 2 x

, peso do fígado e peso do baço em camundongos C57BL/10, 

1 0 ® amastigotas de L<¿-Lóhman¿a donovanZ chagaòÁ..

Semanas

pos

infecção

Número

de

animais

Peso

corporal

(gramas)

Peso do 

fígado 

(gramas)

Relaçao 
entre medias 

peso do fígado

índice

hepático

Eeso do 

baço 

(gramas)

Relaçao 
entre médias 
peso do baço

índice

Esplénico
peso corporal peso corporal

1 4 21,4 ± 0,75 1,13 ± 0,07 0,053 1,15 0, 1  ± 0,01 0,0048 1 , 2

3 7 20,1 ± 2,3 * 0,94 ± 0,16 0,047 1,02 0,09 ± 0,02 0,0045 1.13

5 8 20,6 ± 2,6 * 1 ± 0,12 0,048 1,04 0 , 1 1  ± 0,02 0,0053 1,33

10 7 22,2 ± 3,9 1,19 ± 0,32 0,054 1,17 0,21  ± 0,02 * 0,0095 2,38

20 4 21,7 ± 1,5 0,98 ± 0,16 0,045 0,98 0,16 ± 0,01 * 0,0074 1,85

38 4 23,5 ± 0,8 1 ± 0,06 0,043 0,94 0,18 ± 0,02 * 0,0077 1,93

57 4 25,1 ± 2,8 1 , 2  ± 0,2 0,048 1,04 0,17 ± 0,02 * 0,0068 1,7

66 5 27,2 ± 2,6 1,5 ± 0,1 0,055 1,19 0,18 ± 0,02 * 0,0066 1,65

70 4 29 ± 4,2 1,5 ± 0,27 0,052 1,13 0,19 ± 0,03 * 0,0066 1,65

Normal 11 25,2 ± 3,4 1,17 ± 0,26 0,046 1 0,1 ± 0,03 0,004 1

* P < 0,01



Tabela 3. Variação do peso do fígado, carga parasitária hepática total, diâmetro medio dos

granulomas hepáticos e do número de granulomas hepáticos por centímetro quadrado da secção

histológica em camundongos DBA/2 infectados endovenosamente com 2 x 10® amastigotas de Lí-Íòh- 

man^a donovan¿ chaga¿¿.

Semanas

pós

infecção

Peso do 

fígado 

(gramas)

Carga parasitária

hepática total 
(x 1Q5)

Diâmetro medio dos

granulomas hepáticos 
(mi crome tros)

Numero de /
/cm^

granulomas/

Coeficiente 

de variação 

(Pearson)

1 1 . 2 ± 0 , 1 16,7 + 3,2 35,8 + 9,2 2 + 0 , 8 0,4

3 1 , 2 ± 0,4 23,9 ± 13 32 + 9,7 3 ± 1 0,33

5 1,3 ± 0,3 37,6 ± 33,9 38,3 ± 17,6 6 + 2 0,33

10 1,5 ± 0,25 38,1 ± 28,3 38,4 ± 12,7 7 ± 2 0,29

20 1,3 ± 0,0A 12,4 ± 5,5 44 , 7 ± 10,3 17 ± 6 0,35

38 1,3 ± 0,06 7,6 ± 6,7 45,7 ± 1 2 , 2 22 ± 4 0,18



Tabela 4. Variaçao do peso do figado, carga parasitaria hepatica total, diámetro médio (Jos

granulomas hepáticos e do numero de granulomas hepáticos por centímetro quadrado da secção

histológica, em camundongos C57BL/10 infectados endovenosamente com 2 x 10® amastigotas de 

Lzi¿hman¿a donovan-í chagaól.

Semanas

p o s

infecção

Peso do 

figado 

(gramas)

Carga parasitaria 

hepática total 

(x 1 0 ^)

Diámetro medio dos 

granulomas hepáticos 

(micrometros)

Numero de 

granulomas
j cm"

Coeficiente 

de variação 

(Pearson)

1

3

5

10

20

38

57

66

70

1,13 ± 0,07

0,94 ± 0,16

1 ±0 , 1 2

1,19 ± 0,32

0,98 ± 0,16

1 ± 0,06

1,2 ± 0 , 2

1.5 ± 0 , 1

1.5 ± 0 , 2 7

50,9 ± 5

367,3 ± 260

667,2 ± 396

88. 6  ± 73

13.7 ± 3,4 

6,4 ± 2,5 

3,6 ± 1,6 

1,9 ± 1,7 

O ±

39.1 ± 13,2

73.2 ± 15,6

71.6 ± 16,7 

57,4 ± 12

59.6 ± 16,7 

60,1 ± 20 

56,1 ± 22,5

54.8 ± 23,6

58.9 ± 22,8

12 ± 2

42 ± 8 

59 ± 8

41 ± 8 

30 ± 2 

17 ± 2 

16 ± 5

14 ± 5

16 ± 6

0,16

0,19

0,13

0,19

0,06

0,12

0,31

0,35

0,37



Tabela 5. Variação do peso do baço e da carga parasitária esplénica 

total em camundongos DBA/2 infectados endovenosamente com 2 x 10® a 

mastigotas de Lt¿óhman-La donovan-i chaga¿¿.

Semanas pq s 
infecção

Peso do baço 
(gramas)

Carga parasitaria esplenica total 
(x 1 0 “*)

1 0 , 1 1  ± 0 , 0 2 6,9 ± 5,6

3 0,12 ± 0,04 8,5 ± 4,9

5 0,11 í 0,03 17,1 ± 6, 8

10 0 , 1 2  ± 0, 02 177,2 ± 16,5

20 0,19 ± 0,01 1208,5 ± 171,3

38 0,18 í 0 , 0 1 422,8 ± 17,5



Tabela 6 . Variaçao do peso do baço e da carga parasitaria esplénica total 

em camundongo C57BL/10 infectados endovenosamente com 2 x 10® amastigotas 

de LQ,¿óhma.n¿a donovani chagcLéZ.



Tabela 7. Variaçao do volume glomerular am ca

mundongos DBA/2 e C57BL/10 infectados endoven£ 

sámente com 2 x 1 0 ® amastigotas de Le.Ã.0 hmanÃ,a 

donovanZ chaga¿¿.

Semanas
pós

infecção

Volume 
glomerular em 
mm̂  (DBA/2)

Volume 
glomerular em 
mm̂  (C57BL/10)

1 80,6 + 37 90,4 + 33,4

3 78,5 + 31,4 84,9 + 24,4

5 94 + 23,7 89,3 + 37,8

10 98,7 + 21,4 108,2 + 32,5

20 1 1 0 + 22 * 110,4 + 33

38 113 + 27 , 9* 117,3 + 23,9

57 • • • 136,9 + 24,2*

66 • • • 166 + 26 *

70 • • • 140,6 + 32 *

NORMAL 80,8 + 21 99 + 24

* P < 0 , 0 1



F iguras



SEMANAS POS INFECCÂO»

Figura 1. Evolução das médias de peso corporal em duas linhagens de camundongos i sc  

gênicos infectados endovenosamente com 2 x 1 0 ® amastigotas de Lt¿&hm<xyUa donovdnÂl chugdòÁ,.

( la DBA/2, D C57BL/10).



Figura 2. Evolução do índice hepático era duas linhagens de camundongos isogeni' 

cos infectados endovenosamente com 2 x 1 0 ® araastigotas de LeÃÁhmania donovani chagcu> .̂

( O DBA/2,# C57BL/10),



Figura 3. Evolução do índice esplénico em duas linhagens de camundongos isogê- 

nicos infectados endovenosamente com 2 x 1 0 ® amastigotas de L hinan-ía donovan¿ 

akaga-i,¿ ( O DBA/2 ,*  C57BL/10).



Figura 4. Evolução das medias da carga parasitaria hepática total em duas 

linhagens de camundongos isogênicos infectados endovenosamente com 2 x 10® 

amastigotas de LeÃAhnayiía donovauí chagcül ( O DBA/2 , •  C57BL/10).

Nota: Diagrama semilogaritmico. A amputaçao do grafico permite uma melhor 

apreciaçao das flutuações. *  P < 0,01.



Figura 5. Evolução das médias da carga parasitar ia esplénica total em duas 

linhagens de camundongos isogênicos infectados endovenosamente com 2 x 10® 

amastigotas de LcÁ^hmanía donovanZ chagcu>  ̂ ( O  DBA/2, •  C57BL/10).

Nota: Diagrama semilogaritmico. A amputaçao do grafico permite uma melhor 

apreciaçao das flutuações. *  P < 0,01.



Figura 6 . Evolução dos diâmetros medios dos granulomas hepáticos em duas linhagens, de camundongos 

isogênicos infectados endovenosamente com 2 x 1 0  ̂ araastigotas de LoÁ^hmania donovanÁ, chagcu^i.

( (Z1 DBA/2, □  C57BL/10).

Nota: •  P < 0,01.



Figura 7. Evolução do numero de granulomas hepáticos maduros em duas linhagens de 

camundongos isogenicos infectados endovenosamente com 2 x 1 0 ® amastigotas de L&¿&hman^ 

donovan-c chaga-iZ ( 0  DBA/2, Q  C57BL/10).

Nota: * P < 0,01.



Figura 8 . Coleçoes focais de células mononucleares esparsamen 

te distribuídas no lóbulo. Fígado de camundongo DBA/2 20 se

manas pós infecção. HE lOOX.

F i g u r a  9. G r a n u l o m a s  c i r c u n d a d o s  p or c o l a r  de l i n f o c i t o s .  F í 

g a d o  de c a m u n d o n g o  C 5 7 B L / 1 0  3 s e m a n a s  pos i n f e c ç ã o .  HE 25 0X.



Figura 10. Ramo da veia centrolobular mostrando granulomas su^ 

endoteliais com tendência a coalescer. FÍgado de camundongo 

C57BL/10 5 semanas pos infecção. HE 160X.

Figura 11. Granulomas em posição subendotelial na veia porta. 

Fígado de camundongo C57BL/10 20 semanas p5s infecção. HE 

63X.



Figura 12. Acentuada infiltraçao inflamatoria mononuclear de 

espaço porta. Fígado de camundongo C57BL/10 38 semanas pos 

infecção. HE 63X.

Figura 13. Denso infiltrado inflamatorio linfocitario de espa 

ÇOS porta e proliferaçao ductal, observando-se células infla

matorias no interior dos ductos. Fígado de camundongo C57BL/10 

57 semanas pos infecção. HE 25X.



Figura 14. Colangite. Infiltrado periductal, proliferação do 

epitelio ductal e presença de células inflamatorias na luz. 

Figado de camundongo C57BL/10 57 semanas pos infecção. HE 

250X.

-TI

F i g u r a  15. G r a n u l o m a  c i r c u n d a d o  por h a l o  e o s i n o f í l i c o . F i g a -

do  de c a m u n d o n g o  C 5 7 B L / 1 0  66 s e m a n a s  p os  i n f e c ç ã o .  HE 250X.



Figura 16. Granuloma com area de amolecimento central. Fígado 

de camundongo C57BL/10 66 semanas pos infecção. HE 250X.

F i g u r a  17. G r a n u l o m a  e f o c o s  de c a l c i f i c a ç ã o .  F Í g a d o  de c a m u n

d o n g o  C 5 7 B L / 1 0  66 s e m a n a s  p o s  i n f e c ç ã o .  HE lOOX.



Figura 20. Infiltrado focal composto predominantemente de lin 

fócitos.  Figado de camundongo C57BL/10 70 semanas pos infec

ção. HE 160X.

F i g u r a  21. G r a n u l o m a  i-nfiltrado p o r  c é l u l a s  i n f l a m a t o r i a s  p o -

1 i m o r f o n u c 1 e a r e s  . F i g a d o  de c a m u n d o n g o  C 5 7 B L / 1 0  70 s e m a n a s

po s i n f e c ç ã o .  HE lOOX.



Figura 22. Polpa vermelha com foco de hiperplasia histiocita- 

ria.  Baço de camundongo DBA/2 10 semanas pos infecção. HE 

lOOX.

F i g u r a  23. P o l p a  v e r m e l h a  c o m  a r e a  de d e p l e ç a o  l i n f o c i t ã r i a .

B a ç o  de c a m u n d o n g o  D B A / 2  10 s e m a n a s  pos i n f e c ç ã o .  HE 160X.



Figura 24. Polpa vermelha com alguns pequenos granulomas (se

tas) .  Baço de camundongo DBA/2 20 semanas pós infecção. HE

63X.

Figura 25. Polpa vermelha com granulomas mostrando tendencia 
dos mesmos a coalescer. Baço de camundongo DBA/2 38 semanas

pos infecção. HE 250X.



Figura 26. Acumulos focais de pigmento acastanhado. Baçc- 

camundongo C57BL/10 5 semanas pos infecção. HE lOOX.

de

F i g u r a  1 1 . G r a n u l o m a s  c o m p o s t o s  f u n d a m e n t a l m e n t e  p o r  c é l u l a s

t i p o  e p i t e l i S i d e s . Baç o de c a m u n d o n g o  C 5 7 B L / 1 0  10 s e m a n a s  pos

i n f e c ç ã o .  HE  160X.



F i g u r a  28. D e p o s i ç ã o  de s u b s t a n c i a  a mi lo i d e .  Baço de c a m u n d o n  

go C 5 7 B L / 1 0  66 semanas pos in fe cç ão . HE 160X.

F i g u r a  29. D e p o s i ç ã o  p e r  if o 1 i cu lar de sub-stancia a m i l o i d e .  Ba^

ÇO de c a m u n d o n g o  C 5 7 B L / 1 0  70 s e m a n a s  p o s  i n f e c ç ã o .  HE 160X.



F i g u r a  30. Seio m e d u l a r  com re a ç a o  e p i t e l i o i d e .  L i n f o n o d o  me- 

s e n t é r i c o  de c a m u n d o n g o  C 5 7 B L / 1 0  1 s e m a n a  põs infecçã o. HE 

160X.

F i g u r a  31. P l a s m o c i t o s e  e m  c o r d õ e s  m e d u l a r e s  e d i l a t a ç ã o  dos

s e i o s  l i n f á t i c o s .  L i n f o n o d o  m e s e n t e r i c o  de c a m u n d o n g o  C57BL/10

5 s e m a n a s  p o s  i n f e c ç á o .  HE 250X.



F i g u r a  32. C é l u l a s  m a c r o f ã g i c a s  a p a r e n t e m e n t e  em f u s i o n a m e n -  

to (seta). L i n f o n o d o  de c a m u n d o n g o  C 5 7 B L / 1 0  66 s e ma na s pos 

i n f e c ç ã o .  HE 400X.

F i g u r a  33. C é l u l a  gi g a n t e  m u 1t i n u c 1eada com  i n c l u s ã o  c i t o p l a ^  

m â t i c a  de t i p o  co rpo de Sc hu l ma n.  L i n f o n o d o  m e s e n t e r i c o  de c ^  

m u n d o n g o  C 5 7 B L / 1 0  66 s e m a n a s  pos in fecção. HE 4 00 X.



F i g u r a  34. A u m e n t o  da c e l u l a r i d a d e  e a m p l i a ç a o  da zona m e d u“ 

lar. T i m o  de c a m u n d o n g o  C 5 7 B L / 1 0  70 se m ana s pos in fec çã o.  HE 

63X.

F i g u r a  35. M e d u l a  ossea d e n t r o  dos limi tes  da n o r m a l i d a d e ,  ex 

c e t o  pe l a p r e s e n ç a  de p e q u e n o s  acü mu lo s m a c r o f a g i c o s . C a m u n 

do ng o C 5 7 B L / 1 0  10 semanas pos infecção. HE lOOX.



F i g u r a  36. L e s ã o  g r a n u l o m a t o s a  s u h e n d o t e l i a l . P u lm a o  de c a m u n  

d o n g o  C 5 7 B L / 1 0  3 s e m a n a s  pos in fecção. HE lOOX. Q u a d r o  ampli^ 

ado  250X.

F i g u r a  37. I n f i l t r a ç ã o  i n f l a m a t o r i a  l i n f o c i t a r i a  p e r i v a s c u l a r .

P u l m a o  de c a m u n d o n g o  C 5 7 B L / 1 0  5 s e m a n a s  pos i n f e c ç ã o .  HE

160X.



F i g u r a  38. I n f i l t r a ç à o  i n f l a m a t o r i a  m o n o n u c l e a r  p e r i b r o n q u i c a  

e p e r i v a s c u l a r .  P u l m a o  de c a m u n d o n g o  C 5 7 B L / 1 0  38 s e ma na s pós 

in f ec ç ã o .  HE 63X.

F i g u r a  39. R e a ç ã o  g i g a n t o c e l u l a r  em t o r n o  a i m a g e n s  n e g a t i v a s

de  cristais, p r o v a v e l m e n t e  de c o l e s t e r o l .  P u l m a o  de c a m u n d o n 

go C 5 7 B L / 1 0  70 s e m a n a s  p o s  i n f e c ç ã o .  HE 250X.



F i g u r a  40. I n f i l t r a ç a o  i n f l a m a t o r i a  m o n o n u c l e a r  p e r i g l o m e r u -  

lar. R i m  de c a m u n d o n g o  D B A / 2  38 se ma n as  pos in fecção. HE

250X.

F i g u r a  41. G l o m ê r u l o  cora e s p e s s a m e n t o  m e s a n g i a l .  R i m  de c a m u n

d o n g o  C 5 7 B L / 1 Q  38 semanas, p o s  i n f e c ç ã o .  HE 250X.



F i g u r a  42. G l o m é r u l o  e x p a n d i d o ,  o c u p a n d o  todo o es p aç o de

B o w m a m  e co m a p a r e n t e  a u m e n t o  de c e l u l a r i d a d e . R im  de c a m u n 

d o n g o  C 5 7 B L / 1 0  70 s e m a n a s  pos in fe c ç ã o .  HE 250X.

F i g u r a  43. D e p ó s i t o s  f oc a i s  e g r a n u l a r e s  de IgG em re l a ç a o  

com  a m e m b r a n a  b a s a l  g l o m e r u l a r  e ar e a m e s a n g i a l .  I m u n o f l u o -  

r e s c e n c i a  d i r e t a  a n t i g 1o b u 1 ina de c a m u n d o n g o .  160X.



F i g u r a  44. D e p o s i t e s  g l o m e r u l a r e s  em c a m u n d o n g o s  D B A / 2  i n f e c t a d o s  e n d o v e n o s a m e n t e  co m 2 x 10® a 

m a s t i g o t a s  de Lz^òhmania donovanl chagaòÁ. ( • D B A / 2  i n f e c t a d o s ,  À DBA/2 n or ma i s ) .



Fi g u r a  45. D e p ó s i t o s  g l o m e r u l a r e s  em c a m u n d o n g o s  C 5 7 B L / 1 0  i n f e c t a d o s  e n d o v e n o s a m e n t e  com  2 x lO' 

a m a s t i g o t a s  de Le¿4.(xmanXa donovan¿ ahaga¿¿. ( « i n f e c t a d o s ,  i no r ma is ).
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