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1. INTRODUGAO

1.1. A Substancia Amiloide

1.1.1. Historico

A substéncia Amiloide, foi deserita provd
velmente, pela primeira veéz por BONET*, no séewlo XVII, .quando
relatou o caso de um paciente que apresentava um abscesso no fi-
gado e um bage muito grande com indmeros "cslculos brancos". JiA
de se supor que BONET estivesse descrevendo a deposigao de ami-
loide na polpe branca do bago ("bggo sagu") observado na amiloi-
dose secunddria. o
ROKITANSKY em 1842 foi o primeiro a descre
ver a "amiloidose" como uma entidade patoldgica, na qual muitos
érgaos exlblam um aspecto cereo devido a dep051gao de um mate-
rial homogeneo. Foi VIRCHOW , 13 anos mais tarde em 1855 gque no-
tando a eoloragao azul escura desta substancia, gquando ~ corada
com iddo e acido sulfurico diluido, a4 semelhanca do amido, deno-
minou-a de substan01a amiloide e & doenga Am1101dose.

Dois anos apos (NILKS , 1856} observa a as
sociagao de amiloidose com doengas inflamatérias cronicas (osteo-
mielite e tuberculose). _

MECKEL descobre que o mesmo aspecto céreo
que era descrito sdémente no figado, bago e rins,.também podia
ser encontrado em ocutros drghos como a parede da aorta e  arté-
rias menores, coracio e parede intestinal, Em 1886, WILD*; relg-
ta o primeiro caso de amiloidose nao relacionada a nenhuma outra
patologia, |

| A forma de amiloidose relacionada ao Mielo

ma Miltiplo foi descrita, ao que parece, pela sua descrigao ana-

*A\PUD KYLE e BAYRD, 1975.
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tomo patoldgica por ADAMS* em 18723 porém sdé em 1903, WEBER* des
dreve comprovadamente um caso de mieloma miltiplo com  proteina
de Bence-Jones na urina, associado a Amiloidose. Em 1904, ASKA-
NAZY—KONIGSBERG* 44 ume descriga@o pormenorizada desta associagao.

A histéria da Aniloidose estd descrita em

um excelente trabalho de LEPLIERER (1968).

1.1.2. Classificacao

Néo existe uma classificagao satisfatoria
para & Amiloidose. A confusio e a controversia, sao consequéncia
da vériedade dos sistemas de claséificagﬁo e da terminologia usa
da por diferentes investigadores. .

REIMANN e col. (19359), claséificaram—na da

seguinte formas

Amiloidose Primgria, seria @ forma gue nao
é precedida nem coexiste com outras doengés; pompromete princi
palmente os tecidos mgsodérmicos (misculo esquelético e . 1isoy
sistema cardiovascular, ete.) tendo tendéncia a formar depdsitos

nodulares,

Amiloidose Secundaria, envolve o figado,

vago, rins e supra renais e esta associada a doengas erdnicas.

Amiloidose, Forma Tumoral, caracteriza-ge

pelo acumulo de pequena € tnica ou grandes e miltiplas massas de
amiloide, encontradas geralmente na bexiga, uretra, ou trato reg

piratorio alto.

\.
]

Amiloidose, associada ao Mieloma Miltiplo

EING (lydb), simplificou a classificagao.
A Amiloidose sera Tipica quando envolvesse os rins, figado, bago

e supra—renais,'associada'ou nao a gualquer outra doenga, ine
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cluindo MMieloma Mﬁltiplo e Atigica gquando enqontrada em um ou
mais focos, ou Orgaos gque néo os citados, novamente associada ou
nao a outras doengas. A classificacao aparentemente simples foi
alvo de criticas e confusdes. ‘

Em 1950, DAHLIN, volta a classifica-la co-
mo Primdria (sistema ou focal) quando nao associada a " outras

doencas, Secundaria (sistémica ou focal) gquando associada a ou-

tros processos morbidos e Amiloidose associada ao Mieloma Multi-
plo.

SYMMERS (1956), observando as coincidéncias
entre as cla831flcagoes, propoe uma . classmflcaqao novas Am1101do

se Secundaria generalizada (associada a doengas predlsponentes),

Amiloidose Primaria generalizada (nao associada a outras doen

cas) e Amiloidose Localizada.

Feta classificac@o era mais simples, porém,
tambem 1ncompleta, poisg, comegavam 8 Ser descrltos o8 . primeiros
casos de amiloidose de cardter heredo-familial. RIS

_ MISSMAHL e HARIWIG (1953), verificaram exisg
tipr uma forma de emiloide gue era birrefringente quando . corada
com © vermelho—congo'sob microscopio de luz polarizada. No entan
to, quando este amiloide era submetido ao fenol, perdia essa ca-
racteristica; oﬁtra forma de amiloide so0 perdia esta propriedade
gquando submetido ao glicerol. Este dltimo tipo caracteristico do
amiloide que se depositava proximo a fibras de reticulinaj o pri
meiro tipo, era caracteristico daquele gue se dépositava entre
as fibras colagenas. Baseado nestas obgervagoes, um novo tipo de
clagssificagao da amiloidose foi proposta (HELLER e col., 1964)

amiloidose Perireticular e Amiloidose Pericolégena.

A classificagao, embora interessante, ndo
tem sido aceita pela maioria dos autores por felta de consistén—
cia da coloragio e por se tornar diffcil a classificagao em ca-
s08 de amiloidose generalizada avangada, gquando existe deposicao

de amiloide tanto Pericoldagena como Perireticular. Alguns auto-
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res tém feito associagao da classificagdo em pauta, com a de
RING (1948); assim teriamos Amiloidose Perireticular (fipica ou
Atipica) e Amiloidose Pericoldgena (fipica ou Atipica). Outro da
do que ven dificultar a classificacao de HELLER e col., sob 0
ponto de vista mbrfolégico, é o fato de que, sob o microscdpio e
letronico & dificil, senBo impossivel, distinguir coldgeno imatu
ro de fibras reticulares; esta diferenciagao sé € conseguida por
métodos histoquimicos (COHEN, 1967).

Pm 1974, ISOBE e OSSERMAN sugerem uma nova
clessificagéo baseada fundamentalmente nos padrdes clinicos da

distribuigao do amiloide:

PADRXO I - Quando o amiloide envolve principalmente, lingua,
coragao, trato-gastrointestinal, mﬁsculos liso e
estriados, ligamentos do carpo, nervos e pele (eg
te padrio de distribuigao é aguele observado no

- tipo Primdrio de REIMANN). Esta distribuigdo, ¢&
mais comumente vista em asgociagao com discrasia

plasmocitaria oculta ou Mieloma Miltiplo.

PADREO II - Quando @ amiloidose envolve principalmente o figa
do, bacgo, rins e supra-renais (é o padrao de dis-
tribuigso do tipo Secundario de REIMANN) sendo co
mumente associado a infecgdes crdnicas, .artrite
revmatéide, febre mediterr@nea familial e doenga

de Hodgkin,

PADRAO MISTO I e IJ — Quando o amiloide envolve os Orgdos pre

ferenciais dos dois padrdes anteriores, parecendo

representar uma mistura de processos patoldgicos.

LOCATIZADA- Quando o depdsito de amiloide & limitado a um 86
tecido ou drgdo. ]
Recentemente, XYLE e BAYRD (1975) baseados

em 236 casos de amiloidose, e empregando os conhecimentos atuais



edbre a bioquimica das fibrilas de amiloide, preferem empregar a
classificagao de REIMANN (1935), ampliadas

_ Classificagao Maior componente proteico

Amiloidose Primiria (sem evidéncias de
doengas pré-existentes ou coexistentes) ...eevseeenes Ig - VL

Amiloidose Secundaria (coexiste com ou~
tras doengas como infecgdes cronicas e
artrite reumat01de) N R R R R R R R R R LR ERE AL AUO

* %

Amiloidose com Mieloma MULEiplo sevessescscsscsscsves g - VL

Am1101dose Localizada (envolv1mento de
lmso orgao '.....I..l..l..l.'li..’.......‘I.....l... Ig“"VIJ

;'Auliloidose Falnilial ...............'......l.l.....ll. A U O

1.1.3. Identificacho Histoldgica da Substincia Amiloide

A substéncia amiloide, quando as ‘laminas
‘@ao coradas pela hematoxilina;eosina (HE) e observadas ao microg
cépios Optico, aparece COmMO uma substancia amorfa, eosinofilica,
hialina, . | . -

. Bsta substéncia tem a propriedade de corar
se metacromaticamente com 0 violeta de metila, violeta de cris-
tal e o azul de toluidina (LARSEN, 1958).

A téenica de van-Gieson para coldgeno, pro
duz na substéncia amiloide, uma "ocoloragao negativa: o coiégeno
cora-se em vérmelho, outros elementos em amarelo forte e o amiloi
de assume uma cOr amarela desbotada (céqui) (SYMMERS, 19565 COHEN
e col., 1959).

* & - I - -
Ig -~ VL = Fragmento variavel amino~terminal de imunoglobulina

de cadeis leve.
x %

AUTO

Amiloide de origem desconhecida (provavelmente uma
proteina nio imunoglobulinica).



Pelo método de coloragéo do &cido periddi-
co-Schiff (PAS), o amiloide cora-se em tonalidade ‘violdcea
(COHEN, 1967).

‘ Na atualidade tem-se usado amplamente 0
vermelho-congo para evidenciar os depésitos de amiloide (ZUCKIR~
FRANKLIN e FRANKLIN, 1970; ZOLTOWSKA e WRZOLEOYA, 1973).

A substincia amiloide corada pelo vermelho
congo, toma & cOr rosa. Falta ao método, no entanto, boa especi-
ficidade pois cora também tecido eldstico e faixas espéssas de
colageno (COHEN, 1967); a especificidade da reacao aumenta guan-—
do o amiloide assim corado E obgservado ao microscdpio de luz po-
larizada, adguirindo neste caso uma birrefringéncia verde (MIS-
SMAHL e HARIWIG, 1953; COHEN, 1967). Infelizmente, a especifici-
dade nao é absoluta como mostra o excelente trabalho de KLATSKIN
{1969)., ‘

A partir dos trabalhos de PUCHTLER e col.
(1962, 1964) tem-s8e obtido bons resultados bom o vermelho~-congo,
em meio alcelino (hidrdxido de Wa a 1%), quandc o amiloide é ob~-
servado sob microscépio de fluorescéncia.

ROMHAYTI (1971), introduziu a técnica de
tratar os tecidos, antes da colbragﬁo com © vermelho-congo, com
enzimas proteoliticas, afim de facilitar a distingio entre a bip
refringéncia do amiloide e a do colageno.

Materialqembebido em epoxi para  microsco
pia eletronica, pode ser corado pelo vermelho—cdngo com a técni-
ca descrita por SHIRAHAMA e COHEN (1966).

Fmbora BENNHOLD (1922), tenha introduzido
o vermelho-congo como teste higtogquimico para identificagao do
amiloide, até o momento ndo se conhece como a substﬁncia.se liga
ao corante. O trabalho de WOLMAN e BUBIS (1965), relata as poS—
siveis ligaqﬁes da "molécula de amiloide® e do corante, afim que
se produza birrefringéncia. RUINEN e col. (19/2}, fazem uma revi

s8o do assunto, sem concluir sdbre a natureza da ligagao amiloi-
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de-vermelho-congo.,

Baseado no fato de que o vermelho-congo
degaparece do soro, da maioria dos pacientes com amiloidose, com
maior rapidez do que nos individuos normais, tem-se usado COomo
um dos procedimentos para a detecgdo "in vivo" de amiloidose
(CALKINS e COHEN, 1860},

A partir da década de 60 a introdugdo de
fluorocromos na coloracao do amiloide, feita por VASSAR e CULLING
(1959) afim de produzir fluorescéncia secunddria, tem side usada
com frequéncia. | o
| 0 fluorocromo mais usado para este fim € a
PIOFLAVINA-T, que nos locais do depdsito de emiloide, fluoresce
en amarelo esverdeado sob luz uwltravioleta. Ixistem indmeros tra
balhos ne literatura testando a especificidade do método ( HOBBS
e MORGAN, 1963; LEHNER, 1965; MCKINNEY e GBUBB,-1965; . ROGERS,
(19653 Bﬁgys e col., 1967).

Atualmente preconiza-se para a detecgdo da
substancia amiloide que se use o vermelho-congo alcalino sob mi-
croscépio de luz polarizada e TIOFLAVINA-T sob microsedpio de
fluorescéncia. | |

' 'Em nossa experiéncia, temos obtido bons re
" sultados usando o vermelho-congo alcalino sob luz ultravioleta ,
aparecendo a substdncia amiloide, fludrescendo em vermelho-alaran
jado. -

l.1.4., O3 Modelog Experimentais

Uma das primeiras referéncias de qué 08
animais eram susceptiveis de apresentar amiloidose, foi a de ZE-
NONI (1922), em cavalos hiperimunizados para produgdo de antito-
xina diftérica (APUD, ZOLTOWSKA e WRZOLKOWA, 1973).

Intmeras variedades de animais de laboratd
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"rio e uma série de agentes indutores tem sido descritos e usados
para a produgao de modélos experimentais de amiloidose. O agente
indutor mais comumente usado é a CASEINA e o animal experimen—
tal, o RATO. A literatura especifica € farta destes exemplos (TEL
LuM, 1956, 19643 SRI RAM e col., 1968; HARDT, 1971; CCHEN e SHI-
RAHAMA, 1972; SHIRAHAWA e col. 19735 SCHEINBERG e col., 1975).
Outros modélos experimentais tem sido de-
senvolvidos: '
—~ rato e endotoxina de EBEscherichia coli (BARTH e col., 1968)
- rato e adjuvante de FREUND completo (DELELLIS e col.,1970)
- coelho e caseina (COHEN e - CALKINS, 1960; RANLOV e WANSTRUER
1967). |
-~ cobaio e caseina (CATHCAR? e col., 1972)
"~ hamster e Leishmania donovani (HINGLAIS e col., 1964; SHI-
BOLET e col., 1967; DUARTE, 19/6),
~ hamster e vacina triplice (ZOLTOWSKA e WRZOLKOWA, 1973).

Pode-se deduzir, pelos modélos experimen -
fais, que os mesmos 8a0 baseados na observacao de que, infecgles
cronicas, proteinas esiranhas e hiperimunizagoes, induzem a for-

macao de amiloide,

' 1.,1.5., A Macroscopia e a Microscopia dos Orgios mais Comu

mente envolvidos na Amiloidose Secundaria.

Macroscopicamente a substancia amiloide po
de ser identificada como foi descrita classicamente por VIRCHOW,
através da colorag@o pelo iddo e dcido sulfdrico diluido, quando
entdo adquire uma cdr azulada.

" 0s Srgaos que apresentam amiloidose em pe-

gquena quentidade, nao exibem anormalidades macroscdpicas; no en-
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tanto, quando =2 ﬁesma, torna-se acentuada, o 6rgao envolvido tor
na-se borrachoso, de consisténcia firme, palido e de aspecto cé-
reo {COHEN, 1Y67).

A microscopia dptica, a deposigio do amiléi
de sempre se inicia entre as celulas, frequentemente‘nas proximi
dades de membranas basais, Cou a progressao dos depdsitos, as e
quenas massas acabam se fundindo, envolvendo as células adjacen-
tes, levando-as, progressivaemente a atrofia. Nos estadios avanga
dos, grandes depdsitos de amildide, terminam por envolver todo o
érgao, destruindo as células e as vézes interferindo com sua fun

Qg.Ot

a) Amiloidose Renal - a amiloidose renal &
uma das formas mais comuns e de consequéncias mais sérias do en-
volvimento organico desta patologia (CALKINS e COHEN, 1960).

Macroscopicamente, 0 riﬁ,_pode nao mostrar

alteragoes de volume ou cor, se os depdsitos forem pequenos. Nas
formas mais avangadas o 0rgao mostra-se aumentado de volume, fir
me, de cOr cinza pdlido; ao corte hd saida de pouca quanvidade
de sangué, a superficie ¢é pélida, de aspecto céreo, translicida.
Embora classicamente desecrito, nem sempre 0 rim lesado esta au-
mentado de volume, nao é raro, encontrar rins normais, ou mesmo
diminuidos de tamanho, sem gue haja outras nefropaiiags intercor-
rentes (AUERBACH e STEMMERMAN, 1944). A contraczo renal € atri-
buida a diminuigéo da luz vascular, pela deposicao de substancia
amiloide na parede de artérias e arteriolas.

' | Microscopicamente sao os glomérulos a pri—

meira estrutura a ser atingida na amiloidose renal, embora, o
intersticio tubular e a parede das artérias possam ser igualmen-
te acometidas. |

Nos glomérulos a substancia amiloide  pode
aparecer espessando a membrana bagal dos capilares de nodo difu-
80 ou nodular. Com o progredir dos depbsitos o8 glomérulos aca--

bam se transformando em "bolas hialinas"™, nao rarasmente colageni
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zadas, (SHIRAHAMA e COHEN, 1967) com completa destruigdo da ar-
quitetura e oclusao da luz capilar. Nesses estadios avangados ha
atrofia glomerular e &s vézes espessamento conjuntive da capsula
de Bowman (HINGLAIS e MONTERA, 1964).

% um fato interessante, que nas fases ini-
ciais e intermediérias do depbsito de amiloide, os glomérulos do
mesmo rim podem ser diferentemente acometidos (SLAUSON e col. ,
1370). Nos estadios avangados, todos os glomérulos sdo invaria--
velmente atingidos. | _

0s tibulos sdo geralmente dilatados, reves
tidos por células clbicas, contendo na luz material amorfo PAS
positivo (COHEN, 1967). Os depbsitos de amiloide, comegam por se
localizar nas proximidades da membrana basal tubular, estendendo

-se ao tecido conjuntivo intersticial.

- Numercsos trabalhos de microscopia eletrd-
nica tém sido realizados tanto em rins amiloidbticos de animais
experimentais quanto em rins humanos obtidos de bidpsias e autbp
sias. Um dos mais importantes trabalhos pertinente ao assunto
foi realizado por COHEN e CALKINS (1959) que descreveram pela -
primeira vez um componente fibrilar no amiloide de inersas ok o T8
gens. Este trabalho veio confirmar a hipbtese de ROMHANYI (1949)
que ao observar a birrefringéncia do amiloide, sugeriu a possibi
lidade da substancia ser constituida de fibras. Na realidade ho-
je sabemos que a aparencia hialina e amorfa do amiloide, vista
ac microscdpio Sptico, corresponde, de fato, aoc depdsito de mate
rial fibriiar. |

0 componente fibrilar & - proteico e obser-
vado @o M.E., -mostra-se  constituido por fibrilas rigidas, ndo
ramificadas, medindo aproximadamente 100 i de espessura com COMe~
primento estimédo em 8000 % (COHEN e CALKINS, 1960).

De modo geral, o conjunto dos trabalhos e-

xistentes na literatura, mostra que existem semelhangas entre os
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achados ultraestruturais quer quando se estudam rins humanos guer
rins de animais experimentais, qualquer que seja a classificagao
da amiloidose estudada (COHEN e CALKINS, 1960; BERGSTRAND e
BUCH?, 19613 SUZUKI e col., 1963; HINGLAIS e col., 1964; SOREN-
SON e SHIMAMURA, 19643 SHIMAMURA e SORENSON, 1965; SHIRAHANA e
COHEN, 1967; ZOLTOWSKA e WRZOLKOWA, 1973). |

02 aubtores nem sempre con cordam quando des
crevem ag fases iniciais dos depdsitos de amiloide no rim.Assim,
COHEN e CALKINS, 1960, estudando amiloidose induzida por caseina
em coelhos observaram que guandoc exigtiam depbésitos focais de a
miloide no rim, eles eram localizados, entre o citoplasma da cé-
lule endotelial e a membrana basal; quando o acumulo era maior,
‘aparecia em peguena guantidade no lado epitelial da membrans ba-—
gal.

futros autores, em trébalhos posteriores ,
. concordém,em descrever o0s primeiros depdsitos da substancia ami-
loide na regido mesangial (SUZUKI e col., 1963; HINGLAIS e MONTE
NEGRO, 1964; SHIMAMURA e SORENSON, 1965).

SHIRAHAIA e COHEN (1967), estudaram exten-
gamente o assunto,'éncontrando a maidria dos depdsitos iniciais
de amiloide, localizados na 4rea mesangial: entre as células me-
sangiais, entre a célula mesangial e a oélula endotelial e entre
a célula mesangial e a membrana basal. A matriz mesangial (compo
' pente do mesangio, frouxo, semelhante & membrana basal) as vézes
ge confunde com a substéncia amiloide..Estes autores 6oncluem
neste trabalho, que asg éélulaé mesangiais, sao capazes de tomar
parte na formagao e na reabsorcao do amiloide,

A medida que 08 dep091tos progridem, estes
vio se relascionando com a membrana basal dos capilares. ls vézes
o membrana basal é claramente separada das fibrilas de amiloide
enguanto gque em outras ocasides ela torna-se volumosa,'é custa
de fibrilas na sua espessura, chegando mesmo a. perder-se, imersa
na massa de amiloide (JAO e PIRANI, 1972; HIPPINSTALL, 1974).
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Com relagdo as células epiteliais, de modo
geral, as alteragOes consistem em perda dos processes podalicos,
a medida que os citoplasmas dos mesmos vao se fundindo em contiw
guidade a membrana basal, nas.éreas onde existe amiloide “(JAO e
PIRANI, 1972).

Da extensa bibtliografia consultada encon—
tramos apenas no trabalho de SORENSON e SHIMAMURA, 1964, o encon
tro de substéncia amiloide na luz dos capilares glomerulares,

As fibrilas de amiloide por vézes podem a=
parecer livres no espago de Bowman, tanto em amiloidose renal hu
mana (SHIRAHAMA e COHEN, 1967) como em amiloidose renal experi-—-
mental. (HINGLAIS e col., 1964).

Com relac3io a outras estruturas renais, ta
bulos, intersticio tubular e vasos, o trabalho de JAO e PIRANT ,
(1972); realizado em rins humanos, mostrou que nos casos de depd
sitos iniciais de amiloide, a membrana tubular se encontraba nor
mal; o intersticio tubular j& apresenta pequenos depdsitos em
torno de capilares . e fibroblastos adjacentes. Nos capilares o a=
miloide aparecé inicialmente depositado na membrana basal, espes
sando-a discretamente. Em arteriolas e pequenas artérias, as fi-
brilas de amileide, raras vézes, foram observadas na porg3o suben
dotelial ou no interior da lamina ellstica interna.

Em amiloidoses moderadas, a membrana basal
tubular se achava espessada, notadamente nos segmentos das algas
de Henle, tlibulos convolutos distais, tiibulos coletores e rara—-—
mente nos tubulos convolutos proximais. Nos casos avancados, on-
de havia grande quantidade de amiloide intersticial e pefivaécu-
lar, as membranas basais tubulares perdiam sua identidade, em
meio a massa das fibrilas de amiloide. As células tubulares com-
primidas eram pequenas mas frequentemente apresentavam numerosas

mitocondrias. Em alguns tllbulos foram observadas fibrilas no in-—
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terior da luz. No intersticio, em meic as massas de amiloide en-
contravam—se restos de organelas citoplasmaticas ou feixes de £i
bras colagenas. Nos capilares intersticiais, a membrana basal,
quase sempre desaparecia em meio a massas de fibrilas., Em arte-
riolas e pequenas artérias, o amiloide era mais abundante entre

as céiulas musculares lisas da média.

A microscopia eletrdnica permite distinguir
com facilidéde as alteracles glomerulares da amiloidose de ou-
tras alteragoes glomerulares que tem aspecto semelhante ao micros
cbpio éptico (SUZUKI e col., 1963; OSLEN, 1972).

. b) Amiloidose hephtica — O figado & um Or—

gao frequentemente afetado na amileoidose, porém as alteragOes da
func3o hepatica geraimente szao discretas a despeito da  grande

quantidade de amiloide depositada no &rgdo (LEVINE, 1962),

Macroscopicamente o drg3o pode estar bas-
tante aumentado de volume, Externamente e aos cortes, apresenta

cOr castanho palida, consisténcia firme e aspecto céreo.

Microscopicamente, a substancia amiloide
aparece inicialmente entre as células de Xuppfer e o hepatdcito.
" A medida que o depdsito progride, comprime as cé&lulas hepdticas,
levando~as a atrofia e posterior désaparecimento, quando grandes
&dreas do parenguima, podem ser substituidas inteiramente = pelo

amiloide (COHEN, 1967).
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A microscopia eletrdnica, observa-se que
as fibrilas de amiloide depositam-se inicialmente no espago de
Disse (SKINNER e col., 1966). A medida da progressdo dos deposi-
tos, estes vao comprimindo e atrofiando as células hephticas,bem

como obstruindo os sinuzdides.

¢} Amiloidose esplénica: Como no rim € no

figado, pequenos depbsitos de amiloide no bago, passam desaperce
bidos macroscopicamente, Quando ostepésitos sao mais extensos ,
pode existir esplenomegalia, havendo relato na literatura de ru-
tura expontﬁnea do brgdo com hemoperitaneo fatal (POLLIACK e
HERSHKO, 1972).

A deposicdo de amiloide no  bago pode se-

guir dois padrSes distintos ou uma associagdo de ambos:

a) Deposicg3o de amiloide limitado as adjacéncias dos folicu-
‘los-linfdides ou no interior dos foliculos. Esta deposigao
34 um aspecto, & macroscopia, de pequenos ndédulos consig-e

tentes aparentando granulos de sagu ("bago sagu").

b) Deposi¢@o de amiloide nas paredes dos seios esplénicos e
nas traves conjuntivas. Estes depdsitos, determinam, nota-
damente na porgEo capsulér do 6rg§o, estrias ou focos eSe
branquigados, consistentes, lembrando a gordura branca dos
suinos (baco lardhceo). As v8zes hi coalescéncia destes de

pbsitos, formando massas nodulares de amiloide.

A microscopia eletrdnica, observa-se que
os depbsitos iniciais da substancia amiloide encontra-se nas pro
ximidades das membranas basais das células reticuloendoteliais -
dos seios esplénicos e no interior da parede de pequenas artérias
(COHEN e col., 1965). Em 1967, RANLOV e WANSTRUP, observaram que
fibrilas de amiloide podem ser encontradas no interior do cito=—
plasma de células do SRE do bago, aspecto este, confirmado  por
KAZIMIBERCZAK (1972). | '



d) Amiloidose de outros Orgios : As supra-

~renais e os nédulos linfhticos sBo também locais de envolvimen-
to relativamente frequente por amiloidose associada a doengas
cronicas.

Na supra-renal, os depdsitos se iniciam
nas proximidades das membranas basais das células da coftical,ng
tadamente da zona glomerular. A medida da progressao dos depdsi-
tos estes v3o acometendo zonas mais profundas até atingirem a me
dular (ROBBINS, 1974). ‘ ‘ |

| No nbddulo linfatico, a distribui¢Zo do ami
loide pode inicialmente ser confinada ao tecido conjuntivo peri-
yascular e posteriormente envolver todo O nbédulo, convertendo =o
em uma massa de amiloide (HEEFNER e‘SORENSON,-1962). Eventuélmeg
te pode éumentar de volume, simulando uma linfoadenopatia, aspeg

to este, mais observado, na amiloidose priméria (MACKENZIE,1963).

o

1.1.6. A natureza e patogenese

. A definic3o quimica da natureza das  pro-
teinas que co&pﬁem as fibrilas de amiloide tem sido realizada em
funcZo de métodos que permitem a solubilizacao, o fracionamento,
a purificagic e a concentragdo dos maiores constituintes protei-
cos destas Fibrilas (PRAS e col., 1969). |

A investigagdo quimica dos tecidos com ami
1oide; fol iniciada por FRIEDREICH e KEKULE*que em 1859, chegaram
a conclusfo que somente proteinas faziam parte do amiloide. Este
dado, foi confirmado por SCHMIEDEBBRG*em 1920, pela similaridade
dos pésos'moleculares do amiloide e das globulinas séricas, suge
rindo, portanto, que a substincia amiloide era constituida de
globulinas. LETTERER*(1934), postulou que o amiloide constituia-
 —se de imunoglobulinas normais, depositadas nos tecidos na forma
de imunoprecipitados. Com o desenvolvimento de método para isola
mento de fibrilas de amiloide (COHEN e CALKINS, 1962), intimeros

*
apud HARDT e RANLOV {1973).



trabalhos de fisicoquimica e imunoquimica tem sido realizados.

OSSERMAN e col. {1964), sugerem a possibi-
lidade da participacao de 1munoglobu11nas .anormais ou suas frae=
¢des, na formacac da amiloidose.

GLENNER e col. (1971b),pela anilise da sew-
quéncia de amino-icidos e imunoquimica de fibrilas de amiloide i
soladas e pufificadas, concluem que estas fibrilas consistem de
Fragmentos de imunoglobuiinas de cadeias leves., Em trabalhc re-—-
cente, SHIRAHAMA e col.,(1973), demonstraram que um conjunto de
segmentos variaveis de imunoglobulinas de cadeia leve, tem arran
jo Fibrilar.

Qutros trabalhos concomitantes e posterio-
res sugerem que as fibrilas de amiloide, possam ser formadas por
destruicBo enzimatica de cadeias prolipeptidicas leves, circulan
tes, de imunoglobulinas (GLENKER e col., 1971a;FRANKLIN e ZUCKER—
~FRANKLIN, 1972; TAN e col., 1972; LINKE e col., 1973). Em con—
Cordﬁﬁcia;com estes achados bioquimicos, em 1972, KAZIMIERCZAK e
em 1973 e 1975, SHIRAHAMA e COHEN, mostraram ao microscdpio ele-
tronico, a intima relag%o'entre'as-fibrilas de amiloide e lisoso
mas. Aqui abriu-se um novo campo de pesquisa para se estudar en-
zimas e amiloi&ose e_reabsorgﬁo do amiloide (FIELDS e col.,1973).

A relagEb entre proteina de Bence-Jones e
amiloide foi postulada por MAGNUS-LEVY em 1931 e enfatizada por
OSSERMAN e col, em 1964; recentemente, GLENNER e col. (1971a),u-
sando pepsina (pH~3,5; T=-372C) conseguiram criar fibrilas, com
as caracteristicas das fibrilas de amiloide, ao digerir proteinas
monoclonais de Bence=Jones.

Em 1973 TERRY e col., através da andlise -
' sequencial de amino-&cidos, demonstraram que havia homologia es-
trutural entre fibrilas de amiloide isoladas de um depdsito no
intestino delgado e proteinas de Bence-Jones isolada da urina do
mesmo paciente., Parecia entdo confirmada a participacdo de pro——

teinas de Bence-Jones na patogénese do amiloide. No entanto, mui
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to embora, este fato tenha sido confirmado por outros pesquisadg
res, algumas proteinas de Bence-Jones, nao pfoduzem fibrilas de
amiloide, sob as mesmas condig¢Oes.(GLENNER e col., 1973).

OSSERMAN e col. {1964), tém énfatizado, que
a prdteina de Bence~Jones, de pacientes com amiloidose, tem uma
grande tendéncia a.se 1ig§r a certos tecidos normais, evidencian
do uma maior afinidade que outras proteinas de Bence~Jones de in
dividuos sem amiloidose. Isto indicaria que algumas proteinas de
Bence-Jones tem caracteristicas "amiloidogénica". Revendo os tra
balhos de GLENNER, parece provével que esta caracteristica "ami-
loidogénica" deva ser encontrada na regifio variavel de cadeia lg
ve de imunoglobulinas.

‘ Embora reconhecida a natureza imunoglobull
nica de alguns amileides, outros, pripcipalmente aqueles ligados
a amiloidose familiar e secundéria, quando submetidos a andalise
sequencial de amino-acidos, revelam-se constituidos por uma nova
classe de proteina-fibrilar-amiloide (GLENNER e col., 1973). Es~
ta proteina foi denominada de AUO (Amyloid of unknown origin) oum
AS {Amyloid subunit) e um dos candidatos para esta fonte de pro-
teina AUO deve ser "algo" relacionado a imuncglobulinas, como
por exemplo, componentes do complemento.

' BLADEN e col. (1966), trabalhando com ami-
loide purificado, obtido de S pacientes com amiloidose priméria
ou secundaria, descreveram ﬁma estrutura semelhante a uma erca,
medindo 80 i de diémeqro e compbsta de 5 sub unidades globulares
em torno de uma cavidade central. Esta estrutura pentagonal & u-
ma proteina com atividade antigénica, encontrada em todas as pre
paracCes de amiloide estudadas (CATHCART e col, 1971), Os anti-——
corpos obtidos contra este componente pentagonal, reagem'também
com um.componente do soro de pacientes normais (por este motivo
foi esta substincia denominada "Componente plasmatico" ou "Compo
nente P"), Por imunoceletroforese, o"Componente P", foi identifi-

cado como uma glicoproteina que migra na regiZio alfa 1. Segundo
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GLENNER e col. (1973), "a presenca constante desta substancia nos
depdsitos de amiloide, parece ter uma significancia patoldgica,
embora seja possivel que represente apehas, uma adsorgac nos de=
pbsitos fibrilares de amiloide, de um componente protéico do so-
ro",

A descoberta por GLENNER e col. em 1970,
de que um anticorpo idiotlpico para protelina=fibrilar amiloide
de um paciente, reagia com um componente do sOro somente  deste
paciente, foi a primeira indicacZo da existéncia de um precursor
circulante para as proteinas fibriiares do amiloide, Segundo -
GLENNER e col. (1973}, h& 4 formas possiﬁeis de precursores, 3

dos quais sdo fragmentos de imunoglobulinas:

a) Complexos antigeno-anticorpo podem ser catabolizados  por
macrd fagos (WALDMANN e STROBER, 1969), as imunoglobulinas
degradadas e deste modo levariam a formag2o de fibrilas e
. deposigio em drgdos ricos em macrdfagos como o figado, bae
¢o e rins, produzindo uma distribui¢do caracteristica da

amiloidose secundaria.

b) Imunoglcbulinas normais livres ouw fragmentos de imunoglobu
linas (éadeiés polipeptidicas leves) circulantes e em con-
cehtrag%o aumentada, como acontece, por exemplo, no Mielo-
ma maltiplo, poderiam ser uma fonte direta de fibrilas mno
sistema vascular, produzindo uma distruibuigdo caracteris-

tica de amiloidose primaria.

c) Uma delecZo no gene que @roduz imumoglobulinas de  cadeia
leve, poderia resultar em fragmentos andlogos a fragmentos
de cadeia pesada; como se observa na "doenga de cadeia pe-
sada" {macroglobulinemia de Waldenstrom) (FORGET e col. ,
1966) | |

d) Sob certas circunstancias, poderia estar separada a sinte—
se de regiles constantes (corboxi-terminal) e variaveis
{(amino~-terminal) das cadeias leves das  imunoglobulinas ,

levando a formacdo de fibrilas.
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Inimeros trabalhos tem mostrado que as fi-
brilas de amiloide t@m uma restrita regiZo aﬁtigénica (GLENNER e
col. 1973), explicando assim que embora ocasionalmente tenha . se
encontrado imunoglobulinas nos depdsitos de amiloide (MELLORS e
ORTEGA, 1956; VASQUES e DIXON, 1956) a maioria dos pesquisadores
nao consegue demonstrar imunoglobulinas ou suas sub unidades, U
sando antisoros especificos, quando trabalham com fibrilas isola
das de amiloide (BENDITT e ERIKSEN, 1961; FRANXLIN e PRAS, 1969).
Usando técnica de anticorpos ligado & ferritina, PAUL e COHEN
{1963), n3o conseguiram demonstrar ac microscdpio eletrlnico ga-
maglobulinas em fibrilas isoladas de amiloide,

A nocdo de que a amiloidose consistia de
depbsitos de gamaglobulinas circulantes, ficow suspeita quando
CLERICE e col, (1965}, conseguiram induzir imunotolerancia para
caseilna em ratos recém-nascidos, que no entanto desenvolviam ami
loidose, exatamente igual a do grupo controle de ratos nao tole-
rantes. Em 1964, TEILUM, descreve agamaglobulinemia associada a
amiloidose. | _

Em vista dos-dados expostos, podemos dedu
zir quio contraditérip tem sido os resultados obtidos por imuno-
fluorescéncia, dos depdsitos de amiloide.

| Em 1956,.MELLORS e ORTEGA, descreveram imu
noglobulinas em tecidos humanos com amiloidose. Este dado foi
confirmado experimentalmente em coelhos com amiloidose (VASQUES
e DIXON, 1956). No entanto, ZUCKER-FRANKLIN e FRANKLIN, 1970,n%3o
puderam demonstrar imunoglobulinas em depbsitos de amiloide em
varios tipos de amiloidose (amiloidose primaria, secundaria a
tuberculose e associada ao mieloma mﬁltiplo). Também MERETOJA e
col., (1972), estudando amiloidose renal associada a  distrofia
latice da cdrnea, n%c encontraram nos depééitos, presenca de imu
-noglobulinas ou o componente B1C do complemento.

. Além das imunoglobulinas, outros componen—
tes séricos tém sido descritos nos depdsitos de amiloide. LACK-

MAN e col. (1962}, e SCHULTZ e col.,(1967), descreveram a presen .
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ca de componentes do complemento em depbsitos de amiloide, suge-
rindo assim uma espécie de mecanismo imunolégico responsavel pe-
lo aparecimento de amiloidose nos tecidos. HOROWITZ e col.(1965),
usando também técnica de imunofluorescéncia descreveram a presen
ca de fibrinogénio em pacientes com febre mediterranea e hiperfi
brinogenia e em menor quantidade em pacientes com hipergamaglobu
1inemia, sugerindo que o amiloide simplesmente representa uma
deposi¢do nos tecidos, de proteinas que se encontram em altas =
concentracdes no sOro. _

MILGRON e col. (1966), por imunoeletrofore
se descreveram dois componentes na substancia amiloide: uma lipo
proteina e uma componente gue apareéia na regido de alfa globuli
na; sugerindo que estes dois componentes, devam ser proteinas sé
ricas normais, que tornam~se concentradas nos depbsitos de ami—m
1dide. | |

0s componentes polissacaridios, normalmen-—
te encontrados nos depdsitos de amiloide, na maioria dos casos,
nBo sZo constituintes das fibrilas nem, aparentemente, S30 relas
cionados com sua formagio ou deposic¢io, acumulando—se,'pdssivelu
mente, como um fendmeno secundario. Outras moléculas como ¢lico-
proteinas e 1ipides, frequentemente observadas nos depbsitos de
amiloide, n3o parecem ser, componentes integrais das fibrilas =

(GLENNER e col., 1973).

Em 1964, TEILUM estudando -a amiloidose em
ratos, induzida por caseina, elaborou uma terioria bifasica para
a produc3o do amiloide., Na primeira fase ou fase pré-amiloide ,
também chamada fase-pironinofilica, haveria, nos animais experi-
mentais, uma proliferaco de células pironinofilicas, reticula--
res e linfbides, A pironinofilia tecidual & observada claramente
nas zonas perifoliculares do bago e na cortex dos nddulos 1infie-
ticos. Na segunda fase, denominada fase-amiloide, haveria uma -
marcada e progressiva diminui¢3o da pironinofilia, com o apareci

mento de amiloide nestas areas; concomitantemente, aparecem nas
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imediagOes deste amiloide células do SRE com‘citoplasma PAS posi
tivo. |

TEILUM postulou que para a producdoc de ami
1oid¢. devesse existir inicialmente um estimulo antigénico do
sistema imune, quando ent3o aparecgériam as células pironinoflli-
cas; posteriormente com a.persisténcia da inducZo antigénica ha-
veria exaustdo do sistema imune e ¢ amiloide seria depositado .
Portanto, "o amiloide seria formado "in situ", por células fixas
do SRE por secre¢ao local de gleobulina contendo polissacarideos,
que permanecem justapostos a estas células na forma de agregados
soluveis™, ‘

Em 1970, CATHCART e col., lancaram a suges
t% de que a amiloidose poderia ser uma expressdo de tolerancia
imuaoldgica, pois conseguiram induzir tolerancia a caseina em co
baios, sem depresséo da imunidade celular a outros antigenos; su
gerindo que a tolerfncia a um imundgenc especifico pode ter um
papellcenﬁral na amiloidogénese. ‘

Um ano mais tarde, HARDT e CLAESSON(1971),
nﬁo conseguiram repetir os achados de CATHCART, observando que
a depressio do sistema imune celular era intensa nos animais ex-
perimenfais com amiloidose. Em outro trabalho HARDT (1971), da
uma evidéncia direta de que a amiloidose & induzida por células
imunocompetentes, quando consegue induzir amiloidose em ratos
singénicos normais com supressio imunoldgica, através da transfe
réncia de cdlulas do baco, de um animal doador amiloiddtico.

A teoria de que existe uma depressac geral,
no sistema imune celular, em animais amiloiddticos & evidenciada
pelo trabalho de CLAESON e HARDT (1972). _‘

| Na investigac3o da relacBo entre amiloide
e imunidade celular deprimida, infimeros trabalhos tem sido publi

cados, usando condig¢Ces que favorecem a de ress3o linfocitiria :
q P
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Timectomia (RANLOV, 1966) , esplenectomia (CALKINS e col. 1960)?

- . L . [y * - , -
radiachc ionizante (LESHER e col. 1957) , antimetabdlicos (GOCD,

1967)"

e cortisona (COHEN e col. 1962; TEILUM, 1964).
Segundo HARDT e RANLOV (1973}, a teoria de

que a amiloidogénese esté intimamente relacionada com disthrbios

do sistema imune, & baseada em:

a)

b)

c)

d)

A doenca pode ser provocada por estimulag3c antigénica prg

longada.

As chlulas engajadas com a fase pré-amiloide e amiloide
(TEILUM, 1964) s3o aquelas conhecidas como mediadoras da

reacao imune.,

Na fase amiloide s3o observados graves distirbios funcio—-
nais no sistema celular imune e estes distirbios podem ser

correlacionados a alteracOes histoldgicas nos Orgaos lin—

~ foides,

‘As fibrilas de amiloide consistem de componentes de imuno-

globulinas.

~ Apesar dos esforgos, de vlrios grupos de

pesquisadores em todo o mundo, estudando o assunto sob varios ag

gulos, com os meios mais sofisticados usados na pesquisa cienti-

Fica,

. - * - - * .
a origem do amiloide permanece ainda enigmatica.

*
apud

FALKSON e FALKSON, 1973.
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1.2. A Paracoccidicidomicose (Blastomicose Sul-Americana-BSA)

1.2.1., Consideragoes gerais

A Paracoccidioidimicose (t8rmo sugerido em
1971, no I Simpdsio Sul Americano sobre o assunto, realizado na
Colombia sob o8 ausplcios da OPAS-OMS) & uma micose profunda, de
carater endémico, distribulda por quase todo Brasil. Foi identi-
ficada pela primeira véz por LUTZ em 1908, o qual descreveu oS
aspectos clinicos e patoldgicos da doenca em sua forma mucocuta-
nea, isolando o fungo de dois pacientes com lesGes labiais.

SPLENDORE (1910), descreveu mais quatro ca
sos da doenga e em 1930, ALMEIDA identificou o agente etioldgico

propondo para o mesmo a derominagdo de Paracoccidioides brasili-

ensis (P. brasiliensis).

O P.brasiliensis & um fungo imperfeito, de

dimorfismé reversivel pela alteragﬁo da temperatura. Assim em
culturas mantidas a 3792C e em tecidos humanos, assume a forma le
veduriforme, com gemulagao caracteristica em roda de leme. O as>
pecto em "roda de leme" observado ao microscdpio dptico e ac mi
croschpio eletrdnico (CARBONELL e POLLAK, 1963; FURTADO e col.,

1967+ CARBONELL, 1971) & falaz} ao microscbpio eletrdnico de var
redura, o Fungo em reprodugéo, aparece como uma esfera provida -~
de brotamentos em toda sua superficie, semelhante ao aspecto de
wma mina maritima (VIEIRA E SILVA e col. 1974). Este tipo de bro
tamentos miltiplos & caracteristico do fungo, sendo ja salienta-
do por LUTZ na sua descrigd@o. Quando a cultura é mantida em meio
ambiente, toma a forma filamentosa.

| A paracoccidioidomicose & observada com

freqﬁéncia na Venezuela, Colombia, Uruguai e Argentina, sendo o©
Brasil e especialmente o Estado de sic Paulo, onde € assinalada

a maioria dos casos (MACKNNON, 1972).



A distribuigo geografica do P.brasiliensis

parece confinada a regifio florestal, sub-tropical e tropical ami
da com temperatura média anual entre 17 e 242C, verdes chuvosos e
invernos moderados, sendo rara.a ocorréncia em desertos, estepes,
zona litorinea e floresta equatorial (MACKINNON, 1972).

Como a micose em questﬁo, parece estar mais
ligada a individuos do meio rural, se iniciando na regiZo buco-fa
ringea, muitos autores admitem a possibilidade da mesma estar re
lacionada aos habitos higiénicos destas pessoas. No entanto nao
se conhece bem o habitat natural dé agente, as condi¢fes de sua
vida saprofitica ou o modo de contaminag3o do homem.

Assim como, admite-se que a lesdo dinicial
deva comecar na regizo buco-faringea, com comprometimento 1infa-
tico-regional e posterior disseminacZic linfhtica e hematogénica,
inclusive para pulmoes e pele (AZULAY, 1953; MOTTA, 1956),0utros
" autores, admitem que a les?c se inicia por via pulmonar, pela i-
nalagﬁo do fungo do meio ambiente, com posterior disseminagao lin
fhtica e hematogénica para outros locais (MACKINNON, 1968; LONDE
RO e RAMOS, 1972). Os numerosos casos de Paracoccidioidomicose
surpreendidos em hospitais para dcengas pulmonares (REGO e col.
1968) e a obéefvag%o.de lesdes mucocutdneas varios anos apds o
diagndstico das lesdes pulmonafes (ROLLIER e CHENERAULD, 1962)
evidenciam a alta frequéncia do Fbco primario, residindo no pul-

maoc .

Sob o ponto de vista histopatoldgico, as
1esSes observadas na Paracoccidioidomicose, s3o do tipo granulo-
matoso. A literatura pertinente & rica em descri¢les pormenoriza
das, das lesdes observadas no homem, sendo fundamentais os traba
lhos de CUNHA MOTTA, no Brasil (MOTTA, 1935, 1945, 1948, 1956).

MENDES e col. (1971), PADILHA-GONCALVES
(1972) e MUSSATI (1974), mostraram que pacientes com Paracoccidi
oidomicose apresentam depressdo na resposta imune mediada por cd

lulas, o componente da resposta imune que é mais efetivo na pro-
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tec%o a fungos (Informe de grupo cientifico da OMS, 1973).IABUKI

(1973), refere esta hipdtese, ao descrever a evolugac da infec-

c¢%o experimental do hamster por P.brasiliensis. A imunidade humo
ral, parece n30 ser prejudicada em individuos com BSA, ja que
o resultado de varias pesquisas soroidgicas mostra que os antica
pos circulantes encontram-se em alta porcentagem no soro destes

pacientes (CORREA e GIRALDO, 1972).

. 1.2.2. Os modélos experimentais -

0s trabalhos com modélos experimentais de
Paracoccidioidomicose, tém permitido o estudo da morfologia do
agente nos tecidos, bem como conhecimentos sobre a patogenia da
doencga. ‘
| A primeira vez que se conseguiu pfoduzir

infeccdo experimental por P,brasiliensis foi em 1927 quando MON—

TENEGRO, utilizando o cobaio e a via testicular para o indcuilc ,
produziu orquite especifica, Sem generalizacao da doenga. Antes,
SPLENDORE (1910), 3& havia'inocﬁlado, cobaio, gato, cac e macaco
com meterial de lesdes humanas, sem no entanto obter resultados.
_ . Infimeros tem sido os animais de laboratd-=
rio, além do cobaio, usados como modélos experimentais: rato, coe
lho, camundongo e hamster. Infimeras, também, tem sido as vias de
inoculacBo dos animais, digestiva, respiratéria, subcutanea, in-
tra-peritoneal, intra-cardiaca, intra-muscular, endovenosa e
intra-testicular. Entre nds, o animal mais utilizado & o cobaio
e para o indculo, a via intra~testicular.

0 hamsters foi utilizado pela primeira véz
como modelo experimental para a BSA, por GUIMAREES (1951), que
utilizou a via intra-testicular para inbcular, material colhido
de les3o labial de um paciente com Paracoccidioidomicose. Neste
animal pode observar a evolugdo das lesdes, semelhantes a doenga
humana progressiva. As lesdes comprometiam, em ordem decrescente
de intensidade, os testiculos, figado, nddulos linfaticos, bacgo,

pulmies e intestinos. GUIMARKES em 1964, volta a chamar a aten--
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¢cZo sobre a importancia do hamster para modélo experimental da
BSA. Neste trabalho, compara os resultados obtidos com micoses -

experimentais, no hamsters, cobaio, rato e camundongo.

CONTI-DIAZ e FURCOLOW (1972} em um trabaw—
iho critico sobre o comportamento do hamster e do camundongo R

gquando inoculados com P.brasiliensis, optam pelo hamster e via

intra=testicular, por serem os que produzem melhores resultados.

| Entre nbs, IABUKI (1973), estudoun a BSA
experimental no hamster, dandd uma excelente descricdo da morfo-
logia das lesSes de inoculac3o e de disseminagao,da ultraestrutu

ra do local do inéculo, bem como estudando a evolucio dos titu—-

los de anticorpos circulantes; neste trabalho, a autora cita o

encontro de amiloidose, em alguns animais experimentais.



2e OBJETIVO DO PRESENTE TRABALIO

- Em 1973, IABUKI, trabalhando com Blastomi-
cose Sul-Americana em hamsters, notou gue alguns animais desen-
volviam anasarca em tdrno do 702 dia, pds inoculagfo.

Na autdpsia, estes animais  apresentavan,
além da dissminagdo da doenca, amiloidose de varios drgaos (fiza
do, nédulos linfaticos, supra-renais, bag¢o e rins), A distribui
¢80 orgfnica era portanto a do tipo securiddrio (REIMANN e col.,
1935; KYLE e BAYRD, 1975) ou semelhante ao Padrfio II de ISOBE e
OSSERMAN (1974). -

Esta observagio permitiu que planejassemos

este trabalho, com og seguintes objetivos:

1. Estudar, do ponto de vista de mieroscopia dptica e ultraes
truteral, as lesGes de amiloidose remal gue se desenvolvem

el hamsters com Paracoccidioidomicose experimental.

2, Estudar, as variacgles da proteinuria de 48 horas e das ta-
xas de uréia, creatinina e proteinas no sdro antes e de-

pois do aparecimento da amiloidose Tenal,

3., Estudar como em 2, o comportamento das proteinas eéricas

e urinarias, através da eletroforese do s8ro e da urina.

4, Pesquisar como em 2, por imunceletroforese, IgG e a fragéo

03 do complemento, na urina e no sdro.
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3. MATERTAL E METODOS

3els Animaig Utilizados

Prabalhamos com hamsters (Mesocricetus

auratus), machos, com cdrca de 3 meses de idade, pesando em mé~
dia 79.5 g, provenientes do biotéric da Faculdade de Ciéncias Mg
dicas e Biologicas de Botucatu.

Bstes animais foram divididos em 4 grupos

experimentais que foram trabalhados em épocas diferentes.

GRUPQ 1 - Composto por 26 animais inoculados com  E.

bragiliensis (cepa 18).

GRUPO 2 - Composto por 13 animais inoculados com solu

¢80 de meio de cultura, em salina estéril (contrdle do grupo 1).

_ Os animais destes grupos, eram pesados &
cada 10 dias e foram utilizados para estudo de microscopia Opti-

ca e microscopia eletrdénica dos rinse

GROPQ 3 ~ Composto de 30 animais inoculados com Pe bra-
giliensis (cepa 192).

GRUPO 4 - Composto de 10 enimals, inoculados com S0 1=

¢lo de meio de cultura em salina estéril (contrd8le do grupo 3).

Os animais dos 2 Ultimos grupos forsm ubi-
lizados para estudo da fung8o renal, eletroforese e imunoceletro-

foregse das proteinas do sbro e urina.
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3¢2. Indculo e Via de Tnoculacdo

Para o incculo foi usada suspenséo, em sa-

lina egteril, das cepas 18 e 192 de P. brasiliengis, provenien~

tes da micoteca do Departamento de Microbiologia e Imunoclogia do
Instituto de Cilncias Biomédicas da USP. As culturas foram usa-
dags no 72 dia de cultivo, O meio de cultura do fungo foi o de
PAVA NETO (1955), a 372 C, em tubos de 20 x 220 mm., A suspensdo
tinha a turvacdo igual ao tubo 6 da escala de MAC FARLAND, Des-
ta suspenséio, 0,2 ml, foram imediatamente inoculados no testicu-
lo esquerdo de cada hamster, sob anestesia superficial com eéter
sulfurico.

Os animais dos grupos contrdles foram.injg
tados, identicamente, com 0,2 ml de soluglo de meio de  cultura

em salina esteril,

| 3:@.1. Microscopia Optica (1.C. )

Para o estudo anatomo-patoldgico, a0  mi-
croscopio Optico, 2 animais do grupo 1 e 1 animal do grupo 2, fo
ram sacrificados de cada vez, com éter éulfdrico, aos 29, 40, 50,
. 61, 70, 81, 90, 102, 110, 123, 130, 140 e 151 dias apos a inocu-
laglo. |

3e2.2+ Microscopia Eletrdnica (M.E.)

Para © egtudo ultraestrutural da amiloido-

se renal, os rins usados, foram selecionados apos analise previa
b

do material a M.Os



3e3e Exames laboratoriais

quexa da tabela 1.
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Os exames laboratoriais, obedeceram o o8-

TABELA 1

Exemes laboratoriais realizados nos animais do grupo 3 e

4 por epoca de sua realizacho.

Momentos |antes da |Apés a InoculagBo Apds
de -4 P
Exemes d InoculagHo — —
Taboratdrio 30 dias* |60 dias Edena
Proteinuria de 48 e
horase ' + + + +
Proteinenmia + + + +
Uréia no sdro + + + +
Creatinina no sdro + + + +
Eletroforese de
proteinas do sdro + +
Eletroforese de
proteinas na urina + +
Imonoeletroforese + +
do sdro
Imunoeletroforese _
. + C
da urina
# Escolha dos periodos baseado em resultados anteriores

de IABDUKI, (1973).

# ¥ Exame realizado.
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3o4e Colheita de Material

3ed4.1l. Sangue

0 sangue foi colhido por pungéo cardiaca,
com o animal sob anestesia superficial ou a céu aberto, aspirado
com geringa, sem anticoagulantes e colocado em tubos de ensaio
pequenos, identificados. O volume de sangue colhido variou com
o momento da colheita, tamanho do animal e fatdres tecnicos mo-
mentfneos. O sbro era separado por coagulag¢f@o, em geladeira a
42 C por 24 horas. A seguif 0 sobrenadante era separado e cen—
trifugado durante 15 minutos a 2,000 rpm. O sbro assim obtido
era transferido para tubog de ensgaio esterilizados e congelados

a - 202 C, com a devida identificagHo.,
3.492. Urina

A coleta de urina foi feita com os animais
colocados em gaiolas metabdlicas, com restrigBo hidrica, por 48
horas. A urina era coletada em pequenas provetas, © volume uri-
nério individual era medido, e a seguir era ela centrifugada e

congelada a~20¢ C para uso posterior.

Je4s3e Necropsia e colheita de fragmentos de tecido

O animais sacrificados foram abertos ven-
tral e longitudinalmente com ampla incisfo toraco-abdominal, Fo-
ram expostos e examinados todos os Orgdos, com retirada de frag-
mentos para estudo endtomo-patoldgico, com especial interésse pe
los rins. ‘ |

0 rim direito era seccionado longitudinal-
mente a0 meio; uma das partes fixadas em formaldeido e a  outra

em Helly.
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0 rim esquerdo era seccionado de modo seme
lhante, uma Gas partes, fixada em formaldeido e da outra, retira
dos fragmentos para microscopia eletrﬁnica como descrito em 346,
1.

3.5, Microscopia {ptica

0 naterial utilizado para exame histoldgi-
co foi’preparado pelas tecnicas habituais ﬁe fixagao, inclusdo ,
corte é coloragfio normalmente empregadas nos laboratdrios de ro-
tina de Anatomia Patoldgica. -

A fixag8o foi feita er formsldeido a 10% ,
ou em Helly, em volume 10 vézes med or gque o fragmento a ser. fi-
xado. O-meio de inclusé@o foi a parafina e os cortes foram efe-
tuados’ com micrétomo comum, em secgOes de 4 micra. 4 coloragio
de rotina foi feita com hematoxilina e eosina (HeE.) e alguns
"dos achados histopatolégicos foram confirmados por coloragBes
especificas: prata urotropina (JONES, 1957), PAS (BOTEKHISS, 1948),
Hematoxilina-Fosfotungstica e Masson (AFIP).

3.5.1. Coloracles especificag para o amiloide

As l8minas dos rins dos animais do  grupo.
1 e 2 foram submetidas as coloragfes preconizadas para o amiloi-
de: Vermelho-Congo alcalino (PUGCHTLER e col., 1962), Vermelho -
Congo alcalino observado =zo microscopio de luz polarizada * (MIS
SMAHL e HARTWIG 1953), Vermelho Congo alcalino sob luz ultraévig
leta (experiéncia pessoal), Tioflavina - T (VASSAR e CULLING
1959, ROGERS, 1965) com seccBo histologica, montada em glicerina

tamponada (pH 8,5) sob microscépio de fluorescdnecia e metacroma=

# Fotomicroscopio ZEISS-STANDART RA, equipado com polarizador e

analizador de luz polarizadas



33

]
il

gia com Violeta de Cristal (LARSEN, 1958).

3502 Criterios de avaliacBo das lesBes

A andlise das lfminas de rim foi realizada,

gegundo o esguema, modificado de ALNEIDA, 1972 observando:

~ Estrutura geral do parénguima.

- (lomérulos: tamanho, lobulag8o, celularidade megangial
(#), celularidade parietal da cépsula de Bowman, infiltraglo dos
glomérulos por células inflamatorias, aumento da matriz  mesan-
gial, espessamento da membrana basal glomerular, presenca de de-
positos de amiloide, congestdio, sinéquias e fibrose.

. Tibulos: degeneraglo, sinais de regeneragfio, necrose,
atrofia, presenca de amiloide peritubular (intersticial), presen
ca e tipo de cilindros na luz tubular, destruicdo inflamatoria tu
buler. _ _

-~ Intersticio tubular: edema, hemorragia, presenca e ti-
pos de infiltrado inflamatério, depositos de amiloide e fibrose.

~ Vasos: hipercelularidade da parede, edema da parede,ng
crose, trombose; presenga de amiloide na parede.

Para efeito de avaliag@io do grau de acome-
timento amiloiddtico dos rins, dos animais do grupo 1, estabele-
cemos 0 seguinte eritério, para a quantificac@o da amiloidose re
nal, baseado na coloragfo das l@minas pelo Vermelho Congo alcali

no gob luz ultravioleta:

a) glomérulos: + a +++ (*)
b) intersticio tubular: + a +++

¢) parede vascular: + a +++

®* 4 = pouca ++ = moderada o +++ = muita
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d) indices de amiloidose glomerular (IAG), intersticio
tubular (IAIT), e parede vascular (IAV): Estes indices foram
definidos como a soma dos seinais (+) atribuldos a intensidadedos
depbsitos de emiloide, em cada uma das estruturas citadas.

e) dndice de smiloidose renal (IAR): definiu-se como in-
dice do amiloidose renal a soma dos indices de amiloidose glome-
rular, intersticio tubular e parede vascular, isto €,: IAR = IAG
+ IAIT + XAV, o

3.50.3+ Documentacfo Fotografica

A documentacfio histopatoldgica apresentada
foi obtida em fotomicroscdpio automitico Zeiss-Standart RAs  As
cdpias em branco e préto sfo ampliagles 9,0 x 6,0 cm de negati-
vos de 35 mm obtidos em £ilm Kodak, Plus-X~Pan, 125 ASA.

346, Microscopia Eletrinica

3¢6.1, Obtencdo e'fixacﬁb doa frarmentos

0 material para microscopia eletrbnica foi
- ¢olhido de rins dos animais do-grupo 1l e 2, recortados em frag—
mentos ciubicos de 0,1 a 0,2 cm, com gilete desparafinada.
. A fixacg8o fol realizada observando 0  se-
guinte esguema: _
(lutaraldeido = solugdBo aguosa a 2%, 0,32
M em templo fosfato (fosfatos, mono e bibdsico de sédio)  (MII~
10MIG, 1961), 0,22 M, pH 7.2, por 4 horas,
, Lavagen em salina tamponada (NaCl 0 85% e
sacarose 0,54%), 0,32 Y, por 3 vézes. _
Tetroxldo de Osmio - solugdo aquosa a 1%,
0,32 M por 4 a 12 horas,
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3e6.2. Desidratacio e embebiclo

A desidratac8o foi realizada por meio de 9
passaéens em &lcool etilico de 30% a 100%-9 2 pagsagens em Oxido
de propilenoc.

A embebicBo foi feita em dxido de propile~-
no e "Resina®#, em partes iguais durante 12 horas com agitagao
continua,

"Rogina" pura - 1 hora a 45¢ C.

3e6e3e Inclusfo e corte

Para a inclusfo, o material foi  colocado
em cépsulas de gelatina contendo "Resina® pura e assim  mantido
no ninimo por 48 horas em estufa a 602 C,. . |

Os blocos assim obtidos foram aparados e

'postefiorﬁente cortados em ultramicrdétome Sorval (Porter-Blum) .

346440 Coloracho

3.6.4,1. Cortes 2T0S808

0s cortes arossos (cérea de 0,2 micra de
espeasura) foram corados com uma mistura de solugdo aguosa de
Azur IT & 1% e Azul de metileno a 1% dissolvido em solugﬁo aguo-~

sa de Borax a 1%, em partes iguais. A coloragf@o foi realizada a

# "Regina®: 1l. Araldité (R)Gy 145 (CIBA) -~ 10 ml.
2¢ Acelerador B - 0,5 ml.
3, DDSA (anidrico dodecil suecinico) - 8 ml.
4, Dibuthylftalato - 0,1 m.
As substancias s8o misfuradas nesga ordem e agitadas

por 10 minutos em misturador elétrico.
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quente, até que o corante comegasse a secals Destes cortes, fo-
ram escolhidos os blocos dos fragmentos correspondentes, para se

efetunar og cortes finose.

3e6ebe2. Cortes finos

0s cortes finos (cérea de 90 milimicra de
espessura) & serem usados para observacfo ao microscopio eletrd-
nico, foram tratados com solugBo aguosa suturada de acetato  de
uranila a 2% e em seguida com solugfio aguosa de citrato de chun
bo a 2,6% (REYNOLDS, 1963).

3.6.5. Exame das telas e material fotografico

As telas, contendo os cortes finos de rins
com.amlloldose, foram examinadas e fotografaﬁas em microscopio e
letrénico Zeiss, EMOS-2, usando-se film Agfa-Gevaert (7 x 7). 4s
cqpias, com ampliacBes, foram feitas em papel fotografico EKoda-

bromide n2 3 ou 4.

3.7 Provas da funcdo renal

3.7«1le Proteinuria

As proteinas urindrias foram dosadas, em
duplicatas, através do método de MEULEMANS (informaglo do laborz
tério LABTEST *)e Os resultados foram expressos em mg de protei

na por 100 ml,

kY

* TABTEST 5/A - Belo Horizonte — MGs



3

it

34T+2+ Proteinemia

' As proteinas séricas foram dosadas em du-
plicata pela reagfo do Biureto, usando o "kit" do laboratério
WIEVER* para proteinas totais. O método € baseado no principio
de que as ligagOes peptidicas das proteinas, reagem com o ion cu
prico em meio alcaline, formande um complexo violeta gue e deter
minado fotométricamente em 540 nm;e cuja intensidade e proporcio
nal a concentragfo proteica total. |

0 espectro fotlmetro usado foi o SPECTRO-
NIC 88 (BAUSCH~IQNB) e os resultados foram expressos em g de pro
teina por 100 mi,

3.7+3¢ Uréia e creatinina no sdro

Para determinar a uremia, usados o “KitVpa
' ra uréia do mesmo laboratério WIENER. O método € baseado no.
principio da decomposigBo especifica da uréia pela urease, produ
zindo dioxido de carbono e amoniaco; este reage com o fenol e hi
poclorito em meio bésico produzindo azul de indofenol gue é de-
terminado fotometricamente em 540 nm. ©Os resultados foram  ex-

. pressos em mg de uréia por 100 ml de s0ro.

A creatinina foi dosada, usando o "Eit" pa
ra creatinina do laboratdrio LABTEST. © método € baseado no
principio de gue a creatinina e outros componentes do s8ro, rea-
gen com soluglo de picrato em meio alcalino, formando um comple-
x0 de cbr vermelha que é medido fotome tricamente. A adigio de
un acidificante, baixa o pH, promovendo & decomposicido do picra-

to de creatinina, permanecendo inalterada a cdr derivada dos cro

% WIENER lab, = Rosédrio, Sta. Fe -~ Arzentina,
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mogénios, que tambem é medida fotometricamente, A diferenca en-
tre as duas leituras, fornece o valor da creatinina,
Ambas as leituras sfo efetuadas em 510 nme

0z resultados foram expressos em ng de creatinina por 100 ml,

3.8, Eletroforese e imunoeletroforese de proteinas

3.8,1. Eletroforese

Foi utilizado o método de eletroforese em
18minas de vidyo de 2,5 ocm x 9,7 cm, recobertas com gel de agar
a 1% (CAWLEY, 1969).

0 gerador de tensfo foi da marca  BOSKAMP
PHEROSTAT, mod. 20.

Para migragfo eletrbforética‘dos sbros,
foi aplicada uma corrente constante de 15 mili-Amperes por 18mi-
na, durante 65 minutos. As l3minas foram submetidas a  leitura
no densitdmetro ZEISS e os resultados integrados no mesmo aparé-
lho, para se obter o perfil eletroforético. | |

. A fixagH8o das proteinas na l8mina foi rea-
lizada com solu¢§o alcoolica acetica e coloragéo com o amido-

. Black 10 B, usando como diferenciador o acido acético a 4%.

3¢8.2. Tmunoceletroforese

Foi utilizado o método de microimunoceletro
forese preconizado por SCHEIDEGGER (1955)e A cuba de eletrofore
se empregada foi usada com tampHo veronal pH 8.2, 0,05 Me O ge-
rador de tensHo, foi o mesmo empregado para a eletroforese.

Para a migraglo eletroforética, os sbros,
dilnidos a 1 ¢+ 3, foram colocados em 2 pogos periféricos, perpen
diculares a uma goteira longitudinal, moldados em léminas de 2,5

x 7,5 cm, recobertas com gel de agar solidificado, Uma corren=-



= 39 =

te constante de 15 mA por l8mina, era aplicada durante 65 minu-
tos. Para a fase seguinte de imuno difusao,'com.duragﬁo de 24
horas, colocava-se na goteira longitudinal o antisbro especifico.

A seguir as liminas eram lavadas em - solu-
¢Bo fisioldgica durante 48 horas e colocadas para secar em esiu
fa a 372 Ce A coloracfo seguiu o mesmo procedimento descrito em
3.8.1. '

3.9, Animaig conirlles

3e9els Animais normais

0 estudo da histologia dos Orglos normais
de hamster foi efetuado com liminas constantes do nosso arquivo

de material de pesquisa,.

'3.9.2. Animais inoculados com solucdo de meio de cultura

em galina esteril

" Treze hamsters foram inoculados pela  via

intratesticular com 0,2 ml de solugfo de meio de cultura, obtida

. por suspensBo em salina estérii, de raspado de meio de cultura.

0 material colhido destes animajs foi pro-
cessado e examinado da mesma forma que descrito nos itens 3.4.3.,
3-50, 3-5-109 30603 3e7e © 3.8
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4, RESULTADOS

4.1, Generalidadess Grupos 1 e 2

Os animais do Grupo 1, mantiveram-se  comn
bom aspecto até cerca do 70¢ dia apbs a inoculag@o de P.brasili-
ensis, Depois deste periodo, varios deles, paséaram a apresentar
sinais de perda de vitalidade que era caracterizada por erigamen
to e perda de brilho da pelagem e diminuigdo da motilidade.

NO periodo do experimento, apenas 1 animal
morreu expontaneamente, aos 137 dias, nao tendo sidc aproveitado
para exame anatomo-patoldgico por ter sido devorado pelos compa-
nheircs de gaiola. Por este motivo ¢ indice de amiloidose renal
e a intensidade, relativa aos 140 dias pbs—inoculagao, foi basea
do na andlise de um animal. '

' No mesmo periodo, foram sacrificados 25 a=-
‘pimais dos quais, 7 desenvolveram anasarca (Fig. 1) e 3 apenas
apresentavam edema sub-cutaneo.

Na Tabela 2, est3o expressos a média e o
desvio padrdo dos pésos dos animais dos Grupos 1 e 2, assim como
a época da peéagem; Na Fig. 2 podemos observar graficamente a e-
volugio dos pasos destes animais, durante o pericdo do experimen

to.

4.2, Macroscopia dos Rins

Os rins mantiveram-se com aspecto normal
até o 702 dia de evolug3o. Desta época para diante, os rins dos
animais sacrificados com edema sub-cutdneo, épresentavam—se com
volume, discretamente aumentado, de cor rdsea. Os rins dos ani-
mais em anasarca, eram moderadamente aumentados de volume, baSu—
tante phlidos, (Fig. 3), 2s vézes com a superficie discretamente
granulosa. Aos cortes, mostravam diminutos £Ocos transliicidos na

cortical e medular (Fig. 4).
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. . . Lag .
Os rins dos animais controles, inoculados
com solucdo de meio de cultura em salina estéril, ndo mostraram

alteracoes, no periodo do experimento.

4,3, Microscopia Optica dos Rins

As lesOes renais d4os hamsters do grupo 1,
foram catologadas em:

a) Hiperplasia de células mesangiais - Re-

_presentados pelo aumento de celularidade do tufo glomerular, as
custas da proliferagﬁo das célulaé.situadas no eixo glomerular ,
(Fig. 6 e 7) (Compaiar com figura 5, glomérulo normal e com a fi
gura 20, glomérulo com amiididose). Esta proliferagdo, tornava-
—se marcada em torno do 402 ao 70¢ dia apds a inoculag3o. Era re
presentada ou por fileiras de células Que se extendiam desde o©
polo vascular até as alcas capilares mais periféricas (Fig. 7)ou
por conglomerados formando um arranjo nodular (Fig. 8). Alguns
glomérulos mostraram uma celularidade aumentada, sem arranjos es
pecificos. | - |

-Em alguns glomérulos havia lobulagdc do tu
fo gldmerular (Fig. 9), sinequias entre o folheto visceral e pa-.
rietal (Fig. 10) e, em raros, pode-se observar hiperplasia das

células parietal e epitelial da chpsula de Bowman (Figs. 11,12).

b) Amiloidose — Representada por depdsitos

de amiloide nos glomérulos, intersticio tubular e parede vascu—
lar,

0s depbsitos se inciavam em torno do 709
dia da inoculacdo e sempre foram oS glomérulos, a estrutura pri-
meiramente atingida.

As lesBes iniciais eram representadas por
pequenos focos de espessamento hialino (Fig. 13) na regido mesan
gial. A medida que os depésitos progrediam, ou determinavam um

espessamento difuso do mesangio (Fig. 14) ou tendiam a  assumir



uma forma nodular (Fig. 15). Estes depdsitos coravam-se com o
Vermelho-Congo alcalino: em rosa, ao M;O.. birrefringente esver-
deado, sob luz polarizada e vermelho alaranjado, sob luz ultra-
—violeta (Fig. 16); com a Tioflavina;T, adquiriam cOr verde-macd
e com o violeta de cristal coravam-se, metacromaticamente, em car
mim,

Os depbsitos de amiloide, quando intensos,
embora localizados na regiZo mesangial, comprimiam a parede do
capilar diminuindo a sua luz (Fig. 14).

A membrana basal dos capilares glomerula-
res, j4 nos depbsitos iniciais, mostrava-se espessada, de cor
résea e aspecto hialino ao H.E., (Fig. 13). A colorag@o pela pra-
ta-urotropina demonstrou que a mesma persiste, junto aos depdsi-
tos iniciais e a medida que estes progridem, torna-se aparente--
mente fragmentada. imersa na'massa de amiloide {(Fig. 17), quando
comparada com a de glomérulo de animal normal (rFig. 18).

’ Observamos amiloidose glomerular em 13
hamsters, sacrificados entre o 702 e o 1512 dias, do inbculo de

P.brasiliensis, correspondendo a 84% dos animais sacrificados -

neste intervalo de-témpo. As figuras 19, 20 e 21, demonstram glo
mérulos com depdsitosextensos de amiloidose. Nelas se observa
que a medida que o amiloide se deposita, ndo mais se nota a hi~
perplasia celular mesangial (Fig. 20), nos glomérulos mais compm,
metidos, observa-se aderéncia quase total do glomérulo a cépsula
de Bowman (Fig. 21) ou, em outros casos, notava-se material amor
fo no espago de Bowman {Fig, 19).

0 intersticio tubular, apresentou em tormo
do 40° dia, hiperplasia das células intersticiais tubulares(Fig.
22), que normalmente est3o em aposigd a membrana basal tubular
e que nos animais normais, sdo discretamente visualizadas (Fig.
23). |

A medida que os depdsitos de amiloide = se

jniciavam nesta regifo, o aspecto hiperplasico destas células ia
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desaparecendo, sendo comprimidas pela massa de amiloide,. (Figs.
24 e 25).

Na Fig. 26 pode ser observada a fluorescén
cia dos depdsitos intersticiais de amiloide.

Dos 13 animais que desenvolveram amiloido—.
se renal, em 3 (23%) n3o havia concordancia entre a intensidade
dos depdsitos no glomérulo e no intersticio.

Na parede dos vasos, raramente pode-se Obw
servar focos isolados de depbsitos de amiloide (Fig. 27). O en-
volvimente da parede vascular, ocorria mais por uma continuidade
com os depdésitos intersticiais, sendo mais frequentemente obser-
vado naqueles casos onde havia intensa amiloidose no intersticio
‘tubular.

0 envelvimento vascular, deralmente era
dos vasos de pequeno calibre e paredes delgadas. Em nenhum dos
animais que apresentaram amiloidose, observamos depdsitos na pa-
rede de artérias renais de médio ou grande calibre. Quando exis-—
tiam depbsitos nas paredes dos vasos, havia uma perda da estrutu
ra vascular, sendo entZo dificil identifich-los como artéria ou
veia; por este motifo, preferimos a denominacdo de parede vascCue
lar.

0 -envolvimento vascular por amiloide foi
bem caracterizado em apenas 3 hamsters, sacrificados a partir do
102¢ dia da inoculagaoc.

A quantificag3o dos depdsitos de amildide,
nas estruturas citadas,segund o nfimero de dias apds a inoculag3o

e tomando como média 2 animais, esta espressa na Tabela 3.

¢) Dilatac3o tubular contendo cilindros hi

alinos — Em alguns animais Ffoi observada dilatagZo tubular, de
tamanho variavel, geralmente contendo a luz material hialino(Fig.
28). Estes cilindros, coravam-se pelo método do P.A.S. e raras

vezes, aparentaram uma coloracao semelhante ao amiloide, nos mé—
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todos para sua identificacio. Eram mais frequentes e malores a
medida em que os depbsitos de amiloide, no glomérulo, eram mais

intensos, como pode ser observado na Tabela 4.

d) Especificas - Representadas por 1lesdes

contendo fungos envolvidos por células macrofagicas e neutrd fi-
1os (Fig. 29) ou em lesOes granulomatosas . . . Bstas le-
Ses foram observadas em 4 animais sacrificados a partir do 292

dia da inoculac3o e eram geralmente de localizacgao intersticial.

e) Inespeclficas - Representadas por pequeg

nos focos isoladoé de infiltrado linfocithrio, contendo macrdfa-
.gos e Bs vezes neutrdfilos (Fig. 30) ou por granulomas isolados,
sem células gigantes ou fungos. Bstas lesSes eram normalmente 1o
calizadas no intersticio tubular, associadas a destruig3e tubu-

lar, focal e discreta. ‘
v Foram observados em ~ hamsters, sacrifica

dos A partir do 292 dia da inoculagzo.
O0s hamsters do grupo 2, ndo  apresentaram

nenhuma das lesSes descritas para o grupo 1.

A sintese e a quantificac3o dos achados de
microscopia éptica dos hamsters do Grupo 1, estlo expostas na Ta

bela 4.

4.4. Microscopia Eletronica dos Rins

Pelas coloracdes 2 microscopia dptica, Jja
sablamos com anteceddncia que os rins a serem observados a  mi-
croscopia eletronica, apresentavam amiloidose. |

0 estudo ao M.E., teve por finalidade, do-
cumentar a substancia amiloide, bem como observar o seu padrio
de distribuic3o dentro do glomérulo, afim de compara-lo com  OS
dados de literatura, obtidos em animais experimentais com outros

agentes indutores.
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Ultraestruturalmente, pudemos observar que
6 amiloide mostrou-se caracteristico. Bra constituido por aglome
rados de fibrilas, dispostas desordenadamente (Fig. 31). Nos ca~
sos onde havia, ao M.0., depbsitos iniciais, 2 M.E. observava-se
aglomerados restritos principalmente & regiZic mesangial extenden
do-se para a membrana basal glomerular. Esta com frequéncia, mos
trava-se volumosa, as custas de fibrilas de amiloide na sua espes
sura (Figs. 32 e 33 ), outras veézes, quando os depésitos eram ex
tensos, ou se perdiam, ou ainda com dificuldade podiam ser iden-
tificados, em meio & massa de amiloide (Fig. 34 . Um aspecto
interessante observado na membrana basal glomerular, foram peque
nos espessamentos nodulares, na face epitelial, isto &, voltados
para os espagos urinérios,'permanecendo a face endotelial com Ca
racteristicas normais (Fig. 32 ). Em meio & massa de amiloide ,
podiam ser vistos restos de processos podalicos das células epi-
teliais (Flg. 31 ). Pudemos observar também fibrilas de amiloi-
de, entre a face endotelial da membrana basal glomerular e a menm
brana citoplasmatica da célula endotelial (Fig. 35 Yoo

N2o observamos amiloide nos espagos urini-

rios ou na luz de capilares glomerulares.

- Com relégﬁo a0 intersticio, a substincia a
miloide mostrou-se com caracteristica semelhantes & descrita pa-
ra os glomérulos. Havia depdsitos nas proximidades das células
intersticiais, envolvendo fibras colhgenas autoctones (Fig. 36 de
As células tubulares eram integras. No material examinado ndo ob

servamos amiloide na luz tubular.

Os rins dos animais controles, submetidos

ao M.E., n3o mostraram alteragCes.
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4,5. Provas de Func2o Renal

4.5.1. Dosagens de proteinas no soro

As médias e os desvios padrdes da proteing
mia: e das fracdes proteicas, determinadas em 3 hamsters, do Gry
po 3, aos 30 e 60 dias e com edena, apds a inoculacdio com 0,2 ml

de suspensdo de P.brasiliensis e em 10 hamsters do Grupo 4, a0Ss

0, 30, e 60 dias apds a inoculagi@o com 0,2 ml de solucao de meio
de cultura, encontram-Sse especificados nas Tabelas 5 e 6 respec-—

tivamente.

" PABELA 5

Médias (x) e desv1o padrao (8) da proteinemia e fracOes
proteicas de soros, expressos em g%, de 3 hamsters, do
grupo 3, aos 30 e 60 dias e com edema, apos a inocula-
cao com 0,2 ml de suspensao de P.brasiliengis.

Mo Pro;ii Albu "Globulinas . Protei
mina nemia
mentos oy oly _Bf. Ba X‘
x 33 0,9 0,2 0,1 0,7 0,5 5,9
30
' S +0,7 +0,1 +0,1 +0,0 0,2 +0,2 + 0,7
X 3,2 1,0 0,2 0,2 0,6 0,5 5,5
60 -
S +0,4 +0,3 +0,0 +0,0 +0,0 40,1 + 0,0
X 1,1 1,6 0,2 0,1 0,2 0,1 3,4
EDEMA
3 +0,4 10,7 +0,1 +0,0 +0,1 +0,0 + 0,2
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TABELA 6

Média (X) e desvio padr3o (S) da proteinemia e fragles
proteicas, expressas em gk, de soros de 10 hamsters do
Grupc 4, aos 0, 30 e 60 dias apés a inoculacao com 0,2
ml de solucdo de meio de cultura.

oo TOISL 1 aibw Globulinas Protei
mina nemia
mentos C%41 ola . ﬁ%. E% 8A
X 4!0 1r0 Or2 0:3 130 093 6:7
o)
$ +0,6 +0,1 #0,0 0,1 0,2 0,1 * 0,3
x 3,2 0,8 0,2 0,1 0,5 0,4 5,4
30
S +0,2 40,2 10,0 +0,0 +0,0 +0,1 + 0,6
x 3,7 0,7 0,2 0,1 0,5 0,2 5,3
60 _
$ +0,5 40,3 40,2 40,0 40,0 40,1 + 0,2

4,5,2. Dosagens de proteinas na urina

-As médias e os desvios padrdes da proteini
‘ria de 48 horas e das fragdes proteicas, determinadas em 3 hams
ters do Grupo 3, aos 30 e 60 dias e com edema, apds a inoculagado

com 0,2 ml de suspensdo de P.brasiliensis e em 10 hamsters do

Grupo 4, aos 0, 30 e 60 dias apbs a inoculagao com 0,2 ml de so=
luc3o de meio de cultura, encontram-se especificados nas Tabelas

7 e 8, respectivamente.
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TABELA 7 '

Média (X) e desvio padrdo (S) da proteinfiria de 48 ho=-
ras e fracoes proteicas, expressas em mg¥ determinadas
na urina de 3 hamsters, do Grupo 3, aos 30 e 60 dias e
com edema, apbs a inoculagio com 0,2 ml de  suspensao
de P,brasiliensis. : '

Frotel Albu Globulinas ' Protei
Mo~ nas mina - nuria
mentos O(-'i + oly GA + B:a f‘
0 X 69,0 92,0 69,0 0,0 72,0
“ s +0,0  #0,0 +0,0 40,0+ 42,3
X 59,5 66,3 42,5 1,7 51,0
€0 :
5 +0,0 40,0 ' +0,0 - +0,0 + 58,6
X 2564,1  1220,9 - 1343,2 670,4 4350,0
EDEMA .
§ 40,0 +0,0 +0,0 - +0,0 = #2050,6
TABELA 8

Média (%) e desvio padrdo (S) da proteinfiria de 48 ho-
ras e fracdes proteicas da urina, expressas em mg¥% de
10 hamsters, aos O, 30 e 60 dias apds a inoculagdo com
0,2 ml de solugdo de meio de cultura.

Mo Prozzi Albu Globulinas Protei
mina uria
mentos " Xy + g 61 + Q,z zr i
X 93,6 67,6 83,2 15,6 23,0
9]
S 40,0 +0,0 40,0 +0,0 + 19,6
X 96,4 69,3 79,2 17,4 207,0
a0
S +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 # 40,1
x 90,8 70,9 85,1 13,7  235,0
60
s +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 * 96,2
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4.5.3, Ureia e Creatinina no Soro

As médias e o desvio padrdo da ureia e
creatinina, determinédas no sorc de 3 hamsters do Grupo 3,a0s 30
e 60 dias e com edema e no soro de 10 hamsters do Grupo 3,  aos
0, 30 e 60 dias, estZo expressas nas Tabelas 9 e 10, respectiva-

mente.

TABELA 9

Médias (%) e desvio padr¥o ($) de ureia e creatinina
determinados nos soros, expressos em mg%, de 3 hams—
ters do Grupo 3, aos 30 e 60 dias e com edema, apos
a inoculacao com 0,2 ml de suspensac de P.brasilien-

sis.
Momentos )
Metabolitos 30 , 6 DEMA
| ' X , 71,0
UREIA X 41,0 71, 91,0
S - 15,0 + 18,3 + 7,0
CREATININA X 0,7 0,5 0,6
5 ..t 0,0 + 0,1 -_l-_O,]_
TABELA 10

Médias (x) e desvio padr@o (8) de ureia e creatinina
determinados nos soros, e€Xpressos em mg% de 10 hams
ters do Grupo 4, aos O, 30 e 60 dias apds a inocula—
gao com 0,2 ml de solucao de meio de cultura em sali
na estéril.

Momentos
. 0
Metabolitos 30 60
UREIA X 65,0 46,0 57,0
S + 7,2 + 10,4 + 5,2
CREATININA x 0,8 0,6 0.5
8 + 0,1 + 0,1 + 0,1
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4,6, Bletroforese

4.6.1. Proteinas séricas

Os resultados da eletroforese do soro dos
animéis do Grupo 3, quando comparados com oS dos animais do Gru-
po 4, mostraram que até o 609 dia, apds a inoculagdo, existe um
aumento progressivo de gamaglobulinas e que numa fase posterior,
com o edemaciamente do animal, h& uma elevacZo de alfa globuli-
nas, principalmente alfa 2 globulina, enquanto que a albumina de

cai consideravelmente.

0 padr3o da eletroforese e do perfil ele-
troforético das proteinas do soro dos hamsters edemaciados e de
hamsters normais sac mostrados nas Figs. 37 e 38, respectivamen-

te.

4.6.2. Proteinas urinirias

Como observado na Tabela 7, 05 hamsters
sdemaciados desenvolvem grave protelnuria. ‘

" 0s resultados da eletroforese da urina,
dos animais do Grupoc 3, quando comparado$ com os dos animais do
Grupo 4, mostraram qua até o 60¢ dia apbs a ihoculagﬁo de P.bra-
siliensis, as alteragdes urinarias sao discretas. Quando os ani-
maic edemaciam a eletroforese mostra que a proteinﬁria & consti-
tuida, com predominéncia, de albumina, encontrando-se também to-

das as Fracdes de imunoglobulinas.



4.7. Imunoeletroforese

4.7.1. Proteinas séricas

A imunoeletroforese dos soros, dos animais
edemaciados, corroboraram os dados eletroforéticos, mostrando uma
diminuicac de imunoglobulinas (Fig. 39) e dentre elas, especifi-
camente, imunoglobulinas G (Fig. 40). Este método, mostrou tam-
bém que existe uma diminuicdo da fragao 03 do complemento (Fig.

41).

4.7.2. Proteinas urindrias.

Para as mesmas proteinas, a eletroforese
da urlna, demonstrou a presenga de imunoglogulinas, destas, espe

cificamente IgG, além da fragao 03 do complemento.



-4|8n"

DOCUMENLACAO

FOTOGRAFPICA

[

56



Fig.

Tig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig. i

Hamster apresentando edema generaliza
do.

Rins — Comparagio do aspecto macroscé-
pico dos rins de hamster normal (aci-
ma) e com amiloidose (em baixo).

Rim ~ Superficie de corte de um rim de
hamster com amiloidose; a cortical mos
tra-se espessada e palida; existem fé
cos translicidos melhor visiveis na
medular, :

Rim - Glomérulo normal. (HE - 500x).

Rim - Hiperplasia de células  mesan-,

- giais. (HE - 200x).

a

Rim - Hiperplasia de células mesan-
giais, axial. (HE - 500x}. '






Fig. 8

Fig. S

Fig.10

Fig.1l2

Rim - Hiperplagia de células mesangiais,
difusa. (HE - 500x).

Rim - Hiperplasiz de celulas mesangiais,
difusa com acentuagao da lobulagao do tu
fo glomerular. (HE -~ 500x)}. '

Rim - Hiperplasia de células mesangiais,
difusas ginequia do tufo glomerular com
a capsula de Bowman, (HE - 500%).

Rim - Depdsito de amiloidose em gloméru-
lo com lobulacgzo evidente; notar  sine-
guia de lobulo com a capsula de Bowman e
a hiperplasia de células do folheto pa-
rietal da cdpsula de Bowman. (HE - 500x),

Rim - Correspondendo ac segmento mais in
ferior do giomérulo, existem 3 células e
piteliais com nucleos volumosos e irregu
lares., (HE - 500x). :

Rim - Depdsito de amiloide difuso no me-
sangio, acentuando a lobulagac; notar au
mento do glomérulo e sineguias,
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Fig.

Pig.

Fig.

Fig.

Pig.

F:Lg.

14 -

15 -

16 -

17 -

18 -

19 -

Rim - Glomérulo apresentando  extensos
depdsitos mesangiais de amiloide; notar
a pobreza celular e no segmento infe—
rior direito, alge capilar com - parede
egspessada. (HE ~ 500x},

Rim - Glomérulo muitc aumentado, poucas
células com numerosos fdocos de depésg
tos nodular de amiloide; diminuigao a
centuada do espago de Bowman., {(HE- 500x )

Rim -~ Glomérulo com amiloidose, Notar a
fluorescencia positiva ao longo do me-
sangio, envolvendo as alcas . capilares
(vermelho-~congo alecalino - luz  ultra-
violeta - 500x%).

Rim - Glomérulo com amiloidose, mostran
do numerosos pontos em gue a  membrana
“basal se mostra 1nterramp1da. {prata~me
tanamina ~ 500x).

Rim - Glomérulo normal onde se observa
continuidade da membrana basal (prata -
metanamina - 500x).

Rim -~ Glomérulo com amiloidose;  notar
material amorfo (proteina) no espago de
Bowman. (HE - 500x).



FIG , 17

« 16

FIG




Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

. Fige.

Pige.

20

21

22

23

24

25

Rim ~ Amiloidose depositada no mesangio;
chama a abtengdo a pobreza de células me
sangiaig; notar o aumento de volume do
glomérulo. (HE - 500x).

Rim - Grandes massas de amiloide, espasg
sando o mesangio; aderéncia quase tofal
do glomérulo & capsula de Bowman.

Rim - (Medular) - Notar a hiperplasiade
célulag intersticiamis fusiformes (HE -
500x) . _

Rim - (Medular) - Contrdle; notar a po-
breza em células intersticiais fusifor-
mes,

,Rim - (Medular) - Abundante depdsito de

amiloide no intersticio (HE -~ 200x).

Rim - (Cortical) - Depdsito de amiloide,
peritubular (vermelho-congo alcalino -
500x) . :






Fig. 26

Fig. 27

Pig. 28

Fig. 29

Rim - (Intersticio tubular) deposito
fluorescente de substancia amiloide
(vermelho-congo alcalino - luz  ulira-—
violeta - 500x).

Rim - Amiloidose; depdsito de substén-—
cia amiloide nos glomérulos e na parede
de um vaso.,.

Rim - Amiloidosej; notar dilatagzo tubu-
lar e presenca de c¢ilindros = hialinos

Rim - Féco nodular intersticial conten-
do P. brasiliengis envolvido por macro-
fagos (HE - 500x). '

,Rim ~ Infiltrado inflamatdrio  cronico
- no intersticio. (HE - 200x).
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Fig. 31 - Rim - Amiloidose. Fibrilas de amiloi
de (A) caoticamente dispostas. Obser
va-se fragmento de processo podalico
de célula epitelial (seta) envolvido
pela massa de amiloide (25.700x).
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FIG. 31



 Fig. 32 - Rim - Actimilo de amildide na regiao
mesangial (). Observa-se espessamen
tos nodulares (setz), na face epite-

1ial da membrana basal  glomérular
(MB}; (5.000x)}.
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FIG. 32



Fig. 33 -~ Rim. Detalhe da figura anterior, mog
trando fibrilas de amiloide na espes
sura da membrana basal glomerular
(MB) (17.600x).
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FIG.



Fige. 34 ~ Rim - Membransa basal'glomerular con
' espessamento nodular, (gseta) envol-
vida por massa de amiloide (A)

(13.500x%). '



FIG. 34



Fige 35 — Rim -~ Fibrilas de amiloide (A) na es

' pessura da membrana basal glomerular

e entre esta e & membrana citoplasm_e}_

tica de célula endotelial = (setas)
(25,700%), '
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FIG. 35



Fig. 36 - Rim -~ Intersticio tubular com amildi
de (A) envolvendo fibras  coldgenas
(seta). (13.500x).
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FIG. 36



Fig,e 37 =~ Padrso da eletroforese e do perfil ele-
troforético das proteinas do sdro obser
vado nos animalis edemaceados.

Fig. 38 - Padrao da eletroforese e do perfil ele-
troforético das proteinas do sbro obser
vado nos animais do grupo contrdle,
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Figo 39 -

Fig. 40 -

Fig. 41 -

Comparacgao entre a imunoeletroforese de
um s0ro normal e de um s0ro de animal e
demaceado, contra anti- gamaglobullna to
tal de Hamster.,

Comparaqao entre a 1munoeletroforese de
um s0ro normal e de um soro de animal
edenaceado, contra imunoglobulina G de
Hamster,

Comparaciao entre a imunoeletroforese de
um soro normel e de um sdro de¢ animal €
demaceado, contra fragao C, do comple=-
mento, 3
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5. COMENTARICS

A descoberta da grande susceptibilidade do
hamster a uma gérie de agentes infecciosos, determinou o seu uso
como o modelo experimental de varias moléstias infecciosas.

Foi IABUKI (1973) quem primeiro chamou a a
tengao para o desenvolvimento de amiloidose no hamster, induzida

pelo P, brasiliensis, quando estudou este animal, como modélo ex

perimental para a Blastomicose sul-americana.

Em comparagao com a Leishmania  dcnovani,

gque é o agente indutor mais comumente empregado para a producao

de amiloide no hamster, no P, brasiliensis, por nds usado, nota-

mos gque para o aparecimento dos primeiros depdsitos no rim, a M.
0., 0 tempo decorrente apds inoculacho é maior. Este dado ven de
encontro & idéia de que a intensidade do estimnlo € um fator im-
portante para o aparecimento de amiloidose. Cutro dado gue vem
corrobora; estva afirmacao foi o fato de que-usando 2 cepas de

P, brasiliensis, com antigenicidade diferente pudemos notar que

o tempo de aparecimento de amiloidose renal nao foi concordante.
Enquanto que a com a cepa 18, os hamsters, levaram cérca de 70
dias para edemaciar, com a cepa'19é; levaram cérea de 200 diag.
Também, SALFELDER é cole., (1968) notaram diferéngas na doenga ex
perimental em hamsters inoculados com amostras diferentes de P.

bragiliensis. A antigenicidade das cepas € importante para se

conseguir um tempo de indugao de emiloidose menor. Este é um da-

- do fundemental quando se guer trabalhar com Blastomicose sul-ame

ricana experimental (PAVA NETTO, C.: informagdo pessoal).

Pare KENNEDY (1962) a leishmanidse visce--
rol em hamster, constitui o melhor e mais facil meio de indugo
de amiloidose em animais de laboratdric. No entanto, nio tem si-
do éste o modélo preferido pela maioria dos autores que a estu-
dam, sendo & indugao pele caseina, em ratos, o modélo mais utili

7840,
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0s dados macroscépicos do rim dos hamsters
com amiloidose, nao fugiram dagueles descritos na literatura. Al
gung autores tém relatado o encontro de.txombose de veia  renal
na vigéncia de amiloidose. Experimentalmente, ZOLIOWSKA e WRZOL-
KOWA (1973), trabalhando com hamsters e vacinae triplice relatam
o aparecimento de tromboses da veia renal em 2 hamsters gue de-
senvolveran amiloidose e sindrome nefrdtica; sem no entanto con-
cluirem sobre sua patogénia. _

Evidencias c;inicas'e experinentais suge--
rem que os mecanismos de céagulagﬁo sao importantes na histdéria
patural de certas doengas glomerulares (?ASSALI e col., 1963).48
sim, as tromboses de veia renal podem ser encontradas também na
‘amiloidose glomerular ne companhia ae sindrome nefrética (S;N.J.
A verdade € que n3o se sabe ao certo se a S.N. leva a  trombose
ou se pacientes com S.N. 880 mais propensos-a desenvolverem trom

bose da veia renal (HEPTINSTALL, 1974).

Observando o grafico do péso médio dos ani
mais do grupo 1, observamos que O PESO médio dos animais aumen—-
tam até o 402 dia, provavelmente pelo fato de termos inoculados
hamsters ainda jovens, em fase de crescimento. Houve concordan—
cia deste grupo com os animais contrdles. Do 402 ao 80¢? dia, o
animais de ambos 08 grupos perderam péso, por alguma razdo  que
nos escapou & observagio. Este fato se repetia com o grupo con-
trdle aos 1102 e 130¢ dias, enquanito gue 08 PESO0s médios do gru~
po'l, aumentaram considerévelmente dos 100 gos 120 dias para
cair em t0rno dos 1402 e novamente sublr 208 1502 dias. A oscila
¢ao observada no grupo 1, a partir do 1009 dia foi em decorrén-
cia do aparecimento de hamsters edemaciados que faziam aumentar
bastante a média do grupo ou decair quando eram sacrificados; es
te fato é visivel ao se observar o. grafico aos 1402 e 150¢ dias

na curva dos animais do grupo 1.
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Quando submetido & um estimulo antigénico,
4odo o SRE do organismo, tende a se hiperplasiar. As celulas me-—
gsangiais, represehtante do SRE no rim nao fogem & regra. Estas
células foram descritas por ZIMMERMANY (APUD SUZUKI e col.,1963)
gque no entanto, nao teve seu trabalho prontamente aceito pelos
pesquisadores. Com os trabalhos posteriores de M. E., hoje os au
tores sao concordes guanto a4 sua existéncia. Em nosso material
pudemos observar existir naé fases que precedem a deposicao de
amiloide, uma intensa hiperplasia das células mesangiais, bem co
mo, das células 4o interstfcio tubular. Este dado estd de acdrdo
com o trabalho de DUARTE (i975)‘que.demonstra por morfometria a
hiperplasia das células meéangiais, em hamsters com amiloidose ,
induzida pela Leishmanidse visceral.

A hiperplasia destas células pode ser bem
ecaracterizada a parbir do 40%¢ dia de inoculagao, quando passamos
a observa-la com maior nitidez. Dai para frente, a  hiperplasia
destas céiulas foi se acentuando até atingir um ponto maximo em
térno dos 60¢~70¢ dias, quando entac passavamos a observar 08
primeiros depdsitos de amiloide com decrescimo progresdivo das
células, _

0 comportemento destas células, pode se su
perpor ao das células do bago e do figado de ratos com amiloido-
se induzida pela caseina, estudada por TEILUM (1964). Neste mod&
lo experimental, apbés uma série de outros trabalhos, este autor
concebeu a teoria bifasica de secregzo local de.amiloide.

Nume fase inieial, haveria uma prolifera-
cho de células pironinofilicas e no sdro aumento de gamaglobuli~
nas; a outra fase, mais tardia, caracteriza-se por quedande glo=
bulinas séricas e deposigéo de amiloide. H

Aceitando a teoria bifasica de ?EILUM, =a
fase proliferativa, seria introduzida em nosso material pela hi-
perplasgia das células mesangiais e o depdésito de amiloide tradu-

ziria a disfungho das células mesangiais, apés estimulo antigéni

maA R I;‘L'

t\'j_
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co0 prolongado,

Nao é portanto de estfanhar que, sendo . as
células mesangiais, o SRE do rim, estas células respondendoc a um
eatimulo possam "produzir® amiloide. Alids persiste ai a grande
divide da amiloidogénese, isto é, ou 0 amiloide seria preoduzido
"in situ", com secrecao local de gemaglobulines e poligsacari-
diog que se polimezariam no intersticio ou as células do SRE cap
tariam proteinas estranhas (por exemplo, fragmentos de imunoglo-
bulinas segundo a hipotese de GLENNER, 1973) que seriam digeri-
das pelos lisosomas sendo © material final depositado no inters-
ticio sop a forma de fibrilas de amiloide., Este dado nos parece
importante na génese de amiloide quando associsdo ao fato de que

 SHIRAHAMA e col., (1973}, conseguifam nostrar que fragmentds de

imunOgldbulinas de cadeia leve, tém uma arranjo fibrilar.

A deposigéo de amiloide nos glomérulos foi
patehte a partir do 70¢ dia, tendo aumentado progreséivamente g
té o 151¢ dia. Chamou-nos atengao o fato de que aos 110 dias, do
indeculo, nenhum dos animais sacrificados, apresentasse amiloido-
ge, Este dado ven ao encontro da idéia da susceptibilidade indi-
vidual (SALFEIDER e col., 1968), ja gue estes animais também nao
apresentaram manifestaggo da doenca. | _

0 hemster "A" dos 1302 dias da inoculagao,
apresentave pouca amiloidose, no entanto mosirava uma grande dis
geminacao visceral por fungos. Este fato, fala a favor de que a
amiloidose, comega a se depositar na vigéncia de resposta anOma~
la, nao protetora do SRE., Aqueles snimais que apresentam disfun-
gao de células imunocompetentes e que portanto parecenm nio res-
ponder regularmente ao estimulo antigénico, desenvolvem amiloido
se e tém sua doenga disseminada. Portanito o amilolde se deposita
ria puma fase de tolerdncia imunoldgica =zo antigeno, como supoe
CATHCAR? e col., (1970). '

Segundo MENDES & col., (19/1), PADILHA GON
GALVES (1972) e MUSSATI (1974), a resposta imune-celular é o
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principal componente da imunidade que esta deprimido na Paracog
cidiocidomicose; alias IABUKI (197/3) também é concordante com es
ta idéia quando relata o afrouxamento e necrose de  granulonas
bem constituidos, quando da disseminacHo da B.S.A. no hamster,
chemando atencao para a possibilidade de uma queda da resistén-
cia imunoldgica responsavel pelas disseminagio, semelhante a gue
ocorre no homem, em varias doengaes infecciosas.

PERIASSU (1946) quando inoculou cobalos

com P.brasiliensis notou o aparecimento de reagCes inflamatdrias

distintas, Uma reagso constituida de microabscessos = contendo
fungos e outra constituide por granulomas.

BRITO e FAVA NETTO (1963), descreveram le
‘sdes renais em 20,8% dos cobaios com B.S.A. disseminada. As le~
gbes eram representadas por nefrite embdélica com aderéncias fi-
brogas focais de algas glomerulares, infiltrado_interéticial fo
cal de linfdcitos e plasmécitds e pequenocs grahulomas epitelisi
des contendo raros fungos. | |

Pranspondo estas observagoes para 08 nos—
gos achados, encontramos no rim dois padroes distintos de e~
sbes, semelhantes as descritas por PERIASSU (1946). Havia  le-
gbes inespecificas, em 15 dos 25 hamsters do grupo 1. B sabido

que antigenos metabdlicos do P, brasiliengis podem ser difusi

veis no meio de cultura, inclusive servindo para provas de imu-
nodifusao e imunceletroforese (RESIREPO, 197/2). Este fato nos.
faz supor que estes antigenos, injetados juntamenté com 8 sus-
pensac da culiura, podem ber sido carreados por macrofagos - co
mo sugerido por FRANCO (1972) na miocardite Chagdsica, . IABUKI
(1973) na B.S.A. experimental do hamster e MONTENEGRO e COly,

(1974) com o antigeno polissacaridio do P. bragiliensis - deter

minando, quando de sua liberacfo, reagdes inflamatérias & dis-
téncia. |
N2o encontramos as lesdes nefriticas em-

bélicas, descritas por BRITO e FAVA NETTO (1963), porém  encon



=75=

tramos aderéncias focais e inespecificas de algas = glomerulares
com espessamento de membrana basal glomerular bem como sinequias
entre os Tolhetos visceral e parietal da capsula de BOWMAN, além
de acentuada lobulagio glomerular e hiperplasia de células mesan
giais. Este aspecto histoldgico, semelhante ao das glomerulites
menbrano-proliferativa, leva-nos a pensar em uma provavel glome-
rulopatia, éemelhante aquela degcrita para & Esguistossomose he-
patoesplénica (BRITO e col., 10693 ANDRADE e col., 1971; ANDRADE
e SUSIN, 1974). Nesta patologia sao descritas condensagles elg--
trodensas na matriz mesangial bem.como na membrana basal glomeru
lar, levando og autores a sugerir o depdsito de complexos imunes
nestas regioes.
| Estas alteragoes também tém sido descritas
para ¢ Calazar humanoc por BRITO ecol., (1975), porém nao foi en-
contrada experimentalmente no hamster com Leishmanidse visceral
(DUARTE, informagao pessoal),
T Nos fragmentos de rins, estudados, também
neo observamos as alteragdes ultraestruturais descritas para o
Calazar humsno e a Esquistossomose hepatoesplénica.
' Aqui, queremos salientar, que nao temos co
nhecimento de éasos humanos dg B.S,A. que tenham desenvolvido a
miloidose renal., DILLON (14972), estudandoc o comportamento tera——
peutico da anfotericina Bl em 119 pacientes com Paracoccidioido-
micose,'durante um periodo de 10-14 anos, nao encontrou em ne-
nhum doé casos que foram a Obito com necropsia, o desenvolvimen—
to de amiloidose, Istes dados levam-hos a conjecturar, que nos-—
sos hemsters, ao contrario do homem teriam uma sobrecarga maior
do SRE, com réapida tolerfncia imunolbgica (?) aos antigenos de

P. brasiliensis.

Confrontando nossos achados com os achados
de BRITO e FAVA NETTO (1963), apenas em 3 animais (12%) observa-
mos lesoes renais especificas, correspondendo a disseminacio,

Com relagdo as alteragﬁes tubulares obser-—
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vadas, nossos dados foram concordantes com a maioria dos autores,
“(COHEN, 196/) gue nao conseguiram documentar por coloragoes espe
cificas, a presenga de amiloide na luz, Os cilindros hialinos ob
servados, provavelmente se constituem de proteinas, j& que sduen
te nos animais com graus avangados de amiloidose e proveinuria ,

eram eles observados,

0 estudo ultraestrutural, demonsirou gque a
deposicao do amiloids, iniciava-sehpela regiao mesangial. Bete
dado é concorde com o deserito na literatura, (COHEN e CALKINS ,
19603 HINGLAIS e col., 1964; DUARTE, 1975). Nos casos mais avan-
¢cados, havia comprometimento da membrana basal glomerular e 8-
mente nestes casos pudemos documentar fibrilas de amiloide entre
o citoplasma da célula endotelianl e a face endotelial da membra-
na basal glomerular. Este é um fato interessante, ja qﬁe alguns
éutores, descrevem os primeiros depodsitos de amiloide, iniciandg
se neste local do glomérulo, sugerindo gue deveria existir un
precursor circulante cujo depdsito inicialmente seria na primei-
ra berreira encontrada, isto €, na face endotelial da - membrana
basal. Realmente ist6 ndo parecé acontecers os nossog dados tam-
bém sugerem, que a célula mesangial é que desempenha um papel fun
damental no aparecimento do amiloide e este sdmente aparece na
mémbrana basal glomerular quando os depdsitos sao abundantes na
regiao mesangial.

| Segundo RANLOV e WANSTRUP (1967), a deposi
¢ao de amiloide no mesangio se compatibiliza com 0 conceito de
que 0 amiloide teris uma substéncia precursora no plasma e que &
influencia de "fatdres™ celulares da célula mesangial ou inters-
ticiais, da matriz'mesangial, induziriem a fibrilogénese extrace
lular. |

Os mesmos autores, observaram feixes de fi
. brilas de amiloide se irradiando dea invaginagao da membrana'celg

lar da célula mesangial, sugerindo a possibilidade da secrecgao



local de uma substéncia pré-amiloide, posteriormente polimeriza
da no meio ambiente extracelular; fato estelconcordante-com a
teoria de TEILUIl (1964), sObre a patogénese do amiloide,

| Para MENEFEE e col., (1964) a matriz me-
gangial pode ter contacto direto com o lumem capilar por peque-
nas descontinruidades da membrana basal dos capilares glomerula—
res, Assim sendo, podem passar particulas do lumem capilar para
a célula mesangial, sem atravessar a membransa bassal. Salienta—-
mos agui que hé concordéancia entre os autores quanto as proprie
dades fagociticas da célula mesangial. Com relagao a fungdo da
célula mesangial BERGSTRAND e BUCHY ndo encontraram aumento da
funcho destas células em rins amiloiddvicos; no entanto KENNEDY
(1962) observou gue as células mesangiais apresentam sumento de
atividade secretora em amiloidose experimental.

Pelos nossos achados, também nao nos foi
possivei observar aumento de fungao destas células. Muito prova
velmenterorque observamog rins com amiloidose desenvolvida quan
do entdo a célula mesangial encontra-ce ja exausba.

| No trabalno de DUARTE, (19/5) pudemos Obw
gservar que durante a fase de indugao ou pré-amiloide, € megmo
nos depdsitos iniciais, as células mesangiais exibem uma acen—-
 tuada prolifera§50 de reticulo endoplasmico rugoso, . indicando
um aumento da atividade secretora. £ nosso objetive futuro, ob-
servar ao M.E. os rins que hisﬁolégicamente ns2o apresentam ami-
loidose, afim de conferir os dados de KENNEDY (1962) e  DUARTE
(1975).

A amiloidose renal no curso da nossa infec
¢ac experimental, mostrou sexr uma complicagao importante, por
ge degenvolver no hamster uma grave proteimiria, levando-os a

ums sindrome nefrdética. Em 1946, GELIHORN e col., obgervaranm

que hamsters infectados com Leighmania donovani, desenvolviam -
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hipoalbuminemia, proteimiria, edema e amiloidose renal; Estes au
tores, concluem que a alteragao primaria seria a deposicao de
amiloide nos glomérulos levando a perda excessiva de albumina pg
la urina com redugao de concentragio da albumina plasmatica €
queda da pressao coloido—osmotica do plasma justificando assim
0s edemas,

De acdrdo com GELLHORN, observemos existir
wma, correlacac entre a intensidade dos depdsitos de amiloide no
rim ¢ a proteimiria, isto ¢, sdmente edemaciavam 08 hamsters com
amilojidose avaencada nos glomérulos. Provévelmente, nao somente a
hipoproteinemia é responsavel pelo aparecimento do edenma, porém
outros fatdres devem interferir como por exemplo o nivel de ale
dosterona, pois, segundo EPSTEIN, duando o volume sanguineo cir-
culante cal 20-30% hd dimimmicao do fluxo sanguineo renal e do
filtrado glomeruiar. Com isto existe uma secregao compensatoria
de sldosterona mediada pelo aparelho justa-glomerular, promoven-
do uma Tetencdo de sal e dgua, com agravamento do edema.

i sabido que existé uma susceptibilidade a
infecgdes ne vigéneia da S.N. Nao estd claro ainda o mecanismo -
envolvido nesta vulnerabilidade, porém, pode ser imputade & per-
da de imunoglobulinas pelo filtrado glomerular. '

Este é um fato existente e que foi observa
do na eletroforese e imunoeletroforese das urinas dos hamsters e
demacigados. Chamemos abtengao, de que um de nossos hamsters, ede—
maciados, desenvolveu durante o edema, alopécia e cujo exame ana
tomo~-patoldgico revelou uma dermatite extensa, inespecifica. Ne-
nhum dog nossos hamsters edemaciados, degsenvolveu insuficiéncia
renal até a época do sacrificio, como pede ser observado palasg
taxas de ureia e creatinina expostas nas TABELAS 9 e 10 e pelos
dados que temos de necropsia. E provével que se evoluissem com e
dema, entrariam e¢m insuficidneia renal., Este dado é encontrado ,
no trabalho de ZOLTOVSKA e WRZOLKOWA (1973) e na TABELA 9, pode-

mos observar que a ureia nos animais edemaciados tende a se ele-
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var, se comparada com as dos hamsters normais.

Observamos também, gue os hamsters edemacia
dos, apresentaram sumento de alfaglobulina no soro. Segundo 08
dados da literatura, o componente "P" do emiloide migra  também
na regiso de alfa; ¢ provavel, que o componente "P" do amiloide
(CAMHCART e col., 1971), realmente represente uma absorgao, nos
depositos de amiloide, dé uma proteina plasmatica como sugerido
por GLENNER e col., (1973). Este dado € corroborado pelo encon--
tro na eletroforese da urina dos animais edemaciados de uma fai-
xa de alfaglobulina. |

| Com relagdo ao complemento, observamos que

0s hamsters edeméeiados, apresentaram uvma queda da fracao 03 no
86ro e a presenca muito sumentada desta mesma fragao na urina.

0s dados obtidos, em nossos hamsters, vém
confirmar a 1déia de outros pesquisadores LACHMANN e col.,(1862),
MILGRON e col., (1966) e SCHULZZ e coi., (1967) que trabalhando
em imunoguimica com substincia amiloide isolada, concluem que 03
componentes proteicos normais do soéro podem estar absorvidos nos

depdsitos de amiloide,
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6. RESUNO E CONCLUSORS

Inoculamos 26 hamsters {(grupe 1) por via
intra-testicular com 0,2 ml de suspensao de cultura de P. bra-
giliensis (cepa 18) a fim de ﬁroduzir Paracoccidioidomicose ex
perimentel e com isto induzir o desenvolvimento de amiloidose
nestes animais. Neste grupo, estudamos a microscopia 6ptica e
wltra-estrutural dos rins com amiloidose. |

Um outro grupo de animais foi inoculado
de modo semelhante e em periodo diferente com a cepa 192 de Do

brasiliensis {grupo 3), afim de se coletar destes animais uri-

na e sdro para as provas de fungao renal e eletroforese e imu-
noeletroforese de proteinas,

Dos 26 animais do grupo 1, 7 apresenta—-
ram anasarca e 3 apenas edema sub-cuténeo, na época do sacrifi
cio. | ‘

. A microscopia optica dos rins dos animais
deste grupo, demonstrou existir hiperplasia de células nesan
giaig a partir do 402 ao 702 dia do indculo.

' O aparecimento de amiloide renal, ao M,
O, nog animais do grﬂpo 1, deu-se em t6rno do f0¢ dia apoés o]
indculo, e o edema se iniciou ao redor do 1002 dia,

Nos animais do grupo 3, inoculados com a

cepa 192 de P. brasiliensig, o edema ocorreu apenas em  tdrno
dos 200 dias apés o indculo. |

' O0s achados de microscopia elebtronica, re.
produziram os descritos na literatura, isto é, 08 depositos a
pareceram primeiramente na regiﬁo mesgngial. Nos casos mais a
vancados, compromebtiam a espessura da membrana basal glomeru—-—
lar, e apareciam entre a face endotelial da membrana basal e a
membrana citoplasmatica da célula endotelial,

As provas de fungao renel realizades,mos

fraram gque os animais edemaciados, apresentavam grave proteinﬁ
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ria e hipoalbuminemia.

Nossos animais nao mostraram sinais de in
suficiéneia renal provavelmente porque foram sacrificados antes
que tal evento ocorresse. '

A eletroforese e imunoeletroforese das
proteinas do sdro e da urina dos animais edemaciados, demonstra
ram haver baixa de imunoglobulinas-séricas_peia ﬁerda dag mes-
mas no filtrado renal.

A presenca da fragao C, do complemento e

3

de gamaglobulinas na urina, bem como ¢ decrescimo de ambos no -
A : > L3 v - i L

soro dog animais com amiloidose, sao sugestivos de gue estas su

bstancias possam ser adsorvidas nos depdsitos da substancia ami

loide, porém, nZo fazendo parte da mesna.

A indugao de amiloide pelo P, brasiliensis,

com a cepa 18 ou 192, ndoc se consbitui em um bom mod&lo experi-
mental para estudo da emiloidose em face do témpo necéssério ra

ra 0 seu aparecimento.
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