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(Com 9 estampas)

No esludo da Leishmaniose visceral americana. as infeccoes expe-
rimentaes constliluem por cerlo capilulo de grande imporlancia. nao soé
por fornecerem dados valiosos para a idenlificacio do parasila, como pel:
conlribuicao que podem (razer ao conhecimenlo da pathologia da do-
cnca. Além disso, a infeccio experimenlal do cio. poderia lrazer escla-
recimentos sobre o papel que desempenha esse animal na epidemiolo-
gia da infeecdo, como possivel deposilario do virus, vislo ser elle encon-
lrado naluralmente infeclado nas regioes em que grassa a doenca.

*Tambem as experiencias de infeccio de animaes svlveslres apre-
senlam grande inleresse quer pelo faclo de poderem revelar a exislten-
cla enlre nos de algum animal sensivel a infeccio que se preslasse como
animal de laboratorio, quer pelas indicacdoes que poderiam fornecer so-

bre a exislencia de um  possivel deposilario sylvestre da infeecio. 1In-
lelizmenle as nossas experiencias nesse senlido foram muilo limitadas.
No csludo das infecedes experimenlaes empregamos as seguinles

amosliras: amoslra Luis IFerreira, isolada de um caso humano prove-

nienle do Eslado de Sergipe em 1-936; amoslras Florisvaldo, Panloja

iIsolados  em  2-937. Miguelino, isolado em 5-937. Braulino, em 7-937
Bepedicla ¢ Isartas, em 9-937.  de  casos  humanos, no municipio
de  Abacelé, Iistado do Para: amoslra Teves, isolada em 9-936 de um
caso humano no Chaco argenlino: amoslra Amado. lambem isolado em
1-38 de homem infeclado em Boa Visla, Estado de Mallo Grosso: amos-
lras Cao 1 isolado em 2-937. Jolim em 7-937 ¢ Mangerona em 9-931, pro-
venlenles de casos de leishmaniose visceral canina no municipio de Abaelé,
['stado do Para. Todas essas amoslras foram isoladas pelo Dr. Cvandro
(.hagas ¢ scus collaboradores, com execepciao da amoslra Jolim. isolada

por nos de um cao naluralmente infectado que nos foi enviado pelo
Dr Evandro Chagas.
Os animaes com que experimenlamos foram o cio, o macaco rhe-

* Recebido para publicacao a 23 de Agosto de 1938 e dado a publicidade em Dezembro de 1038.
Alguns dados contidos neste trabalho foram introduzidos durante a revisao.
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sus (Macaca mulatta), o hamsler europeu (Cricetus cricelus) e o ca-
mondongo branco. Dos animaes sylvesires, nossas lentativas se limila-
ram a colia (Dasyprocta agouli) ¢ ao ralo sauid Proechymis oris). O
nalerial empregado para as inoculacoes ¢ra quasi sempre conslituido
por culluras e s6 algumas vezes ulilisamos (rilurados de baco e de [i-

vado de animaes infeclados.

As culluras empregadas provinham de (ubos com meio de Noller,
N.N.N.. ou meio de. Noguchi para Leplospira. sendo porém que na
maior parle dos casos. lancamos miao para inoculacio de suspensoes
ent agua physiologica de Leishmanias. cullivadas em placa segundo a
lechnica de Maver ¢ Ray.

A via de inoculacio foi quasi sempre a inlra-periloneal e s6 ex-
cepcionalmenle e para fins delerminados, ulilisamos a via sub-cutanea.

As doses ulilisadas eram as vezes relalivamenle pequenas e consti-
luidas por um ou dois (ubos de cullura. muilas vezes, porém, empre-
gamos grandes doses represenladas por suspensdes espessas de flagel-
lados cullivados em placa.

As vezes procediamos a uma unica injeccio, oulras porém,, prati-
cavamos 1njeccoes repelidas, de ordinario em numero de 4 a 6 e com
mlervallos variaveis. geralmenle de 4 a 10 dias.

Infeccao de hamster (Cricetus criceltus . As primeiras lentativas
que  lizemos para infeclar esses animaes liveram resultados negalivos.
C.inco hamslers (hamsters 1 a 5). inoculados por via inlra-periloneal
com culluras em meio de Noguchi da amoslra lLuiz Ferreira e reino-
culados 10 dias depois com a mesma amoslra. examinados repetidas
vezes duranle Y mezes. ndo se moslraram infeclados. I<sse faclo nos
levou a admillir a possibilidade de nio serem esses rocedores sensiveis
a  Leishmania em queslao, tanlo mais que essa hvpolhese ¢éra corro-
borada pela asserciao de Maver que diz conservarem as culluras a viru-
lencla por espaco de mais de um anno. Tornavam-se pois necessarias
novas experiencias que, conforme veremos adianle. vieram demonslrar
serem os hamslers sensivels a lL.eishmania visceral americana do mesmo
modo que aos oulros flagellados do mesmo genero ‘hamslers 6, 3, 120
13, 16 ¢ 17).

Os primeiros resullados negalivos podem. a nosso ver, serem ex-
phicados pela perda da virulencia das culluras duranle o prazo de 7
mezes que medeou enlre seu isolamento e a dala da inoculacio. O des-
accordo enlre nossos resultados e os obtidos por Maver provem. ao que
pensamos, do lacto de ter esse aulor ulilisado em suas experiencias, cul-
uras provenienles de casos de Kala-Azar indiano, capazes de conserva-
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rem por mais lempo a virulencia como provo o facto de lermos oblido
mfeccio e morte de hamsler com uma amoslra de L. donovani (amos-
lra 1o de Adler) 1solada ha 10 mezes (hamsler 19).

Quando ulilisamos culluras recenlemenle isoladas. oblivemos a in-
leecao de hamslers em 1000y dos casos, lanto com amoslras isoladas do
homem como do cao. As 1noculacoées eram feilas por via inlra-peri-
loneal empregando as vezes culluras em lubo com meio de Noller, ori-
oinaes ou de primeiras passagens e fazendo nesse caso uma unica in-
jeecao. Nos casos de culluras mais anligas, ulilisamos para inoculacio
suspensoes em agua physiologica de Leishmanias cullivadas em  placa
segundo a lechnica de Mayer ¢ Rayv. pralicando entdo 3 injeccdes com
inlervallos de 8 a 10 dias. Finalmenle em um caso. ulilisamos (riturado
de baco e de ligado de hamsler infeclado que inoculamos de uma SO
vez. lambem por via inlra-peritoneal.

A sensibilidade do hamsler a4 infeccio pela Leishmania, apresenla
variacoes individuaes como demonslira a seguinle experiencia.

Trez desses roedores (hamslers Y a 11 foram inoculados com do-
ses 1guaes do mesmo (riturado de baco ¢ de ligado de hamster mfectado
Chamsler 6). Apresenlando um delles 68 dias apos a mmoculacio tume-
laccao das palas, Tol feila punccao de lgado com resullado posilivo que
iol confirmado pela aulopsia cllecluada | dias depois. Outro animal
desse lote, morreu de doenca mlercurrente. 86 dias apos a moculacao
sendo a pesquisa de parasilos em estregacos de baco ¢ de ligado nega-
liva. O lerceiro hamsler dessa experiencia. foi sacrificado 6 mezes de-
pois da 1noculacao sem apresenlar signal algum cexlerno da doenca e
embora se moslrasse infeclado apresenlava menor numero de parasi-
los do que o primeiro animal, sacritficado 1 mezes anles.

Sobre a duraciao da infeccao poucas indicacoes podemos tor-
necer poils somenle um animal (hamsler 8 morreu de lLeishmaniose
¢ esse 7 mezes apos a inoculacio. Todos os demais loram sacrifica-
dos ou morreram de  oulras causas dado o pequeno grao de in-
lececio observada. Quanto ao prazo duranle o qual as culluras se con-
servaram virulentas apos o i1solamenlo. podemos adiantar que um hamsler
hamsler 16) inoculado com cullura isolada ha | mezes ‘amostra Te-
ves' se mosirou infeclado. ao passo que oulros (hamslers 11 e 15) ino-
culados nas mesmas condicoes com culluras de 8 mezes (amostra Flo-
risvaldo e cdo 1), ndo se moslraram infeclados no mesmo prazo, sem que
s¢ possa comludo excluir a hypothese de 1nfeecio poslerior. por lerem
os animaes morrido de doenca mlercurrenle.

JA em vida do animal manifesla-se a infeccio por symplomas
cexternos representados por lesdes culaneas e tumeftaccio das patas. As
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lesbes culaneas localisam-se na face venlral e consislem em perda de pello,
ervlihrema e exsudacio (Esl. 1, fTig. 6). A pelle assim lesada se lorna
extremamenle Iriavel rompendo-se aos movimenlos do animal no acto
da conlenccio. A umelaccao das palas apresenla-se ora nas 4 palas, ora
somenle nas palas anleriores (Est. 1, figs. 1 ¢ 2).

A aulopsia desses animaes revelou como principal alleraciao o au-
omenlo de volume do baco. Os esfregacos de orgios, moslram que oS
parasilos sio parlicularmente abundantes no baco. figado e medulla os-
sea. Em corles hislologicos podemos verificar ainda a presenca de nu-
merosos parasilos na pelle ¢ no inlestino ¢ em pequeno numero nas
apsulas suprarenaes.

Na pelle lesada observa-se grande hyvpertrophia do epithelio com
degeneracio das cellulas das camadas superticiaes, no derma, enorme
imlillracao de cellulas mononucleares replelas de parasitas e mmlensa con-
cestao (sl 20 fig. 2). Quando a pelle conserva aspeclo macroscopico
normal, ou ella nao se moslra parasitada ou s¢ enconlram somente
alguns macrophagos com lLeishmanias em redor dos folliculos pillo-seba-
ceos, conservando o reslo da pelle aspeclo normal (st 2, Tig. 1).

No inlestino, os parasilos sio enconitrados na mucosa. entre as
olandulas de Lieberkihn, sendo que tambem na submucosa se podem
observar alguns macrophagos parasilados.

Transcrevemos em seguida o prolocollo das experiencias.
7-11-1937 5 hamslers (nos 1 a o moculados por via inlra-peritoneal com
cultura em meio de Noguchi da amostra Luiz Ferreira.

17-11-1936 — Reinoculados nas mesmas condicoes.

16-12-1936 — Um hamsler foi sacriticado e autopsiado com resultado negativo.

31-12-1936 — Morreu um hamster que for aulopsiado com resullado negalivo.

11- 1-1937 - Um hamster foi sacrificado ¢ aulopsiado com exame negativo.

7- 0-1937 — Punccao de figado dos dois hamslers restantes, com resultados ne-
oallvos.

12- 8-1937 — Morreu um hamsler no momento da punccio de ftigado sendo exa-
minado com resultado negalivo. O animal restante foir despresado.

i il -

27- 2-1937 — 1 hamsler (n.e 6 foi inoculado por via intra-peritoneal com 2 cec.
de cultura primaria da amosltra IFlorisvaldo.

20- 4-1937 — Punccao de figado, negalivo.

27- 5-1937 -— Punccao de figado. — Presenca de raras Leishmanias.

2-10-1937 - O animal foi sacrificado. Apresenlava enlao a pelle do ventre aver-
melhada, humida ¢ com grande perda de pello. No momento da
conlenciao, a pelle, devido aos movimenlos do animal, rompeu-se
em  diversos ponlos. IFoi aulopsiado com resultado positivo.

= —— LR ="

7- 5-1937 — 2 hamsters (n.os 7 ¢ 8 loram inoculados por via intra-peritoneal com
cultura primaria da amostra Miguelino.
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12- 81937 -—- Morreu um dos hamslers duranle a punccio de ligado sendo exa-
minado com resullado negalivo.

18-10-1937 — Punccao de figado do hamsler reslante 8  com resullado positivo.

12-11-1937 — IFoi observado lumefaccio ¢ erythema do labio inferior. A partir
dessa data, o eryvthema for se estendendo. acabando por tomar
loda a Tace venlral, sendo acompanhado por exsudacio ¢ queda
de pello.

0-12-1937 — Morreu ¢ foi aulopsiado- com resullado posilivo.

o

2-10-1937 — 3 hamsters (n.os 9 a 11, foram inoculados por via inlra-periloneal com
2 cc. de Iriturado de baco e ligado do hamsler n.» 6.

10-12-1937 — O hamsler n.o 9 apresentou tumefaccio das patas sendo feita pun-
ccao de Tigado com resullado posilivo.

16-12-1937 — Esse  hamsler n.o 9 foi sacrificado ¢ aulopsiado com resultado
posilivo.

28-12-1937 — Morreu o hamsler n.o 10 ¢ a aulopsia deu resullado negalivo.

o8- 4-1U38 — IFor sacrificado o ullimo hamsler (n.o 11 . A aulopsia deu resul-
tado posilivo.

0-10-1937 - 1 hamsler n.o 12, loi inoculado por via intra-periloneal com cul-
tura da amostra Jolim.

14-10-1937 — Reinoculado nas mesmas  condicoes.

21-10-1937 — Reinoculado nas mesmas  condicoes.

28- 1-1938 -— Morreu e foi autopsado com resullado posilivo.

16-10-1937 — 1 hamsler (n.o 13, foi inoculado por via intra-peritoneal com cultura
da amostra Isaias.

26-10-1937 — Reinoculado nas mesmas condicoes.

1-11-1937 — Reinoculado nas mesmas  condicoes.

11- 2-1938 — Morreu e foi aulopsiado com resullado posilivo.

18-10-1937 — 1 hamster n.c 14, foi inoculado por via intra-periloneal com cullura
da amosira Cao 1.

28-10-1937 — Reinoculado nas mesmas condicoes.

0-11-1937 — Reinoculado nas mesmas condicdes. |

14- 1-1938 — Morreu e foi aulopsiado com resullado negalivo.

18-10-1937 — 1 hamsler (n.e 15, foil inoculado por via intra-periloneal com culturu
da amosira Ilorisvaldo.

28-10-1937 — Reinoculado nas mesmas condicoes.

0-11-1937 — Reinoculado nas mesmas condicoes.

18- 1-1938 — Morreu e foi aulopsiaado com resultado negalivo.

18-10-1937 — 1 hamster (n.c 16 foi inoculado por via intra-peritoneal com cullura
da amostra Teves.
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28-10-1937 - Reinoculado nas mesmas condicoes.
19- 1-1938 - Sacrificado ¢ aulopstado com resullado posilivo

27-12-1937 — 1 hamsler (n.c 17, foi inoculado por via intra-peritoneal com cululra
da amoslra Mangerona. |
[0- 3-1938  Apresenta lumefacedo das palas dianleiras.

I9- 3-1938  Sacrificado ¢ aulopsiado com  resultado  positivo.

1-10-1937 - 2 hamsters (n.os 18 ¢ 19 foram inoculados por via intra-peritoneal
com L. donovani amostra 15 de Adler.  Isolada em 11-1937 ).

20-10-1937 -~ Reinoculado nas mesmas condicoes.

I-11-1937  Reinoculado nas mesmas condicoes:

2-11-1937 - Reinoculado nas mesmas condicoes.

12-11-1937 - Morreu 1 hamsler n.o 18 . Aulopsia. negaliva.

D-12-1937 ~ Morrceu 1 hamster ne 19 . Aulopsia. posiliva

infeccao do rhesus. A(¢ agora apenas conseguimos infeclar um
unico animal dessa especie.  Culturas oblidas pela punccio de baco do
doente Teves. no Chaco argenlino ¢ (razidas pelo Dr. E. Chagas, mos-
[raram-se  nos  primeiros (ransplantes, conlaminadas apesar de conler
grande numero de flagellados. Prevendo a impossibilidade de manler as
culturas nessas condicoes, lizemos com ellas inoculacio por via inlra-
peritoneal em um rhesus. Esse animal examinado em vida por punccio
de figado nao se mostrou infeclado fazendo provér um resullado nega-
[1vo. Enlrelanlo, apresenlando-se agonizanle. foi sacrificado e aulopstado
com resullado posilivo, permillindo ainda recuperar a amoslra Teves que
ainda conservamos no laboralorio.

Fsfregacos de baco e de fligado moslraram numerosas Leishmanias
(que eram  parlicularmenle abundantes no ullimo desses orgios (Esl .
tigs. 1 ¢ 2). Em cobrles hislologicos podemos verificar que as lesoes do

1gado sdo mais inlensas que as observadas no cio no mesmo orgao ¢
san represenladas por inlillracdo de cellulas mononucleares que ao con-
rario do que se da nesse animal. se localisa exclusivamenle nos es-
pacos-porta. Oulra parlicularidade que differe lambem do que se observa
1o cao € a ausencia de parasilos na pelle. Tambem no inleslino nio toi
possivel encontrar Leishmanias.

Oulros macacos foram inoculados com culluras Florisvaldo. Pan-
loja ¢ Amado, bem como (rilurado de figado ¢ baco do rhesus Teves.
sem que nenhum delles se moslirasse infeclado. Injeccdes repelidas de
grandes doses de [Ilagellados, 4 semelhanca do que lemos feilo com o
cao, loram applicadas em dois macacos. mas esses morreram de luber-
culose em periodo demasiado curlo para permiltir qualquer conclusio.
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Prolocollo da experiencia:

23-9-1936 — Rhesus inoculado por via inlra-peritoneal com 2 (ubos de cultura
da amostra Teves (20 passagem contaminada.

19-3-1937 — Punccio de figado negaliva.

14-6-1937 — Morreu ¢ foi autopsiado. Esfregacos de baco. figado. medulla os-
sea, cele., com numerosas leishmanias. Cultura do figado. posiliva.

Infeccao do cao. A infeccio experimenlal de ciies. ao conlrario
do que seria de esperar, dado o faclo de serem esses animaes enconlrados
naluralmenle infectados. nio ¢ facil de obler e as primeiras lenlalivas
(que lizemos com esse fim, tiveram resullados negalivos. Variando pordém
as condicoes de inoculacdo, oblivemos o primeiro resullado posilivo (Cio
A que foi seguido de oulros com o emprego da lechnica que desereve-
nos em seguida. Os ciles que ulilisamos em nossas experiencias eram
animaes novos. de cerca de 1 a 2 mezes de idade. s culluras empre-
gadas eram sempre recenlemenle isoladas ‘cerca de 1 a 3 mezes ¢ pro-
vinham lanlo de casos humanos como de ecies naluralmente infeela-
dos. Para as inoculacdes empregamos suspensoes espessas de [lagellados
cullivados em placas segundo a technica de Maver ¢ Ray. As inocula-
coes eram feitas por via inlra-periloneal ¢ repetidas 3 a | vezes com
miervallos variaveis de 1 a 8 dias. Todos os animaes inoculados nessas
condicoes e que ndo morreram de doencas inlercurrentes durante o De-
riodo de 1ncubac¢do. moslraram-se infectados tanlto com culluras pro-
venienles de cio como do homem.

Um cdo que havia sido injeclado por via inlra-periloneal com
suspensao espessa de  Leishmanias, lambem  recenlemeyde isoladas mas
(que recebeu uma unica injeccao. foi observado por mais de nm anno sem
s¢ moslirar infeclado.

() prazo de incubacio observado variou enlre 3 4 7 mezes sendo de
5 a 1 mezes quando ulilisadas amoslras de proveniencia canina ¢ de
) a 7 mezes nos casos em que ulilisamos culluras isoladas de infeccio
humana.

A.pesquisa da infeccdo nos animaes inoculados ¢éra feila a prm-
cipio pela punccio de figado, mais tarde porém, procediamos lambem
ao exame da medulla ossea relirada da libia por lrepanacio. Nio po-
demos deixar de salienlar as vanlagens que apresenla o exame da me-
dulla ossea para de'erminar a infeccio, pois, os parasilas sio muilo mais
numerosos ahi do que no figado, o que facilila sobremodo o exame. F
verdade que, quando pela punccio de figado, se relira um fragmenlo
de tecido, quasi sempre se enconlram parasilos, mas esses. nas phases
iniciaes da doenca. sdo [do raros ue se lorna preciso um exame exhauslivo




288 Memorias do Instliluto Oswaldo Cru:z 33, |

. das preparacoes para achar muilas vezes um unico parasilo, sendo em
alguns casos, impossivel o seu cnconlro.  \o conlrario, os preparados
de medulla ossea, relirada do animal na mesma occasiio. moslram numero
regular de parasilos, que podem assim ser enconlrados com a maior Ia-
cilidade. A observacdo desses faclos vem moslrar que. na pesquisa de
caes naluralmenle infeclados a puncciao de figado ndo conslilue o melhor

processo, opiniao alias ja expendida por Adler. Seria pois aconselhavel.

para a pesquisa de cies naluralmentle infeclados, o exame da medulla
ossea relirada da libia por Irepanacio, melhodo por cerlo de mais facil

cxecucao que a relirada de um Iragmenlo de baco aconselhado por Adler.

Com o emprego da lechnica referida acima conseguimos ald
agora. Infectar 9 cdes. O primeiro (Cio A\ inoculado com amoslra iso-
lada de cdo, moslrou-se infeclado | mezes apoés a inoculacio morrendo
mez ¢ melo depois da infeccdo. Dois oulros. (Caes B ¢ () lamben
inoculados com amoslra canina, apresenlaram-se infeclados pela punccio
de Tigado, 3 mezes apos a inoculacio. Permanecceram vivos ¢ infecla-
dos mais de 5 mezes, morrendo de doenca inlercurrente nio delermi-
nada. Um oulro, (Cio D) foi inoculado com amoslra humana ¢ so
 mezes depois, se poude verificar a presenca de parasilas no [ligado.
vindo a morrer cerca de 2 1/2 mezes depois. de pneumonia. Os  de-
mais, apresentam infeccio recenle, eslio vivos ¢ em observacio. Tres
delles Toram inoculados com culluras isoladas de um dos animaes re-
leridos (Cao B) ¢ se moslraram infeclados 3 a 3 1/2 mezes depois. Os
dois oulros, inoculados com amosira humana Florisvaldo) que havia sol-
Iride 2 passagens pelo hamsler, se mosltraram infeclados pelo exame
da medulla ossea, 5 e 7 mezes apds a inoculacio. Queremos assignalar
(que lodas as puhecdes de figado feilas nesses animaes. deram alé agora
resultados negalivos.

A infeccao se manifesla em vida do animal por febre, anemia
¢ emmagrecimento podendo chegar 4as vezes a cachexia como no cio
A, Além disso observa-se lesdes culancas represenladas por depilacio,
seborrhéa chegando mesmo & ulceracio. No cio A observamos a for-
macao de placas de keratile em ambos os olhos ¢ no cdo C, diminui-
cao de visao allingindo quasi & cegueiri complela.

Um ponlo que mereceu parlicular allencio de nossa parle, [oi a
infeccao da pelle. Ella é de grande imporlancia na lransmissio da
doenca pois ¢ dahi que provém os parasilas que no aclo da
picada, vao infeclar os Phlebolomus, |ransmissores da doenca. Além
disso uma vez verificada a presenca de cies naluralmente infe-
clados mnas regides em que grassa a Leishmaniose visceral americana,
cra de 1nleresse a pesquisa do parasila na pelle desses animaes, com o
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'im de delerminar si poderiam elles ou nao, desempenhar o papel de
deposilarios do virus.

Com excepcio do cdo . em que-a curla duracdo da infecedo nao
ermilliu. um  esludo syslemalico da infecciio culanea que ficou assum
imilada a verificacio do parasila na pelle (Est. 6. Tig. 2), em lodos
os demais, foram feilas biopsias de pelle de 15 em 15 dias e desse modo

podemos acompanhar a marcha da infeccdo culanea bem como das le-
soes que elle provoca.

Nos 4 primeiros cies (cies \. B. G ¢ D) ja bem esludados. a
nleccio da pelle foi observada em lodos elles. Nos oulros 1 de in-

eccio mais recenle, em 3 ja joi possivel a verificacao da presenca do
parasila na pelle ¢ ludo leva a crér que seja apenas uma questao de
lempo o apparecimenlo de Leishmanias na pelle do reslante. Itssas ob-
servacoes moslram claramenle a conslancia dessa localisacio parasilaria.
Um oulro ponlo para o qual queremos chamar a allencio ¢ a

F

persislencia da infecciio culanea na Leishmaniose visceral do cdo. Assim,
geralmente, apos a primeira biopsia posiliva lodos os demais moslraram
a presenca de parasilos na pelle ¢ isso al¢ a morle dos animaes.
Oulro faclo ainda a considerar ¢ a extensio da -infeccio da pelle
pois, embora se possa observar ponlos de eleicio laes como as palas em
que os parasilas se inslallam em primeiro logar e sio geralmenle mals
nunrerosas do que em qualquer oulro, cedo se exlende a infeccio a loda
a pelle pois, Leishmanius sio ahi enconlradas seja qual for a regiao do

corpo donde esla fol relirada.

Maior numero de parasilos ¢ lesoes mais pronunciadas loram cn-
conlradas nas palas dos ciaes B ¢ (G que se apresenlavam com tume-
faccio, pariicularmente nilidas no Cao C (Est. 1. Tig."3). A presenca
de parasilos na pelle das palas anles de seu apparecimenlo em oulras re-
viges do corpo, foi observada nos cies E, F ¢ G nos quaes, apesar de se
enconlrarem parasilos relalivamenle numerosos na pelle das palas, nao
foi possivel sua observacio em Iragmenlo da pelle relirada da regido
cervical.
£ ainda inleressanle referir ue, embora seja (uasi sempre a in-
feccio da pelle acompanhada de lesdes macroscopicas, parasilos podem
ahi ser enconlrados na ausencia de qualquer signal exlerno, conforme
podemos verificar no cio D em ue a pelle, apesar da presenca de Leish-
manias. conservou aspeclo macroscopico normal al¢ a morle do animal.

Na phase inicial da infecciio da pelle, enconlramos no derma ma-
crophagos conlendo alguns parasilos, geralmente 3 a 4 e que se dispoem
no Irajeclo dos vasos. Com excepcio desses macrophagos, apresenla a
pelle aspeclio normal.
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Mais larde o numero dos macrophagos parastlados cresce pouco
a pouco e apparecem enliio as lesoes da pelle que referiremos em seguida.

A principal alleracio observada ¢ consliluida pela inlillracio do
derma por cellulas mononucleares. [ssa infillracio se localisa princi-
palmenle em redor dos folliculos pilo-sebaceos (Esl. 5. Tig. 2), seado
(que as vezes se pode observar folliculos apresentando infiltracio ao lado
de oulros de aspeclo normal, emquanlo oulras vezes quasi lodos os fol-
liculos apresenlam inlensa infillracio. Em oulros casos a fillracio se
localisa no chorion (Est. 5, fig. 1), sendo que. Irequentemente, ma-
crophagos parasilados sio vislos logo abaixo do epiderma o que Tacilila
sobremaneira sua ingestio pelos Phlebotomus no aclo da picada. Em-
im. em cerlos casos de inlensa infillracio, esla se cslende uniformemente

a lodo o derma (Lst. 6, fig. 1).

A infillracio ¢é conslituida as vezes principalmente por inacro-
phagos parasilados e islo aconlece sobretudo quando a infillracio nio ¢
muilo intensa. Quando a infillracdo se lorna mais inlensa, augmenta o
numero de macrophagos niao parasilados sendo que uando ha ulcera-
cio. os macrophagos parasitados siio muilo raros ou nao sio €ncoi-
lrados de todo.

As lesdoes macroscopicas observadas sio depillacio e seborrheéa e
chegam em casos exlremos a ulceracao.

Os qualro cies experimeiitalmente infectados que morreram ou da
infeccio ou de doenca inlercurrente, foram lodos autopsiados.

Na aulopsia. as lesdes macroscopicas observadas de maneira cons-
lanle sdo de pouca monla e consistem apenas em augmenlo de volume
do baco. No cao A, enconlrava-se além disso, as placas de Kkeralife
‘Est. 1, figs. 1 e 5. ja observadas em vida do animal. o inlestino
forlemenle congeslo com contetido sanguinolenlo ¢ os ganglios lympha-
licos axillares e inguinaes augmenlados de volume. LEsfregacos dos or-
¢dos moslraram parasilos muilo numerosos principalmente no baco, fi-
oado, medulla ossea e ganglios lvmphalicos (Est. 7. Tig. 1; Esl. 9. fig. 1

Em corles de figado podemos observar que a imnlillracao se lo-
calisa principalmenle em redor ou ao lado da veia cenlral do lobulo
Est. 9. fig. 2), aspeclo ja assignalado por Adler na imfeccao experi-
menlal do cio. Parasilos eram ainda enconlrados nas cellulas de Kuplter
e macrophagos parasilados podiam ser observados nos espacos-porta bem
como na intimidade do tecido do lobulo.

O inleslino apresentava-se no mesmo animal inlensamenle para-
siltado.  As Leishmanias se localisavam principalmenle na mucosa em
cellulas de infillraciio localisadas enlre as glandulas de Lieberkiahn ksl
8, fig. 2). sendo que alguns macrophagos parasilados podiam ser obser-
vados tambem na sub-mucosa.
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Dos oulros animaes. os

acs Boe G oapresenlavam raras parasi-

los no baco, ligado ¢ medulla ossea emquanto que no cio D. as lLeish-

manas. raras no baco

¢ no higado. cram em drande numero na me-

duila ossea (Est. 7, Tig. 2
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CAO A
Inoculado por via inlra-peritoncal com cullura em placa da amostra
Cio 1.
Reinoculado.
Reinoculado.
Reinoculado.

Punccio de figado
Biopsia da pelle

Enlre essas dalas appareceram na cornea.
olhos ¢ depois no oulro. placas esbranquicadas  (placas  de
lile’, que cresceram pouco a pouco alé a morle do animal.
IEncontrado agonizante foi sacrificado e autopsiado. Na aulopsia além
das placas de Keralite j& observadas em vida, apresenlava o in-
lestino congesto com sanguinolento. os ganglios lympha-

posiliva.
positiva.
A principio em um  dos

kera-

contetrdo
licos axillares e inguinaes augmentados de volume sendo que um
dos ganglios axillares moslrava hemorrhagia em um dos polos.

Parasitas eram muilo abundantes no baco. figado, medulla ossea,
ganglios Ivmphalicos ¢+ intestino.

CAO B ¢ C

L

o caes loram I1noculados por via intra-peritoneal com culluras em
placa da amosltra Jolim.

Reinoculados nas mesmas condicoes.

Reinoculados com a amoslra Mangerona.

Morreu um cio. Reslam 2 (Caes B e ).

Biopsia da pelle em ambos — negativo para [Leishmanias.

Punccio do ligado em ambos posilivas para Leishmanias.

Biopsia da pelle em ambos negalivas.

Blopsia da pelle em ambos negativas.

Biopsia da pelle em ambos Cao I — posiliva. Cio € —— negaliva.
Biopsia da pelle em ambos positiva em ambos.

Punccao do figado do cdo B para cullura — posiliva.

Biopsia da pelle em ambos — positivas.

Punccio do figado do cido C para cullura posiliva.
yiopsia da pelle em ambos positivas. A pelle da pata do ecdo
C, moslra a presenca de numerosas Leishmanias.

Biopsia da pelle do pescoco e da pala em ambas posilivas.
Biopsia da pelle em ambos — posilivas.

Biopsia da pelle am ambos — posilivas. O cdo G apresenla tume-
laccao ¢ ulceracoes das palas lendo sido lirada photographia.
Biopsia da pelle em ambos — posilivas.

Biopsia da pelle em ambos positivas. As palas do cao G apre-
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sentam aspecto quasi normal lendo desapparecido as uleeragdes.

06- 9-1938 Biopsia da pelle em ambos posilivas. O cao G apresenta per-
(urbacio da visdo chegando quasi a cegueira complela.

12- 9-1938 Morreu o cio B, sendo aulopsiado. Esfregacos do baco, iigado ¢
medulla ossea DOsILIVOs.

19- 9-1938 Morreu o cio C. sendo aulopsiado. Islregaocs do baco, ligado e
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6-1938
6-1938
7-1938
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0-1938

medulla ossea DOSILIVOS.

CAO D

—

5 cies foram inoculados por via intra-peritoneal com culturas em
placa da amosilra DBraulino.

Morreram 2 caes.

Reinoculados os 3 caes reslantes.
Morreram 2 caes.

Reinoculado o cao restante (Cao D).
Reinoculado.

Biopsia da pelle — negaliva.

Biopsia da pelle negaliva.

Biopsia da pelle ¢ puncciao do [ligado
Punccio de figado negativa.
Punccao de figado - posiliva.
Biopsia da pelle — negativa.

Punccio do figado para cullura posiliva.
Biopsia da pelle do pescoco ¢ pala negativa.
Biopsia da pelle posiliva. (Raros parasitos).

- negalivas.

Biopsia da pelle negaliva.
Biopsia da pelle — negaliva.
Morreu sendo autopsiado. Esfregaco, do baco e do figado, raros

parasilos e da medulla ossea, numerosos parasitos. Cortes da pelle
das palas moslraram raros parasilos.

CAO E. I ¢ G

3 caes foram inoculados por via intra-periloncal com cultura em

lubo de Noller (original e 1.2 passagem) da amosira isolada do
cio B.

Reinoculados (culturas em (ubo — 2.2 passagem).

Reinoculados (culturas em tubo - - 3. passagem).

Reinoculados (cultura de placa .

Reinoculados (cultura de placa .

Reinoculados (cultura de placa .

Reinoculados (cultura de placa .

Punccao do fligado: Cio I positiva. Cio I' — negativa. Gio G
— negaliva.

Biopsia de pelle: Cio IE — negaliva. Cio I' — negativa. Cao G
— negaltiva.

Punccio do figado: Cio E — negativa, Cio I — negativa. Cio G
— posiiiva.

Medulla ossea: (Cao L posiliva. Cio G —

positiva.

posiliva. GCao I+ —
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Biopsia da pelle do pescoco: Cao I negaliva. Cao ¥ — nega-
liva. Cao G - negaliva.

5-10-1938  Punccio do figado para cultura: Cio £ — contaminada. Cio I* -
posiliva. Cao G posiliva.
Biopsia da pelle da pata: Ciao I positiva. Cio ' — negativa.
Cio G — positiva.
Biopsia da pelle do pescoco: Ciao E - negativa. Gio I© -— nega-
tiva. Cio G — negativa. '

20-10-1938 Punccio do figado: Cio E — positiva. Gio F — positiva. Cio G
— positiva.
Biopsia da pelle do pescoco: Cao I& - negaliva. Gao I© -- negda-
tiva. Cao G — negaliva.
Biopsia da pelle da pata anlerior: Cio IE — positiva. Gio ' —
negativa. Cio G -— posiliva.

§-11-1938 Biopsia da pelle do pescoco: Cao I positiva. Gao If negaltiva
Cao G - negaliva.
Biopsia da pelle da pala anlerior: Cio £~ posiliva. Gio i* — po-
sitiva. CGao G posiliva.

CAO II e 1

2- 5-1938 2 cides inoculados por via intra-periloneal com cullura de 1.2 pas-
sagem da amostra [Florisvaldo com 2 passagens pelo hamster,

9- 5-1938 Reinoculados com culturas de 22 ¢ 3.2 passagens. (lubos).

16- 3-1938 Reinoculados com culturas de La passagem. (ltubos).

30- 5-1938 Reinoculados com culluras de 6.2 passagem. (tubos).

4- 6-1938 Reinoculados com culturas de placa.

9- 6-1938 Reinoculados com culturas de 7.0 passagem. (tubos).

13- 6-1938 Reinoculados com culluras de placa.

7- 6-1938 Reinoculados com culluras de placa.

15- 8-1938 Punccio de figado: Cio H — negativa. Gio I - negativa.

Biopsia da pelle: Cao H negaliva. Gao I — negaliva.
31- 8-1938  Puncc¢do de figado: CGao H negativa. Cao I -~ negaliva.

Biopsia da pelle do pescoco: Cio I~ negaliva. Gio I — negaltiva.
13- 9-1938 Punccao de figado: Cio 1l negaliva. Cao 1 -— negaliva.

Medulla ossea: Cao I negativa. Cao I - negaliva.

Biopsia da pelle do pescoco: Cio H - negaliva. Cao I -- negativa.
28- 9-1938 Punccio de figado: Cio I negaliva. Gio I — negaliva,

Medulla ossea: Cao H posiliva. Cao 1 — negaliva.

Biopsia da pelle do pescoco: Cio H — negativa. Gao 1 - negativa.
13-10-1938  Punccio do figado: Cio H — negaliva. Cio I negativa.

Medulla ossea: Cio H - posiliva. CGao 1 — negativa.

Biopsita da pelle do pescoco: Cao H — negativa. Gdo I — negativa.

Biopsia da pelle da pata do cao 1l negaliva. ‘
27-10-1938  Punccio do figado: Cao I negaliva. Gio I — mnegativa.

Medulla ossea: Cdo H - positiva. Cio I — negativa.

Biopsia da pelle do pescoco: CGao I~ negativa. Cao I - negativa.

Biopsia da pelle da pata do cido Il — negativa.
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14-11-1938 Medulla ossea: Cao 11 positiva. Gio 1 negaliva.
Biosia da pelle do jrescoco: Cao T negaliva. Cio | negaltiva.
Bilosia da pelle da pata: Cao 1 negaliva.

2-12-1938  Medulla ossea: — Cao | posiliva.

Experiencias com camondongos. Todas as lenlativas que [izemos
para mfeclar esses animaes liveram resullados negalivos. Pondo de lado
as  primeiras inoculacoes feilas com a amoslra Luiz Ferreirva. isolada
ja ha algum tempo e que se moslrou incapaz de infeclar o hamsler. [i-
zemos  ullimamente inoculacoes com amosira humana ¢ recenlemenle
rsolada, que havia soffrido duas passagens successivas pelo hamsler. Os
amondongos  foram inoculados 6 vezes com 0.5 ce. de cada vez de
uma suspensao espessa de Leishmanias cullivadas em placa o que con-
[Hlue uma dose enorme para um animal do pequeno levando em conla
(que. para a noculacao de caes. empregamos 2 cc. de uma suspensio
semelhante.  Esses animaes examinados duranle mais de 5 mezes nio
s¢ moslraram infteclados o que indica ser esse roedor pelo menos. muilo
potico sensivel ao flagellado em  ueslio. |

Animaes sylvestres. Nossas experiencias com esses animaes  sSio
muilo  Imitadas ¢ se resumem a colia  Dasyprocta aguli’ ¢ ao ralo

. F

sauta (Proechimys orts . As experiencias com esse ullimo roedor apre-

sentam particular inleresse por ser elle muilo abundanie no municinio
de Abaelé, onde grassa a Leishmaniose visceral americana e poder as-
st ser suspeilado  de  depositario de virus. Um  exemplar desse roe-
dor, 1noculado repelidas vezes com suspensio de Leishmanias cullivadas
cm placa da amoslra Braulino. as mesmas suspensoes com  que foi
imoculado no cao D e que infeclaram o animal’ ¢ que recebeu ainda
uma 1npoculacao de (riturado de baco ¢ figado de um hamster infeclado.
examinado durante mais de 6 mezes por punccoes de ligado. repetidas.

¢ emlim sacrificado e examinado ndo se moslrou infeclado. [Esse resul-
lado s1 ndo exelue de lodo a hypothese de ser esse roedor deposilario
da doenca. torna muilo pouco provavel essa hvpolhese.

RESUMO E CONCILUSOES

Passando em  revisla as experiencias de infeccio que  effeclua-
mos ¢ que acabamos de relalar. vemos que, as culluras isoladas de
casos de Leishmaniose visceral americana quer do homem quer do cio.
sao capazes de infeclar hamslers. rhesus e caes de maneira idenlica ao
(que aconlece com as oulras formas de Kala-Azar. Nolamos ainda que
a evolucao da doenca e as lesdes observadas nos animaes assim infecla-
dos, se assemelham ao que lem sido observado nessa entermidade ap-
proximando-a de maneira singular do Kala-Azar medilerraneo.
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£ sobretudo no cdo que a semelhanca se lorna mais palenle. A\
infeccio da pelle e as lesoes por ella provocadas que observamos, nao
differem em nada das que lem sido descriplas na infeccio natural do
cio ¢ ja assignaladas lambem na infecciio experimental desse animal.
embora de maneira menos complela do que fazemos agora aqul.

As lesoes oculares com formacio de placas de Keralile, a  1-
feecdo massica do inlestino nos casos falaes de infeccio ¢ alé¢ mesmo
as lesoes do figado descriplas por Adler como peculiares a infecg¢ao ex-
perimenlal, (infillracio em lorno da veia central do lobulo) conslilucm
oulros lanlos caracleres que mostram a complela analogia enlre as
infeccoes do cio que oblivemos e as ji observadas no Kala-Azar medi-

1erraneo.

Além  disso, a presenca de Leishmanias na pelle. as vezes em
orande numero e a conslancia dessa localisaciio parasitaria, vem moslrar
(que o cio apresenla as condicdes necessarias para desempenhar o papel
de deposilario de virus tal como aconlece no Kala-Azar mediterranco.
lanlo mais que ¢é elle enconlrado naluralmenle infectado, nas regioes em
(que grassa a doenca.

Mas nio ¢ s6 a infeccio do cao que moslra essa semelhanca; nos
oulros animaes tambem se verifica o mesmo laclo e alé¢ pequenos signaes.
laes como a lumelaccio das palas assignalada nos hamslers infectados

com Leishmania infantum. toram lambem observados aqui.

Por oulro lado, a reaccio de sdro-agglulinacio, conforme mosiramos
e lrabalho anlerior, ndio permille a separaciio das especies do genero
Lcishmania, pois lodas ellas, quando recenlemenle isoladas, possuem iden-
lica consliluicio anligenica, que se modifica depois. pela conservacao
longo lempo em cullura. E esse faclo. que deu logar ds conclusoes
conlradiclorias a que chegaram os aulores que se occuparam do as-
sumplo bem como aos primeiros resultados que oblivemos.

Deanle de lodos esses faclos, nos julgamos aulorizados a con-
cluir como ja fizemos anleriormente, que o agenle da  Leishmaniose

vicceral americana ¢ idenlico a Leishmania nfantuam.

Ao lerminar, queremos deixar consignados nossos agradecimentlos
ao Dr. E. Chagas, por ler poslo a nossa disposicio as culluras de Leish-
mania por elle isoladas, lornando possivel desle modo. a execucido do
presente lrabalho.
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Fxperimental infections in american visceral leishmaniasis.

Wilth cullures isolaled from cases of american visceral leishmaniasis
we  succeeded 1n oblaining experimenltal infeclions in hamslers (Crice-
[us cricetus ), rhesus monkeys (Macaca mullala) and dogs.

Hamslers were infecled wilh strains oblained from man and dogs,
lhe inlraperiloneal way having been always emploved. When cullures
recently 1solaled are used, imfecltion is oblained praclically in 100 ob
ol the animals inoculaled. The Tlirst negalive resulls oblained by us may
be explained by the use of cullures isolaled some lime belfore aboul

S}

/ monlhs) and which had losl already their virulence. In some cases

exlernal lesions are observed represenled by allerations of Lhe skin and
swelling obf the paws. The skin lesions are observed on (he venlral
surface and consist 1 depilation. ervihema and exudalion. The skin
lhus alfecled shows lo be extremely friable. rupluring al the movements
ol lhe animal when hold.

On post-morlem examinalion, besides Lhe lesions poinled oul. the
animals presenl enlargementl of the spleen. The parasiles are very numer-
ous 1n Lthe spleen, liver, bone marrow. cle. The changed skin shows
considerable hyvpertrophy of the epithelium  with degeneration ol Lhe
cells of lhe superficial lavers, inlensive infillration of the derm by mono-
nucleale cells Tull ol parasiles. and slrong hvperemia. t

In rhesus monkey. we oblained until now. only one case ol in-
lecltion.  The inoculation was made by the inlraperiloneal wav wilh
cullures in Noeller’'s medium, isolaled from a human case ol visceral
lcishmaniasis, found in Chaco Argenlino. Aboul 8 months after the
imoculation, (he monkev was found 1 agony and was sacrified; lhe
posl-morlem examination showed thal it was inlensely infecled.

IFor inlecling dogs, we employed voung animals, 1 (o 2 imonlhs
old. The cullures were recenlly isolaled (1 to 3 months) from man or
dog. IFor the inoculalion we used thick suspensions of [lagellales from
plale cullures by Mayver and Ray's method. The inoculalions were car-
riecd oul through the intraperiloneal wav and renewed 3 lo | limes
wilh inlervals from 4 to 8 days.

We observed an incubalion period of 3 lo | months when we
used cullures oblained from dogs, and a period of 5 to 7 monlhs. when
cmployved human slrains.

IFormerly, i order Lo verity the mmfeclion 1l, was used Llhe liver
punclture; laler on we also examined he bone marrow removed by
lrepanation.  We wish o emphasize lhe advanlages derived Irom Lhe
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examinalion of the bone marrow. as there the parasiles are imuch more
numerous lhan in he liver, thus making lhe examinaltion casier.

The infecltion shows ilsell in the animal by fever., anemia and
cmacialion al limes altaining cachexia. Aparl from (his, skin lesions
are observed represenled by depilalion. seborrhea. and even ulceralion.
[n the dog A. we observed keratilis on bolh eves, and m the dog (.,
diminultion of vision nearly allaining complele blindness.

Whal called our particular allention, was lhe infection of the
skin. In this, parasiles are always found in any region of lhe body, al-
though presenting some eleclive siles such as the paws where Lhe parasites
lirsl appear and where Lhey generally are more numerous.

Al the beginning of Lhe skin infecltion we see i the derm
macrophages. containing parasiles. generally 3 o . and arranged
along the vascular (racts. With the exceplion ol these macrophages,
lhe skin looks normal. The number of parasited macrophages in-
creases gradually and then appear lhe changes of the skin here describ-
¢ti.  The main change observed is represenled by infillration of the
derm by mononucleate cells. Such infillration is mainly located around
lhe pilo-sebaceous follicles. In other cases, the infiltration is located
in Lhe chorion. Finally, in cerlain cases ol inlense infiltration, 1t extends
unitformly over the whole derm.

The infiltration is somelimes consliluted chiefly by parasited
macrophages and this occurs mainly when the infiltration 1s not very In-
ensive. When the infillration becomes more 1lensive, [he number of nol
harasiled macrophages increases, and in cases of ulceration the parasited
macrophages become very rare or enlirely disappear.

v
L%

The four dogs experimentlally infected which died either Irom
lhe infection or from an inlercurrentl disease were all examined posl-
mortemn.

On the post-mor:em examinalion, the macroscopical changes observ-
ed inoa conslanl manner are nol mmportanl and only consisl 1 an
cnlargemenl of the spleen. In the dog A, we found Kkeralilis already
observed in Lhe same living animal. and the inlestine intensely con-
gesled  with  sanguinolent  contents  and  the axillary and 1nguinal
lvmphalic glands enlarged and congesled. Smears [rom (he organs show-
cd very numerous parasites. chiefly in the spleen. liver, bone marrow
and lvmphalic glands.

In liver sceclions we observed the mfiltration mainly localed around
or near by lhe inlralobar vein a fealure which already has been point-
ed out by Adler in the experimenlal infecltion ol dog. Parasiles were
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also Tound in Kupffer's cells, and a few parasited macrophages were
observed 1n he porla-spaces as well as in the tissue of the lobule.

The inlesline of t(he same animal was itensely  parasited, the
Letshhmaniae being localed mainly in the mucous membrane, in infiltra-
lion cells localed amongst Lieberkuehn’s glands and some parasiled macro-
phages could also be observed in lhe sub-mucosa.

Mice as well as the rodents Dasyprocta agouli and Proechymis oris
when inoculaled, did not become infecled.

[rom L(he exposed we may conclude thal (he experimental in-
leclions oblained, present a complele analogv wilh those described in
lhe Medilerrean Kala-azar.

On the olher hand, the sero-agglulinalion lest, as shown by us
i a previous paper, allows no dislinetion of the species of Leishmania.
as all the slrains when recenlly isolaled, have the same anligenic conslitu-
lton which laler on undergoes modificalions when the Leishmaniae are
preserved In cullure for a long time.

Thus, we feel aulhorized to conclude (hat the agent of the visceral
american leishmaniasis is idenlical with L. infantum.

Estampa 1|
Fig. 1-— Hamsler n.o 17 Tumelaccio das patas.
Fig. 2 — Hamster n.o 17 — Tumefaccio das patas.
Fig. 3—Cao € -~ Tumefaccio das patas (em 27-7-1938).

IFig. 4 — Globo ocular esquerdo do cdo A (placa de keratile).
Fig. 9 — Globo ocular direilo do cdo A (placa de Kkeratite).
Fig. 6 — Hamster no 8 — lesdo culanea da face ventral.
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Cunha: Leishmaniose visceral americana.
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Estampa 2

histologico da

pelle  do

venlre

do

maesno

Corte histologico da pelle do dorso do hamster n.o 6.
Corle

hamster.
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Cunha: Leishmaniose visceral americana.
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Estampa 3

Corte histologico da pelle do ventre do hamster n.o 6 grande augimento
~ Esfrecaco de ficado do hamster n.o 6.
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ESl. 3

Cunha : Leishmaniose visceral

americana.
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Estampa 4

Lotshmanias no mlerior de um macrophago em esfregaco de Ngado do
rhesus Teves.

Macrophagos contendo  ZLeishmanias em o esfrecaco de baco do  rhesus
Teves.
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Cunha : Leishmaniose visceral americana
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Estampa 5

I Corle de pelle da pala do cao G Infliltracao do chorion.
2 Corte de pelle da pala do cao (L

[nfiltracio cm redor  duy
pillo-sebacceo.

tolhhculo
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Corle de pel
Corte de pel

maoslrar os

Estampa 6

¢ da reeiao cervical do edo

harasilas,

e da pala do cao G Infliltracdo unitforme do derma.
AL

com gorande augmento para
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Cunbha: Leishmaniose visceral americana.
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Estampa 7

Lcishmanias cm o eslrecacos  do

]

[.eishmanias em  cestregaco de medulla ossea do

baco do cao A\
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Cunha: Leishmaniose visceral americana.
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Estampa 8

Corle mostrando Leishmanias na conjuncliva ocular do c¢io A

Corle de intestino do c¢io A moslrando Leishmanios.
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Cunha: lLeishmaniose visceral americana.
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Estampa 9

leado do ¢dao A moslrando

olobulo.

|

um  gangho Ivmphaltico axillar do c¢io A\

infiltracio junlo

Vel

CCLe-
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Cunha: Leishmaniose visceral americana.



