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RESUMO

No presente trabalho, faz-se um estudo comparativo da patologia da infecgdo
cxperimental de animais de laboratério por diferentes amostras de L. braziliensis,
L. mexicana e L. iropica, isoladas de casos clinicos tipicos de leishmaniose tegu-
mentar difusa, leishmaniose cutdneo-mucosa, “iilcera de los chicleros” e botio do
Oriente. As inoculagGes foram feitas por via subcutinea (focinho, base da cauda),
intraescrotal, intraperitoneal e intraesplénica, tendo-se utilizado, em muitos ani-
mais, mais de uma via, simultdneamente. Foram empregados, ao todo, 201 ani-
mais, sendo 75 camundongos albinos, 125 hamsters dourados, de ambos os sexos
e 1 macaco Rhesus, infetados mais ou menos aos 2 meses de idade. O tempo de
infecclo variou de 48 horas a 580 dias, de acordo com cada amostra considerada
(Quadro 1). A lesfo macroscépica, do tipo nédulo-tumoral, nodular ulcerado ou
“lcero-crostoso, cra comum a patologia de tddas as amostras estudadas, parecendo,
contudo, serem as lesdes ftlcero-crostosas mais freqiientes nas infecgbes pela
L. tropica. A hepato-esplenomegalia foi de ocorréncia rara, exceto nos casos de
infecco por L. mexicana que mostraram visceralizacio. Os resultados obtidos
no presente trabalho confirmam a dificuldade de caracterizagio de espécies ou
subespécies de Leishmania, com base, apenas, nos achados histopatolégicos, porém
sugerem que &sse recurso permile, até certo ponto, suspeitar do agente etiolégico.
Vale mencionar os seguintes elementos que ajudam no diagnéstico diferencial da
infecgfo experimental em hamsters e camundongos: 1) os infiltrados cutineos
perivasculares e perineurais por células linfo-plasmocitirias, ocorrem caracteristi-
camente nas infeccbes por L. mexicana e L. tropica; 2) os extensos focos dér-
micos e hipodérmicos de necrose abcedada, freqiientes nas infeccdes pela L. mexicana
e pela amostra n.® 4 de L. braziliensis, sdo raros nas infecgbes por L. tropica,
apesar de, nestas tltimas, as ulceragBes superficiais serem muito mais freqiientes;
3) a aparéncia “tuberculéide” da lesdo por L. tropica, pelo menos na sua fase
crénica, é inconfundivel, permitindo distingui-la facilmente das outras formas de
leishmaniose tegumentar do homem; 4) o parasitismo da epiderme e do endo-
télio dos pequenos vasos sanguineos e linfaticos s6 parece ocorrer na infecgdo por
L. mexicana; 5) a presenga de gigantécitos no quadro histolégico sé ocorreu
no parasitismo pela L. tropica; 6) outros aspectos, tais como a formacdo de
nédulos histiocitarios no figado e bago, a infiltragio hepatica portal por células
imunologicamente competentes, a deposi¢io de substdncia semelhante a amildide
e a atrofia linféide do bago, relativamente freqiientes e ainda ndo descritos na
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leishmaniose tegumentar, foram surpreendidos em presenca de tédas as amostras
estudadas no presente trabalho, ndo tendo validade, portanto, para o diagnéstico

diferencial das mesmas.

As lesGes cutdneas provocadas pelas trés amostras de L. braziliensis foram
semelhantes, notando-se, apenas, diferengas de ordem quantitativa em relagiio a

alguns componentes do processo reacional.

LesGes renais sugestivas de amiloidose foram encontradas com grande fre-
qliéncia e em presenga de tddas as amostras estudadas.

INTRODUCAO

Embora seja universalmente aceito, que
os protozoarios do género Leishmaonie de-
terminam, no homem, pelo menos trés doen-
cas distintas (Leishmaniose cuténea, Leish-
maniose muco-cutdnea e Leishmaniose vis-
ceral), é fora de davida que o assunto ain-

da ndo se acha definitivamente esclarecido.

A ocorréncia de diferentes quadros cli-
nicos e o comportamento epidemiolégico
variado das leishmanioses, sobretudo das
suas formas tegumentares, nas Américas, su-
gerem a existéncia de variantes clinicas da
doenca em relago com provaveis diferentes
cepas ou mesmo novas subespécies do pa-
rasito.

Esse fato ocorreu, por exemplo, com a
Leishmania mexicana, agente causal da
“Olcera de los chicleros™, descrita no Méxi-
co® 1012 Guatemala e Honduras Britani-
ca®*, forma de leishmaniose tegumentar cli-
nicamente caracterizada por lesdes ectima-
téides preferencialmente localizadas nos pa-
vilhSes auriculares, de evolucio cronica, com
tendéncia varidvel a ulceragio e excepcio-
nal acometimento das mucosas. A princi-
pio considerada como subespécie de L. tro-
pica ou de L. braziliensis, foi sugerida, pos-
teriormente, sua especificidade como Leish-
mania mexicana ***°, em razdo de suas par-
ticularidades clinicas, epidemiolégicas e an-
tigénicas °.

Alids, a propria Leishmania b. brazilien-
sis, descrita por Gaspar VIANNA em 1911 9,
é considerada atualmente nfo mais como uma
espécie isolada, mas como um complexo etio-
légico integrado por espécies, variedades ou
racas biologicamente diferentes %3,

Sabe-se que uma das maneiras de efetuar
a separagio das leishminias do homem em
espécies, subespécies, “grupos” ou ragas, é

a observagdo de diferengas na patogenici-
dade para os hospedeiros naturais®. Re-
corre-se, ainda, &s inoculagbes experimen-
tais em animal suscetivel, que fornecem im-
portantes subsidios ao estudo da patogenia e
do modo de transmissao das doengas em
questéo.

Com o intuito de obter novos dados para
uma melhor caracterizacdo e individualiza-
cdo das espécies de Leishmania que causam
as formas tegumentares no homem, vimos
realizando uma série de inoculagbes expe-
rimentais em camundongos e hamsters, com
diferentes amostras de Leishmania oriundas
de formas tegumentares humanas, a fim de
apreciar o comportamento, em animais de
laboratério, de cepas oriundas de casos cli-
nicos tipicos.

Em trabalhos anteriores, foram apreciados
os aspectos parasitologicos e patolégicos li-
gados 4 infeccdo de camundongos e hams
ters pela Leishmania mexicana, agente cau-
sal da “dlcera de los chicleros” 526,

No presente trabalho, faz-se um estudo
comparativo dos aspectos histopatolégicos
encontrados em animais experimentalmente
infetados com cepas de Leishmania oriun-
das de casos humanos de leishmaniose te-
gumentar difusa, leishmaniose tegumentar
americana (cutidneo-mucosa), “dlcera de los
chicleros” e botdo do Oriente.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados, ao todo, 75 camundon-
gos (Mus musculus var. albino), 125 hams-
ters dourados (Cricetus auratus), de ambos
0s sexos, com aproximadamente 2 meses de
idade, e 1 macaco Rhesus, todos proceden-
tes da coldnia do Centro de Pesquisas René
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Rachou do Instituto de Endemias Rurais da
FroCruz (Belo Horizonte, Brasil).

A distribuicio dos animais, de -acbrdo
com a cepa com que foram inoculados, acha-
se assim discriminada:

Leishmania braziliensis (amostra n.° 4)
-— 20 camundongos e 19 hamsters

Leishmania braziliensis (amostra n.° 6)
— 27 hamsters e 1 macaco Rhesus

Letshmania braziliensis (amostra n.

22) — 18 hamsters

Leishmania mexicara (amostra n.° 3)
— 55 camundongos e 34 hamsters

Leishmania tropica (amostra n.° 11) —
9 hamsters

Leishmania tropica (amostra n.° 13) —
2 hamsters.

Foram estudados, ainda 16 hamsters por-
tadores de infecgbes mistas, por mais de
uma cepa de Leishmania, conforme se se-
gue: L. mexicana (amostra n.° 5) + L.
donovani — 2 hamsters; L. braziliensis
(amostra n.° 4) <+ L. mexicana {(amostra
n° 5) — 5 hamsters; L. tropica (amostra
no 11) + L. mexicana (amostra n.° 5) —
5 hamsters; L. braziliensis (amostra n.° 4)

+ L. braziliensis (amostra n.° 6) — 1
hamster; L. braziliensis (amostra n.° 6) -+
L. mexicana (amostra n.° 5) — 3 hamsters.

As trés amostras de L. braziliensis aqui
utilizadas, foram isoladas de casos clinicos
- distintos: :

— Amostra n.° 6, isolada no Estado do
Ceard, em 11/11/1960, de um caso de
leishmaniose cutdneo-mucosa, com lesfio
ativa da mucosa naso-buco-faringea;

— Amostra n.° 4, isolada na Bahia, em
11/11/1960, de um caso crénico de
leishmanicse nodular difusa, com lesdes
cutdneas e sem comprometimento das
mucosas;

— Amostra n.° 22, isolada em Delém do
Pard, de um caso de leishmaniose tegu-
mentar difusa.

£s duas amostras de L. tropica, ambas
isoladas em Israel, foram cedidas pelo Prof.
Saul Adler — amostras n.° 11 e n.° 13, res-
pectivamente nomeadas, no Departamento de

14

Parasitologia da Universidade Hebraica de
Jerusalem, como “L. fropica Ein Geddi 2~
e “L. tropica Zamira Salah”, tendo sido re-
cebidas em nosso laboratério em 24/10/1961
e 22/04/1962.

A amostra de L. mexicana (cepa n.° 5)

" foi também enviada pelo Prof. Adler, tendo

sido isolada em Honduras Britinica, em

'07/04/1961, pelo Prof. P. C. C. Garnham,

da Escola de Medicina Tropical de Londres,
de um caso humano de leishmaniose cuta-
nea.

Os parasitos vém sendo mantidos no La-
boratério de Leishmanioses do Centro de
Pesquisas René Rachou, do Instituto de En-
demias Rurais, da FioCruz, em Belo Ho-
rizonte, desde seu isolamento ou recebimen:
to em laboratério. S@o cultivados nos meios
de Novy — Neal — Nicolle (N. N. N.) e
de 4gar-sangue (meio de Adler), bem como
mantidos em animais de laboratério.

As amostras de L. tropica, L. braziliensis
e L. mexicang sdo mantidas, paralelamente,
em hamsters sirios, Cricetus auratus, sendo
feitas subinoculagBes bimensais. As amos-
tras de L. braziliensis (amostra n.° 4) e de
L. mexicana (amostra n.° 5), sio mantidas,
adicionalmente, em camundongos brancos
(Mus musculus), sendo subinoculados com
intervalos de 90 dias.

As inoculagbes foram feitas por via sub-
cutdnea (focinho, base da cauda), intra-
escrotal, intraperitoneal e intraesplénica,
tendo sido diversos animais inoculados por
mais de uma via, simultdneamente.

O tempo de infecgho variou, em relagdo
as diferentes cepas, conforme pode ser apre-
ciado no Quadro I.

A patologia da infeccio pela amostra n.’
5 (L. mexicana) ji foi objeto de publica-
¢do anterior *S, de modo que sua inclusio no
presente trabalho foi feita, apenas, para fins
comparativos.

Os animais foram sacrificados apés anes-
tesia pelo éter, sendo os seus tecidos fixa-
dos em liquido de Bouin e formol a 10%.
Apés inclusio em parafina, foram feitos cor-
tes de 6 micra, tendo-se utilizado as seguin-
tes téenicas histolégicas: coloragbes pela He-
matoxilina-Eosina, Hemalumen de Mayer,
tricromico de Mallory Russel, Benhold (ami-
l6ide), Pas, Hematoxilina fosfotingstica de
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QUADRO 1

Distribuicdo dos animals em relacho & cepa utilizada e ao tempo de infecgio

i Tempo de infeccdo
Cepas (dias)
I -— Infecc¢des simples:
Leishmania braziliensis (amostra ne 4) ............... ... 2 a 343
Leishmania braziliensis (amostra n. 6) .................. 6 a 372 -
Leishmania braziliensis (amostra n.o 22) .................. 16 a 278
Leishmania mexicana (amostra ne 5) ......... ... ... ... 80 a 580
/ Leishmania tropica (amostra n.o 11) .................. 184 a 383
Leishmania tropica (amostra n.o 13) .......... .. ..., 190
II — Infeccées combinadas:
L. mezxicana + L. donovani (amostras 5 + 8) ............ 54 a 90
L. braziliensis + L. mexicana (amostras 4 + 5) ............ 175
L. tropica + L. mexicana (amosiras 11 + 5) ............. 188
L. braziliensis + L. braziliensis (amostras 4 + 6) .......... 2
L. braeziliensis + L. mexicana (amostras 6 + 5) ........... 30

Mallory, impregnagdo do reticulo pelo mé-
todo de Perdrau, Cortes de 10 a 15 micra
foram feitos no micrétomo de congelacio e
corados pelo Sudam IIT para pesquisa de
gordura,

A descalcificagiio do material 6sseo - foi
realizado em A4cido nitrico a 5% em alcool

a 70%, durante 7 a 10 dias,

RESULTADOS

I — PATOLOGIA MACROSCOPICA

A leso cutinea era geralmenie do tipo
nédulo-tumoral, nodular ulcerado ou dlcero-
crostoso, independentemente da cepa utili-
zada.

Nos animais inoculados com L. iropica,
contudo, parecia ser mais freqiiente a ocor-
réncia de lesBes tlcero-crostosas, enquante
que nos animais infetados com L. brazilien-
sis (amostras n.%. 4 e 6) e L. mexicana
(amostra n.° 5), o tipo nédulo tumoral foi
presenciado na maioria dos casos.

Todos os O6rglos mostraram-se macrosco-
picamente normais. Hepatomegalia foi ob-
servada apenas em dois hamsters inoculados
com L. tropica (amostra n.° 11) e em 90%
dos animais inoculados com L. mexicana
(amostra n.° 5). Esplenomegalia ocorreu
em apenas 1 hamster infetado com L. bra-
ziliensis (amostra n.° 4), 2 hamsters ino-
culados com L. tropica (amostra n.° 11) e
90% dos hamsters infetados com L. mexi-
cane (amostra n.° 5). ' ‘

II — PATOLOGIA MICROSCOPICA

A — Infecgbes isoladas:

1) Pere — Nas infecgbes com a amos-
tra n.® 4 de L. braziliensis, a leso mais
precoce fol surpreendida 48 horas apés, sen-
do representada por pequena concentracio
focal de mononucleares no derma, imedia-
tamente abaixo de uma zona de ulceragio
epidérmica, com presenca de alguns amas-
tigotos (leishmainias) (Fig. 1).

Esse infilirado dérmico, as vézes acresci-
do de polimorfonucleares, torna-se depois,
difuso.
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Aos 4 meses, ji se acha constituida ex-
tensa lesdo granulomatosa difusa do derma,
predominantemente representada por histidci-
tog claros, univacuolados, com parasitismo
de intensidade variavel (Fig. 2). Também
ocorrem aumento da vascularizagio dérmi-
ca, embebicdo aquosa intersticial e fragmen-
tacio do arcabouco reticulinico, sobretudo
nos animais inoculados por via escrotal.

Mononucleares, em quantidade variavel,
podem estar presentes, mas nfo assumem ne-
nhuma distribuigio sistematizada. As células
gigantes sdo exiremamente raras. Sao fre-
quentes, contudo, os focos de necrose ahce-
dada, particularmente em zonas de maior con-
densagdo parasitiria, as vézes coalescendo e
formando extensas ireas que se abrem para
a superficie (Fig. 3). Ndo foi observado
parasitismo da epiderme, nem comprometi-
mento da mucosa nasal.

Em alguns casos, ocorre atrofia do epité-
lio ou formacdo de areas de acantose.

Nas infecgbes com a amostra n.° 6 de L.
braziliensis, a lesdo granulomatosa, na pele
do hamster, muito se assemelha aquela en-
contrada nas infecgbes com a amostra ante-
rior (Fig. 14), inclusive nas suas fases ini-
ciais, salvo pelo aspecto dos histiscitos, que
assumem, mais comumente, o tipo esponjoso
(“foam-cells”). Contudo, a ulceragdo, a acan-
tose € a necrose dérmica (Fig. 15), parecem
ser pouco menos freqiientes; a epiderme nun-
ca se mostra parasitada; os infiltrados cuta-
neos perivasculares, tdo caracteristicos das in-
fecgbes com L. mexicana, sao raramente ob-
servados; e jamais conseguiu-se surpreender
parasitismo da medula dos ossos da cabeca,
mesmo em animais com exuberante lesdo ao
nivel do focinho, apesar da mesma se infil-
trar pelos tecidos moles circunvizinhos, com-
prometendo a lamina prépria do epitélie da
mucosa nasal.

No macaco Rhesus, o exame de uma biop-
sia obtida de nédulo nasal, com 2 meses de
evoluglo, revelou a presenga, na porgdo pro-
funda do derma, de numerosos granulomas
concéntricos, constituidos de mononucleares,
com histiécitos de citoplasma réseo, parasi-
tos mal evidencidveis, alguns gigantdcitos e
reagio fibro-colagena na periferia dos mes-
mos, caracterizando, portanto, uma reacéo de
tipo eminentemente produtivo, ndo encontra-
da em hamsters, mesmo em periodos mais
crénicos da infecgdo (Figs. 19 e 20). '
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Nas infecgGes com a amostra n.° 22 de L.
braziliensis, a lesdo cutdnea também assume
caracteristicas semelhantes as obtidas com a
amostra n.° 4, chamando a atengdo, porém,
na fase crénica, a extraordiniria riqueza de
parasitos, ora livres ora contidos em grandes
histicitos univacuolados e a menor freqiién-
cia de edema intersticial, tendo a lesdo as-
pecto “compacto”, na maioria dos casos (Figs.

21, 22 e 23).

Nas infecgGes com a L. mexicana, a lesdo
principal localiza-se no derma e hipoderma,
assumindo dois aspectos fundamentais: o ti-
po “compacto”, (Fig. 10) onde os histi6ci-
tos sdo de grandes dimensBes, com vactolo
citoplasmatico inico e amastigotos geralmen-
te dispostos em coréa no seu citoplasma; e
o tipo “frouxo”, caracterizado por embebi-
¢do aquosa tissular de intensidade variavel,
com histiocitos menores, multivacuolados
(“foam cells”) e fragmentagdo do reticulo,
sendo os parasitos, entdo, menos abundantes
do que no tipo anterior.

A infiliragfo linfo-plasmocitiria, com ten-
déncia a se concentrar em tdrno de vasos e
filetes nervosos locais; a freqliente ocorrén-
cia de extensos focos de necrose purulenta
(Fig. 11); o parasitismo e a hiperplasia en-
dotelial de vasos sanguineos (sobretudo ca-
pilares e velas), condicionando aspectos de
flebite leishmanidtica obstrutiva ou semi-obs-
trutiva (Fig. 12) ; e a formacfo de “micropo-
lipos”, as custas de aglomeragdes de células
histiocitarias parasitadas, nas vélvulas de va-
sos linfaticos dilatados, sdo, também, carac-
terfsticas do guadro histopatolégico désse tipo
de leishmaniose, ‘

Na infec¢io por L. tropica, a lesdo inicial
é constituida por uma condensacio de mo-
nonucleares e polimorfonucleares, no derma
(Fig. 27). Em sua fase cronica, a lesdo dér-
mica é sempre compacta, formada por con-
glomerados de células epitelidides contendo
numerosos amastigotos e assumindo uma apa-
réncia tuberculéide (Fig. 28). Na perife-
ria’ désses aglomerados celulares ocorre um
infilirado linfo-plasmocitario, com tendéncia
a circundar vasos e filetes nervosos locais
(Figs. 29 e 30). Gigantocitos podem estar
presentes. Muito raramente, a lesdo assume
o tipo histiocitario difuso, mostrando mono-
nucleares entremeados com histicitos. Nao
foi surpreendido parasitismo do endotélio vas-
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Fig, 1 — L. teazillengls domosire g ) — Infiltracko inflamatdria ocal na pele do
fovinho, 48 horas apds 8 inoculacho, (M, B, 40 x)

Fig, &' — L. brozgilicneig {amogivra wp 4) — Aspecto geral da lesfio na pele da holsa
ezerotal,  Ausénela de perivasculariles, (H. E., 10x)

Fig. 3 — L. broziliersis (omosira we ) — Derma preservado, notando-se o existén-
v de Toeos de necrose ne hipoderma. (H, B, 10 x)

Fig. 4 L, trraziliensis (emestra a0 4y — Lesho granulomalosa na bdlsa escrotal,
envolvendo o epldidimo,  (F. E, 40 %)

Flg. 5 — L. broasilicngie (omodtro noe §) — Presenca de histideitos parasitados no ine-
Lerior dio meédula de d=80 da pata, (11, Mayer 40 x)

Flg, 6 — L. braziliessis  (omosire et §) — Depogicho de substiinein amildide nos

sinusoides hepiticos.  (H, B, 40 x)
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Flg. 7 L, breziliensin (amostro ne 4 — Intensa amblofdose do baco (H, B, 400=)

Fip, = L. brazifiessis (oimosire me 4 - Baco com atrofia dos foliculos de
Malpighl, (H, E, 40 x)

Flg. © L. brozillensis (omostra no 3y — Dilatacho dos tdbulog renals, eom de-

posleio de substincia amiloide nos glomeruios @ em alguns tubulos.  (H,
B, 40 %)

Fig. 10 L. mericenao (amosirg e 5) — Aspecto da legio na pele (o focinho, obser-
vando-s¢ intenso parasitismo das células histiociiariaz. (H. B, 180 %)

Fig, 11 — L, mericana (owosire we 5) — Exiensa drea de necroze abeedadn no
centro da lesao (pele do focinhod, (M, E, 10 =)

Fig, 12 — L. mericana (amosira w.s §) - Hiperplasia ¢ parasitismo do endotéllo de

uma vela o (endoflebite leishmaniotica semi-obstrutiva). (H. E, 160 x)
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Flg. 13 — L. mexlcare {(amozirg ne 5} — Conglomeradoes de eélulas histiocitarias
parasitadas, Tormando nddulos, no figado, (F, B, 40 %)

Fig. 14 — L. Wwreoaziliensis {omosira w0 6) — Aspecto geral da lesio pa pele do Toel-
nho, vendo-se numercsos histldcitos parasitados. (H. 5, 160 %)

Fig. 16 — L. bresilicasts {omosirg a0 6) — Inflitragho inflamatoria da pele do fo-
cinho, com tendéneia o necrose. (HL B, 64 %)

Fig., 16 — L. bragiliessis (emostre ace §) — Presenca de histiocitos parasitados ne
mesdule dsgea. (H. E., 40 =)

Fig., 17 — L. broziliensis (amostra g 6) — Teeido granulomatoss, com numerosos
histideitos parasitedos, envolvendoe o epididime.  (H, B, 160 ®)

Fig, 18 — L. broziliessis (emostrae e 63 — Dilatpefio fubular ¢ presenca de subs-

Lineia albumindide na Juz da cdpsulan de Bowmann e no interior dos to-
bulos.  (H, K., 40 %@

— Lelshmaniose tegumentar experimental. 117 — Patologln eome-

parada da infeccdo por amostras de Lelsfonanie  biegilionsis, Deishoonio mericana ¢ Leishoaiie
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Fig. 19 I brozilieaxls (amogire ne 6) — Modulo da orelha de macacd Blesny
mostrando reacio do tipo prodativo, tendendo o formar conglomerados oe-
lulares, de aspecio totalmente diferente do observado em camundongos @
hamsters {comparar com a Flg 14)0 (H, E, 10 x)

Fig, 2 Lo brazilicusts (omosira e §) — Mesma lesio anterior, observida com
malor aumento, (I, E., €0 =)

Fig, "2 — [ Grazilionsis (emosira g5 232) - Lesfo indelal, na pele da bdlea escrotal,
representada  por  dlacreto pedamule de células  predominantemente Hnfo-
plasmocitirias, (M, E, G4 =)

Flyg, 23 L, brasilicngig Cemostee e 2820 — Aspeclo geral da lesfo na pele da ore-
lha, (. E., 40 %)

Pig. 23 L, bieesiliensis (omiosira we 28) — A mesma lesfio observaida com malor
aumenio, nolando=se a riguezn de parasitos.  (FL K. 1680 %)

Flg 24 L, braziliensis comosted oo 22 — Granuloma parasitdivio envolvendo o

testiculo, (M, E., <40 %)
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Fig. 35 L. Drazilieasis (amosire w0 220 — Amiloidose do baco.  (H, B, Q0%

Fig. 26 — L. brocillensls (omostra w0 22) — Amiloldose dos glomdrulos renais.  (H,
E., aly x}

Fig. 27 — L. tropice — Lesdo indelal na pele do focinhe, representada por conden-
sapin de ofélulas inflamatdeias no derma.  (H. B, 40 =)

Fig, 25 — L. tropica Lesho antlga na pele do locinho, nolando-se o arranjo do

tipo “tuberculdide™, (H, E. 10 x)

Fig, 20 — L. trapira — A mesma lesio obgervada com maior aumenio, notando-se o
citoplasma  compacto  dags  células parasiladas ¢ infilirados inflamatdrios
com Lendéncia a envolver vasos lacals ¢ filelés pervosos,  (H, B, 40 %)

Fig, 3 — L. trevlea — Detalhe da figura anlerior, moestrande & abundanela de
arnagtigotos o o aspectd das células parasitedeas. (H. E., 160 %)
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parada da infeccho por amostras de Letsfomoenia brezilicagis, Leishmanio mexicans o Leislimania
tropica, em animais de laboratirio. Rev. fagdl Med. frop. 840 Powlo 10012-20, 19720

Fig. 81 — L. Iropiea Medula de Oss0 da cabeca invadida por (ecido granuloma-
toso parnsitado.  (H. E., 40 %)

Pl 82 — L, tropica Relapdes da lesio granulomatosa de pele do Tocinho com o
tecido cartllaginose subjacente, gue @ inteicomente respeitodo, (H, B 10 %)

Fig. 33 — L, troplee — Granuloma parasitirio envolvendo o reto (inoculacio por via
escrotal), (. E., 10 %]

Fig. 34 L, tropiee — Tntensa amlloldose esplénlea, (H. E, 10 %)

Fig. 35 L. tropicea Amiioldose dos glomérulos, dilatacko lubular ¢ presencn de

cilindros nos Libulos renais. (H, E. 40 %)
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cular nem da epiderme. Esta, freqgiiente-
mente sofre ulceracio, mas a acantose da
epiderme, bem como o comprometimento da
medula dos ossos da cabega, ndo parecem
ser comuns,

2) Ficapo — Infiltragdo portal de grau
varidvel, geralmente discreta ou moderada,
pode ocorrer em qualquer tipe de leishma-

niose tegumentar,

Esse infiltrado é representado por linféci-
tos, plasmécitos e polimorfonucleares. De-
posicio de substdncia amiléide, tanto na pa-
rede dos vasos portais como dos sinusbides,
também ocorreu nas infecgdes com as amos-
tras n.>* 4 (Fig. 6) 6 e 22 de L. brazilien-
sts, com a amostra n.°° 11 de L. tropica e,
principalmente, com a L. mexicana (32,7%
dos camundongos e 23,59 dos hamsters).
Um grau maior ou menor de atrofia das
laminas hepéticas ocorria em relagio com
a quantidade de substdncia amiléide depo-
sitada, sendo mais acentuada nos animais
parasitados pela L. mexicana.

Aglomerados de células linfo-histiocits-
rias, com ou sem parasitos, formando né-
dulos, foram vistos em alguns animais ino-
culados com as amostras n.° 4 ¢ 22 de L.
braziliensis e com a amostra n.° 11 de L.
tropica, e ainda, em 52 dos 89 animais in-
fetados com L. mexicana (52,7%. dos ca-
mundongos e 70,59 dos hamsters) (Fig. 13).

3) Bago — Atrofia dos foliculos linfé6i-
des de Malpighi foi observada, em graus
varijveis, em animais inoculados com tddas
as amostras de leishmaniose tegumentar re-
feridas no presente trabalho, mostrando-se
os foliculos mal delimitados, sem centros rea-

cionais aparentes e, nos casos mais intensos,

reduzidos a actmulos focais de células lin-
foéides em térno da arteriola centro-folicular
(Fig. 8).

Amiloidose esplénica, do tipo difuso, foi
presenciada em animais inoculados com as
amostras n.°® 4 (Fig. 7) 6 e 22 de L. brazi-
liensis, (Fig. 25) com a amostra n.° 11 de
L. tropica (Fig. 34) e com a L. mexicana,
com uma intensidade que variou desde a
presenga de pequenos depdsitos em t6rno
dos foliculos de Malpighi até a ocorréncia
de uma amiloidose macica, no seio da qual
ficavam soterrados os remanescentes do te-
cido linféide.

‘A presenca de nédulos de histiocitose pa-
rasitados foi surpreendida no bago de seis
hamsters inoculados com L. mexicana e que
mostraram visceralizagdo do parasito, e em
2 animais infetados com a amostra n.o° 22
de L. braziliensis.

Lesbes de periesplenite foram encontradas
em apenas um animal inoculado com a
amostra n.° 4 de L. braziliensis. Hiperpla-
sia linféide difusa foi vista em animais ino-
culados com as amostras n.>* 4 e 6 de L.
braziliensis, com a amostra n.° 11 de L.
iropica e com a L. mexicana.

4) Rmt — Deposicio de substincia se-
melhante & amiléide, ocorreu, em grau va-
ridvel nos animais inoculados com tbdas as
amostras de tddas as espécies estudadas
(Figs. 9, 26 e 35).

Essa substdncia era vista, principalmen-
te, nos capilares do novelo glomerular e
parede dos vasos renais, e, nos casos mais
intensos, também no tecido intersticial. KEra
Pas positiva, porém nfio metacromatica, to-
mando o vermelho congo.

QOutras alteragbes observadas no rim, con-
sistiam na presenca de areas de fibrose fo-
cal, com atrofia de glomérulos e dilatagio
dos tiibulos renais, em cuja luz eram vis-
tos numerosos cilindros de aspecto celéide
(amostras n.>s 4, 6 e 22 de L. braziliensis)
(Fig. 18). Infilirados perivasculares do ti-
po linfo-plasmocitirio, ocorreram em ani-
mais infetados com a amostra n.° 4 de L.
braziliensis e com a L. mexicana.

5) MepuLA OssEa — A invasio da me-
dula 6ssea por histiéeitos contendo amasti-
gotos foi também presenciada, em graun va-
ridvel, em animais inoculados com pratica-
mente tdodas as amostras de leishmanias
cutaneas estudadas no presente trabalho (Fig.
16), com excecdo da amostra n.° 13 de L.
tropica. Os ossos comumente atingidos eram
aquéles da abébada craneana (Figs. 31 e
32), subjacentes a lesdo de inoculagho (fo-
cinho).

Em apenas um animal infetado com a
amostra n.° 4 de L. braziliensis foi surpreen-
dida metastase no derma profundo de uma
das patas, com penetragdo de histidcitos pa-
rasitados para dentro da medula éssea (Fig.

5).
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QUADRO II

Aspectos patoldogicos diferenciais,

encontrados na

infeccdio experimental de camundongos

e hamsters, por diferentes amostras cutdneas de Leishmania

Achados patolégicos principais
3 5 @ )
o © ..E © a a é © ' = ' g 8
ish i o wu o= n & 2 < wn . [ @
Amostras de Leishmania tos 384 o5 | 88F Pa | &4 Eoof& | Egé
CEG U538 ue | o835 | HE2wew | 58 FSS5 | B
g2 GESS | w95 | Za% 85| 852l gel 8%«
SEP 2528 2aL | E8S 435 | 888 (522 | 85oa
020 L oF 8 IS c5>2383 | 2y |82 3| €95
TEE | SodE] A8  Sonfs | mwT |(nES>| MET
L. braziliensis (n.e 4) ...... - + - - Raros - Raro
L. braziliensis (n.° 6) ...... - - - - - - -
L. braziliensis (n.°e 22) ..... - — - - - - Raro
L. mexicana (n.o 5) ........ + 4 ++ - + o= ++ +
L, tropica (n.e 11) ......... - Raros ++ + + - - Raro
L. tropica (n.c 13) ......... - Raros + 4+ + + - Raro
6) INTESTINO — Em um animal inocula- B — Infec¢bes associadas

do com a amostra n.° 4 de L. braziliensis e
em outro inoculado com a amostra n.° 11
de L. tropica (Fig. 33), foi surpreendida a
presenca de tecido granulomatoso parasita-
do na lamina propria da mucosa e ao nivel
da submucosa retal (animais inoculados por
via escrotal). Deposicdo de substincia se-
melhante a amiléide, ao nivel do cérion das
vilosidades intestinais, foi encontrada, tam-
bém, nos mesmos animais.

7) Ovutros O6rRGEOs — Discretos focos de
miocardite foram surpreendidos em alguns
animais incculados com as amostras n.° 4
de L. braziliensis e n.° 11 de L. tropica, po-
rém jamais foram encontrados nesse 6rgo,
parasitos livres ou macrofagos parasitados.

Em alguns animais inoculados no focinho
com a amostra n.° 4 de L. braziliensis, ob-
servou-se metastase para o escroto (Fig. 4);
e quando a inoculacdo era feita no escroto,
lesdo metastatica também ocorreu no foci-
nho. Metastases, foram igualmente, encon-
tradas, nas infeccbes com as amostras n.° 6
(orelha, focinho) e no° 22 (pata) de L.
braziliensis (Figs. 17 e 24). Outras lesdes,
fais como, necrose hepatica focal, esplenite
aguda, pneumonite, broncopneumonia, he-
morragia intra-alveolar, ocorriam menos fre-
‘qiientemente e em presenca de qualquer das
amostras utilizadas.
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" Nas infecgbes associadas, onde um mes-
mo animal era simultdneamente infetado por
mais de uma amostra de Leishmania, ob-
servou-se, sempre, uma predomindncia de
lesdes atribuiveis a L. mexicana, nos ani-
mais que eram também infetados com essa
espécie; e uma superposi¢io de aspectos his-
tolégicos comuns, naqueles infetados com
amostras diferentes de L. braziliensis.

Os aspectos patolégicos diferenciais, ob-
servados na infeccio experimental de camun-
dongos e hamsters, pelas diferentes amos-
tras cutdneas de Leishmania, acham-se su-
marizados no Quadro II. '

DISCUSSAO

O grande ntimero de classificagbes pro-
postas para as leishmanioses cutineas e de
formas clinicas descritas nas Américas 2t 20,2%,
estio a indicar a necessidade de novas pes-
quisas para se chegar a uma conclusio de-
finitiva, a respeito da unicidade ou plurali-
dade dos parasitos envolvidos na produgao
dos varios tipos de leishmaniose tegumentar.

Sabe-se que a diferenciacdo das virias es-
pécies de Leishmania pode ser feita com os
resultados das culturas, infec¢bes em hams-
ters e em flebétomos. Para ADLER?, por
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exemplo, o indice de infec¢do em flebétomos
alimentados em hamster infetado, fornece-
ria um dos meios de diferenciar, até mes-
mo, cepas de L. donovani, agente causal do
Calazar. :

Os resultados obtidos no presente traba-
lho confirmam a dificuldade de caracteri-
zaglo de espécies ou subespécies de Leish-
mania com base, apenas, nos achados histo-
patolbgicos, porém sugerem que ésse recur-
so permite, até certo ponto, suspeitar do
agente etiolégico. As lesGes cutineas pro-
vocadas pelas trés amostras de L. brazilien-
sts foram semelhantes, notando-se, apenas,
-diferencas de ordem quantitativa em relacio
-a alguns componentes do processo reacional.

Assim, no parasitismo da pele pelas amos-
tras n.° 4 e n.° 6 de L. braziliensis nio ocor-
re infiltracio perivascular por células redon-
das (linfoplasmocitirias), como é caracteris-
tico nas infecgBes experimentais pela L. me-
Aicana*® e pela L. tropica *>*°, ¢ em pacien-
tes humanos portadores de leishmaniose
-cutdneo-mucosa .

O comprometimento da medula dos ossos
proximos & lesdo de inoculacdo, relativamen-
te freqiiente nos animais infetados com L.
mexicana, é visto esporadicamente nas in-
feccbes pelas amostras de L. braziliensis e
L. tropica. O comprometimento da mucosa
nasal, ja relatado no parasitismo do cobaio
por L. enriestii®*>®, de camundongos e
hamsters por L. mexicana ¢, e de casos hu-
-manos infetados por L. braziliensis*7, nfo
foi encontrado em presenga de nenhuma ou-
tra amostra de Leishmania aqui estudada.

Os extensos focos dérmicos e hipodérmi-
«cos de necrose abcedada, freqiientes nas in-
fecgbes pela L. mexicana, e pela amostra
n.° 4 de L. braziliensis, sio raros nas infec-
«¢Oes por L. tropica, apesai de, nestas nlti-
mas, as ulceragbes superficiais serem muito
mais freqiientes.

A lesfio granulomatosa difusa, com em-
bebicdo aquosa intersticial, provocada nos
tecidos do hamster pela amostra n.° 4 de
L. braziliensis assemelha-se, de certo modo,
aquela determinada pelas amostras n.® 6 e
n.° 22 do referido parasito, a a variante
“frouxa” da lesio encontrada em animais
infetados com L. mexicana*®, ndo sendo ja-
mais observada nas infecgles por L. tropica.
Alias, a histopatologia da infecgio por L.

tropica, estudada em hamsters e apenas em
sua fase cronica, ou seja, apés 180 dias, as-
sumiu caracteristicas semelhantes aquelas
descritas por DosTROVSKY *® e outros Auto-
res. _
Nos animais infetados com a amostra n.
6 de L. braziliensis, a necrose e as ulcera-
¢bes parecem ser pouco menos freqiientes
do que nos animais infetados com L. mexi-
cang e com a amostra n.° 4 de braziliensis.

Células gigantes podem aparecer no qua-
dro histolégico cutineo nas infecgbes por L.
tropica, em hamsters. Foram raramente ob-
servadas nas infeccbes pelas trés amostras
de L. braziliensis, ao contrario do que tem
sido referido, em casos humanos %402 (O
parasitismo do endotélic dos vasos sangui-
neos (velas e capilares), relatado por
MicoNE 3 3+ e por PrssdA & BARRETTO *,
bem como a hiperplasia e estenose no lumen
de vasos de calibre médio, observadas por
Apams & MarcrartHE * no botfo do Orien-
te e por KErper-Vecas & EssENFELD-
JAHR ?", em individuos com leishmaniose
cutineo-mucosa, em nosso material s6 foi
presenciado nos animais infetados com a
amostra de L. mexicana.

A presenga de macrofagos parasitados na
epiderme, relativamente freqiiente nas in-
fecgbes por L. mexicana tanto no homem *°,
como em animais de laboratério *®, ndo foi
encontrada em nenhum dos casos inocula-
dos com as outras amostras,

Nédulos histiocitarios sem parasitos, fo-
ram observados em figados de alguns ani-
mais infetados por L. braziliensis (amostra
n.° 4) e L. tropica (amostra n.° 11) e nos
casos visceralizados inoculados com L. me-
xicana (amostra n.° 5). Nodulos semelhan-
tes foram descritos em cles com infecgdo
natural por L. donovani**° e até mesmo
no homem ** 7,

Representam, provavelmente, uma reacio
imunoalérgica do SRE frente a substéncias
antigénicas liberadas apés destruigdo dos
parasitos . No bago, as referidas estrutu-
ras s6 foram encontradas em animais infe-
tados com L. mexicana, particularmente nos
casos de visceralizacfo, e com a amostra n.°
22 de L. braziliensis.

A infiltracio de células imunoldgicamen-
te competentes (linfécitos e plasmoécitos) nos
espagos-porta do figado, uma das ca-
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racteristicas da patologia do Calazar tanto
no homem % *% 8 como em animais de labo-
ratdrio 2% 6, também ocorreu, em grau va-
riavel, nas infecgGes por tddas as amostras
de Leishmania aqui estudadas, porém sem-
pre com menor intensidade do que no Ca-
lazar. Observacio idéntica, alids, fora feita
por BEzERra COUTINHO %, em necropsia de
individuo portador de leishmaniose cuténeo-
mucosa.

Deposicao de substincia lembrando ami-
léide ocorreu freqiientemente no figado, ba-
¢o e rim de animais infetados com L. me-
xicane, L. tropica e L. braziliensis, princi-
palmente em relagdo com a primeira.

E interessante enfatizar a grande freqiién-
cia de alteracbes renais encontradas nos ani-
mais portadores dos diversos tipos de leish-
maniose tegumentar aqui estudados. Tais
alteragBes, também presentes no Calazar hu-
mano e experimental, consistiam principal-
mente, na deposi¢io de uma substidncia ré-
sea, hialina, lembrando amiléide.

LesGes renais por amiloidose foram, ja,

presenciadas na infeccio de hamsters com .

L. donovani®*, e com L. mexicana®.
UeBeL *°, faz referéncia a alteragBes “glo-
mérulo-nefréticas” na Leishmaniose visceral
humana e BocLioLo** comparou as lesdes
renais glomerulares vistas nessa condi¢do pa-
tolégica, dquelas presenciadas no lupus (le-
sdo em “alca de arame”). ANDRADE & ANn-
DRADE 7, em 13 casos de Calazar humano,
estudaram detidamente €sses aspectos, sendo
de opiniio que as lesBes glomerulares re-
presentam, apenas, manifestagbes localizada
de um fendmeno generalizado, relacionado
com um fator estimulante geral, que condi-
cionaria a tumefacio e proliferacio endo-
telial difusas, simulando espessamente hiali-
no da membrana basal do glomérulo. Em-
bora a existéncia dessas lesbes e de altera-
¢oes funcionais decorrentes** nfo possam
mais ser postas em divida, no caso da leish-
maniose visceral, novos estudos fazem-se ne-
cessarios para um melhor esclarecimento de
suas caracteristicas e significagio nos por-
tadores de leishmanioses tegumentares.

Atrofia linféide, particularmente evidente
no bago, e anteriormente relatada apenas
em casos de Calazar 3% 2% 44, foi por nés sur-
preendida em t6das as formas de leishmanio-
se tegumentar, principalmente na infeccio
pela L. mexicana *,
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A presenca de tecido granulomatoso pa-
rasitado com leishmanias ao nivel do intes-
tino grosso, parece ter ocorrido por propa-
gacdo, uma vez que os animais em que foi
feito tal achado tinham sido inoculados por
via escrotal. Sabe-se, contudo, que tanto a
L. broziliensis ** como a L. tropica*® %, po-
dem, eventualmente, dar lesGes & disténcia
do ponto de inoculagfo.

Embora CunrA ' ndo tenha conseguido
diferenciar as espécies’ de Leishménia por
aglutinagio soroldgica, ADLER?, utilizando
técnicas imunolbgicas mais modernas, che-
gou & evidéncia de que L. braziliensis, L.
tropica e L. mexicana possuem antigenos es-
pecificos distintos, embora possuindo, em co--
mum, alguns antigenos de grupo.

E possivel, pois, como sugerem LaiNson.
& STrANGWAYS-DIXON %, que numerosas di--
ferentes espécies de Leishmania possam exis--
tir nas florestas do Novo Mundo, como pa--
rasitos naturais de animais silvestres, os.
quais, infetando acidentalmente o homem,
provocariam a variedade de quadros clini-
cos observados nas Américas e rotulados,
devido a dificuldade ainda existente na con-
ceituagio especifica desses protozodrios, sob-
a designacio comum de “leishmaniose te-
gumentar americana”,

SUMMARY

Experimental cutaneous leishmaniasis

11l — Comparative pathology of the in-
fection of laboratory animals by different
strains of L. braziliensis, L. mexicana and.

L. tropica.

The pathology of experimental Leishmania:
infection in laboratory animals using strains
of the etiologic agents, L. braziliensis, L.
mexicana and L. tropica which were isolated
from typical human clinical cases of diffuse
cutaneous leishmaniasis, mucocutaneous leish-
maniasis, “ulcera de los chicleros”, and
“Qriental Sore”, was presented.

The animals were inoculated subcutaneous-
ly in the nose (snout) and base of tale,
intrascrotally, intrasplenically. Several were:

~infected simultaneously by more than one

route.
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A total of 213 two month old male and
female mice and hamsters were inoculated,
as well as 1 Rhesus monkey.

The duration of infection varied kbetween
48 hours and 580 days in accord with the
species and strains of Leishmania employed.

The gross aspect of the lesion demonstrat-
ed tumor-like nodules, ulcerated nodules,
and ulcerations with crusts. These characte-
ristics were common to all material examined
regardless of species infection, though ulce-
ration with crusts appeared more frequently
in L. tropica (Oriental sore) infections.

Hepato-splenomegaly was rarely noted,
except in visceralized animals infected with
L. mexicana.

The results of this study reafirm the diffi-
culty of characterizing Leishmania species
and subspecies solely on histopathological
grounds yet suggest histopathology as an
aid in the identification of the parasite
involved. '

The following characteristics are useful in
the different diagnosis of Leishmania in-
fection in hamsters and mice: 1.°) The
cutaneous inflammatory infiltrates by lim-
phocytes and plasma cells around small
vessels and local nerves, are characteristic
of infections with L. mexicana and L. tro-
pica; 2.°) The extensive foci of purulent
necrosis in the dermal and subcutaneous
layers, frequently seen in infections with L.
mextcana and L. braziliensis (strain n.° 4),
are quite rare in infections with L. tropica,
although, in these, ulcerations of the cover-
ing epithelium are very commonly seen;
3.°) The ‘“tuberculoid-like” microscopical
appearance of the lesion by L. fropica, at
least in its chronic phase, is quite characte-
ristic and enables very easily its differen-
tiation from other types of human cutaneous
leishmaniasis; 4.°) The parasitism of the
epidermal layer, the smaller blood vessels
endothelium (venules and capillaries) and
the lymphatic vessels apparently occurs in
the hamster only when infected by L. me-
wicana; 5.°) The presence of giant cells in
the histological picture was only observed
in infections with L. fropica; 6.°) Other
aspects, such as the formation of nodules of
histiocytosis in the liver and spleen,  the
infiltration of immunologically competent

cells in the portal tracts of the liver, the
deposition of an amyloid-like substance and
the lymphoid atrophy of the spleen, which
were relatively frequent and not yet describ-
ed in cutaneous leishmaniasis, were detected
in infections with all the strains reported in
the present investigation, and consequently
are of no value in distinguishing them.

The skin lesions produced by the three
strains of L. braziliensis were very similar,
and only quantitative differences related to
certain components of the histopathological
picture could be seen.

Renal lesions suggestive of amyloidosis
were frequently observed in infections of all
strains employed in the study.
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