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Os autores estudaram  am ostras de fígado, baço e linfonoãos de 45 pacien
tes portadores da form a hépatoesplênica da esqúistossomose m ansônica, u tili
zando a técnica de im unofluorescência para detecção de antígenos em tecidos. 
Os casos que d ispunham  de dados clínicos e laboratoriais mais completos foram  
divididos em  3 grupos, de acôrdo com a idade, tendo sido ten tada  um a correla
ção en tre  a gravidade da doença e os achados imunológicos no baço e fígado. 
A correlação se m ostrou positiva quanto ao baço e, sobretudo, nos grupos de 
crianças e adultos jovens. O estudo imunocitológico dos fígados à luz U .V. 
dem onstrou a presença de células fagocitárías fluorescentes nos espaços porta, 
fa ixas de fibrose e, m ais raram ente nos sinusoides. A distribuição e freqüência  
das células fluorescentes, excetuados os granulomas, m ostrou-se irregular e in- 
característica. Estudo sem elhante  no baço dem onstrou uniform idade de dis
tribuição das células fluorescentes, predom inantem ente  nos cordões de Billroth  
c nos sinusoides; m enos freqüen tem ente  nas trabéculas. Os folículos linfóides 
aparecem desprovidos ãe células fluorescentes. Do exam e de numerosos granu
lomas em  fígado e linfonodos, fo i realizado u m  estudo evolutivo desta lesão. 
Os diversos aspectos imunocitológicos perm itiram  estabelecer cinco fases neste  
processo. As células fluorescentes são fagocitárias e reconhecíveis como poli- 
moi fonucleares neutrófilos e histiócitos; células redondas pequenas e algumas 
células alongadas não puderam  ser identificadas. O m aterial fluorescente  
dentro do ôvo ou no interior do citoplasm a dos fagócitos aparece na  form a  
ãe grumos e ãe finos grânulos com  fluorescência verde-m açã brilhante.

Os principais aspectos defendidos pelos autores podem ser sumariados 
como segue: o baço é m ais un iform em ente  representativo do estado imunológico 
vigente nesta  doença; as lesões fibroplásticas do fígado guardam  relação direta  
com reações im unológicas; o in filtrado  inflam atório  dos espaços porta e das 
Jaixas ãe fibrose é especifico, pelo m enos em  parte; 0 granulom a esquistosso- 
viótico é um  processo reacional específico fren te  ao m aterial antigênico con»• 
tido no ôvo; o m aterial antigênico dem onstrado pelo m étodo usado na es- 
quistosomose m ansônica é particulado (0 m étodo não perm ite dem onstrar an- 
iígenos so lúveis).

INTRODUÇÃO

Desde h á  algum  tem po foram  descritas 
alterações morfológicas desenvolvidas em 
anim ais experim entalm ente infectados com 
schistosom as que, em bora não  fôssem con- 
vénientem ente in terp re tadas, representam , 
sem dúvida, m anifestações de um  m ecanis

mo im unoalérgico (9, 10, 13, 24, 31 e 32) .
Posteriorm ente foi tam bém  observado 

que reinfecções podem desencadear exa
cerbação dêste estado imunológico, deter
m inando um a reação celular in tensa  con
tr a  o parasito  e seus produtos (11, 15, 16, 
17, 18, 20 e 23). No caso particu la r do S. 
m ansoni, um a série de trabalhos parasito-

(*) P ro f . Acljunto C ad. A nat. F is io l. P a to l.,  F ac . M edicina U n iv . Federa l P ernam buco .

(**) P esq u isad o r C ad. A natom ia F is io l. P a to l.,  F ac . Med. U niv . F edera l P ernam buco .

(***> P ro f . C atedrático , A nat. F is io l. P a to l ., F ac . Med. U niv . Federa l P ernam buco .
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lógicos, sorológicos e bioquímicos tam bém  
confirm aram  que o m ecanism o imunológico 
a tua  como elem ento básico n a  patogênese 
da doença, seja dem onstrando a  existên
cia de frações antigênicas no sôro de p a 
cientes ou de anim ais infectados (6 e 27), 
seja de anticorpos especificns dem onstra - 
veis por técnicas de im unodifusão e ou tras 
(28 e 29), seja, finalm ente, pela co n sta ta 
ção de fenôm enos prem unitórios após a 
prim o-infectação, como recentem ente foi 
dem onstrado por Sadun (26) e Sm ithers 
(30), em m acacos.

ültim am ente, técnicas im unocitoquí ■ 
micas vieram  confirm ar, em nível tissular, 
a participação de reações an tíg en o -an ti- 
corpo em anim ais experim entalm ente in 
fectados (1 e 22) .

O presente trabalho  utiliza técnicas de 
im unofluorescência p a ra  a detecção de an - 
tígenos e as alterações por êles induzidas 
em fígado, baço e gânglio linfático  de p a 
cientes esquistossom óticos.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram  estudados 45 casos de pacientes 
esquistosomóticos in ternados nos hospitais 
Universitário, In fan til M anoel de Almeida 
e Barão de Lucena, no Recife. Em todos 
os casos a doença se m anifestava n a  form a 
hépatoesplênica e a colheita do m ateria l 
para  estudo se fazia d u ran te  os diversos 
procedimentos cirúrgicos utilizados p a ra  o 
tra tam ento  da hipertensão porta  ou do h i- 
peresplenism o. Além do estudo clínico e 
laboratorial a que eram  subm etidos nas en 
ferm arias onde internados, selecionamos os 
doentes cujas intraderm orreações (técn i
ca de Pelegrino-K agan (12) se m ostravam  
in ten sas .

Dois casos foram  tom ados como te s te 
m unhas p ara  controle da especificidade das 
técnicas: um de anem ia falciform e e, o 
outro, de hépatoesplenom egalia não esquis- 
tosom ótica.

DETALHES TÉCNICOS

1. Colheita e preparo das amostras de 
tecidos — Biópsias de fígado, o baço e

eventualm ente linfonodos eram  retirados 
pelo cirurgião e im ediatam ente  cortados 
em am ostras de cêrca de 10 x 5 x 3 m m  a 
fim  de serem subm etidas a  congelam ento 
in stan tân eo  em um  banho de gêlo-sêco- 
-acetona, tendo o cuidado de ev itar o con
tac to  direto das am ostras com a  m istu ra  
congeladora, o que ga ran te  a  in tegridade 
proteica dos tecidos, possibilitando seu pos
terior uso em técnicas de im unofluorescên- 
c ia. A m ostras sem elhantes eram  fixadas 
em líquido de Carnoy p a ra  inclusão em p a 
ra fin a  e estudo de suas secções pelas téc 
nicas histológicas e histoquím icas usuais 
(H. E ., tricrôm icos e técn ica de U nna- 
Papenheim ) .

2. Corte dos tecidos — As am ostras para  
fins imunológicos eram  cortadas em m icró- 
tomo criostático (modêlo ITC) em seções 
de 4/i m ontadas em lâm inas, as quais, no 
m om ento do estudo, eram  degeladas em câ
m ara  sêca por alguns m inutos e tran sfe ri
das p ara  câm ara úm ida após serem  cober
ta s  com o sôro indicado pelo teste  em re a 
lização (veja te s te s ) .

3. Seleção e conjugação do anti-sôro es
pecífico  — Dos pacientes que apresentavam  
as m ais in tensas reações positivas pela téc 
n ica de Pelegrino-K agan (12), era  re tirado  
sangue p a ra  a obtenção do an ti-sô ro . P a r
te  dêste era  m antido  em na tu reza  p a ra  u ti
lização no teste  indireto ; parte , conjugado 
com isotiocianato de fluoresceina em ce- 
lite, segundo a  técnica de Coons, m odifi
cada * (8), p a ra  utilização nos testes di
reto e de inibição. A ntes da utilização nos 
testes, o an ti-sô ro  conjugado é adsorvido 
n a  presença de pó de tecido p a ra  dêle re 
tira r  o cham ado “m ateria l fluorescente não 
conjugado” (UFM ), porven tu ra  existente.

Após êstes procedim entos, um a am ostra 
do an ti-sôro  conjugado é diluído em p ro 
porções crescentes em solução tam ponada 
de fostato-d ifosfato  de sódio, pH 7.1 (1:2; 
1:5; 1:10; 1:20) e testadas a  sua especifici
dade e in tensidade de fluorescência. A 
m aior diluição eficiente — no nosso caso 
1:10 — é tom ada como base p a ra  a diluição 
do restan te  do an ti-sôro  conjugado que, en 
tão, distribuído em alíquotas de 2ml, é es
tocado em congelador (— 20°C ).

(*) 2 m l de sôro são m istu rad o s cm 2 m l de tam p ão  carbonato -b iearbonato  de sódio, pH  8 .5 . Agita-se
p o r 5 m inu tos e ad ic ionam -se  5-10 m g do fluorocrom o (ITCF em celite). N ovam ente é agitada 
a m is tu ra  e, em  seguida, cen tr ifu g ad a . O sobrenadantí* é deixado f lu ir  sôbre um a coluna dc 
Sephadex G-25 p a ra  f iltração  e separação  do con jugado . O p rep a ro  d a  co luna  pode se r v isto  cjti 
N air (F luorescent P ro te in  T rac in g -L iv in g sto n e-E d in b u rg h  & L ondon, 1062).
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4. A nti-gam a-globulina hum ana fluo- 
resceinizada  — Tom a-se 1 ml da a n ti-g a 
m a-globulina hum ana  fluoresceinizada co
m ercial — Wellcome Laboratories, Lon- 
d o n ) , no nosso caso — e a êle se adicionam  
11 ml do tam pão fosfato-difosfato  de sódio, 
pH 7.1 (PBS) . Após m istura, adicionam -se 
20 mg de pó de tecido e ag ita-se  por 30 
m inutos; cen trifuga-se  a 2.000 rpm  por 5 
m in u to s . O sobrenadante  é dividido em alí
quotas de 2 ml, que se prestam  à utilização 
no teste  indireto .

5. Testes

a) Teste direto  — Os cortes de tecido 
são cobertos com o an ti-sôro  conjugado e 
deixados reagir por 30 m inutos em câm ara 
úm ida. A seguir, são lavados com um a so
lução tam ponada de fosfato-difosfato  de 
sódio pH 7.1 (PBS), m ontadas com o mes
mo tam pão sob lam ínula  e lacradas com 
esm alte de u n has.

b) Teste indireto  — Os cortes são reco
bertos com anti-sôro  não conjugado e dei
xados reag ir por 30 m inutos em câm ara 
úm ida; lavados com o PBS, pH 7.1 e nova
m ente  recobertos pela an ti-gam a-globuíína 
hum ana  fluoresceinizada d u ran te  30 m inu
tos, em câm ara úm ida. O final do procedi
m entos é o mesmo da técnica d ire ta .

c) Teste de inibição — A prim eira e ta 
pa dêste teste é a m esm a observada no 
teste ind ireto . Em seguida, à lavagem, com 
o tam pãó, os cortes são novam ente expostos 
por 30 m inutos ao an ti-sôro  conjugado, em 
câm ara  úm ida, o final do processo sendo o 
mesmo já  descrito.

6y Exam e das preparações — Foi usado 
um  fotomicroscópio Zeiss, com fonte Ul
trav io leta  HBO 200. Como filtro  prim ário 
foi utilizado o GB 12 e, como secundário, o 
am arelo 530. Usou-se o condensador m ais 
simples e, en tre  êle e a lâm ina, um a gôta 
de glicerina.

7. D ocumentação  — P ara  fotografias 
em prêto-branco  usam os o T ri X  P an  de 400 
ASA (Kodak) e o CT 18 (A gfa), p a ra  as 
coloridas.

RESULTADOS

Dos 45 casos hum anos de esquistossomose 
m ansônica, foram  estudados o fígado e o 
baço em 25; em  um, além  dêstes, linfono- 
dos m esentéricos foram  tam bém  exam ina
dos. Nos restan tes, apenas o baço foi pos

sível estudar. Embora todos tenham  sido 
inicialm ente estudados do ponto de vista da 
im unofluorescência tissular, 34 — por dis- 
porem  de dados clínico-laboratoriais mais 
completos — foram  selecionados, por idade, 
em 3 grupos nos quais se tentou um a cor
relação clínico-im unológica (Quadro I) . 
P a ra  ta l fim, um  critério arb itrário  de 
gradação da gravidade clínica foi utilizado, 
tom ando por base os seguintes dados: hé- 
patoesplenom egalia, hem orragias digesti
vas, h ipertensão  porta, citopenia sanguí
nea e protidogram a. P a ra  a gradação do 
conjunto  de dados imunológicos, no fígado, 
foram  considerados os seguintes itens: fre 
qüência de fluorescência, presença de m a
teria l fluorescente extracelular, células 
fluorescentes no espaço porta, no parên- 
quim a e nas faixas de fibrose; granulom as 
esquistosomóticos, com m ateria l fluorescen
te  in traovu lar e nas células que os cir
cundam . No baço, p a ra  o mesmo propósito, 
foram  consideradas: freqüência de fluo
rescência, presença de células fluorescen
tes n a  pôlpa verm elha, nas trabéculas e na  
pôlpa branca .

Numa visão m ais de ta lhada  do quadro 
verificam -se os seguintes resultados, com 
relação ao baço:

1. No grupo 1 (0-19 anos) — composto 
de 9 casos, em 6 dêles houve coinci
dência en tre  a intensidade dos acha
dos imunocitológicos e a gravidade 
clínica do caso; em 2, houve p re
dom inância da gravidade clínica sô- 
bre os achados imunológicos; fin a l
m ente, em 1 caso ocorreu o inverso.

2. No grupo 2 (20-29 anos, 15 casos) — 
houve coincidência en tre  a gravidade 
clínica e a in tensidade dos achados 
imunológicos em 6; dos restantes, em 
5 predom inou a in tensidade clínica 
e, em 4, ocorreu o inverso.

3. No grupo 3 (30-39 anos; 9 casos), 
houve coincidência em apenas 2; dos 
7 restan tes, em 5 predom inou a in 
tensidade imunológica e, em 2, a clí
n ica.

ESTUDO IMUNOCITOLÕGICO E HIS- 
TOLÓGICO DOS FÍGADOS — As p re
parações de fígado observadas à luz u l
trav io leta  revelam  a m ais a lta  freqüên
cia de m ateria l fluorescente no citoplas- 
m a de células fagoc itá rias. Assim, o ci- 
toplasm a dos polim orfonucleares neutrófi-
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NOTA — O quadro I faz referência a  números de casos aparentem ente inexistentes. É que foram manipu
lados de  fato 62 casos, todavia as preparações de 17 dêles se viram danificadas durante a  inundação 
de 1966.
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los e histiócitos em item  luz verde-m açã b ri
lhan te , deixando tran sp arecer a som bra n u 
clear, o que faz identificá-los fàcilm ente. A 
fluorescência específica está d istribuída 
nesses elem entos celulares que in filtram  os 
espaços porta , as faixas de fibrose e, mais 
raram ente, nos sinusóides. Nos espaços 
porta  ou n as  faixas de fibrose, estas célu
las fluorescentes se dispõem difusam ente 
e/ou à  m aneira  de granulom as. Êstes, evi
denciam  sem pre ovos ou os seus restos 
quitinosos, de acôrdo com o esúacks evolu
tivo em que se encon tram . C m ateria l 
íluorescente aparece dentro  do ôvo, em 
xorma de grumos, e no citoplasm a de cé
lulas que se dispõem em coroa ;jeriovular. 
O utras vêzes, quando o ôvo está reduzido a 
um a casca con tra ída  (au to fluorescen te), 
restam  apenas ra ras  células fluorescentes 
da localização periférica (Veja seqüência 
evolutiva do granulom a) . Com relação às 
células que fluorescem  difusam ente nos es- 
espaços po rta  e faixas fibrosas, não h á  dis
posição Ou características especiais. (Figs. 
1 e 2) . Apenas, variam  sob o ponto de vis
ta  quan tita tivo  de caso p a ra  caso, ou, às 
vêzes, no mesmo fígado, em cortes dife
ren tes. Contudo, no ta-se  que o in filtrado  
difuso das faixas fibrosas é quase exclusiva
m ente form ado por células m ononucleadas, 
fàcilm ente reconhecíveis pela som bra n u 
clear, em bora nem  sem pre fôsse possível 
iden tificá-las. Às células fluorescentes oca
sionalm ente vistas nos sinusóides, conside
ram os como células de K upffer.

Os cortes histológicos dos fígados, estu 
dados pelas técnicas usuais, m ostram  os 
aspectos já  conhecidos, desde discretos in 
filtrados inflam atórios portais, com ou sem 
granulom as esquistosomóticos, a té  as fa i
xas de fibrose portal características rias fo r
m as avançadas da “fibrose hepática  tipo 
Sym m ers'’. Todavia, o in filtrado  celular dos 
espaços portais e faixas de fibrose, além  
dos elem entos celulares observados a t r a 
vés da luz u ltrav io leta (histióticos e poli- 
m orfonucleares neu tró filo s), ap resen ta  a in 
da células linfóides, plasm ócitos e ou tras 
células de origem discutida, sem elhantes 
àquelas vistas nos cordões esplênicos e que, 
ao contrário  dos linfócitos e plasmócitos, 
fluorescem com a  técn ica por nós em pre
gada p a ra  de tec ta r antígenos. F inalm en
te, com parando-se os achados histológicos 
e im unocitoquím icos, observa-se existência 
de correlação positiva en tre  a riqueza ce

lu lar dos espaços e faixas de fibrose por
tais, vista sob microscopia de luz, e o n ú 
mero de células fluorescentes visualizadas 
através da luz u ltravioleta.

ESTUDO IMUNOCITOLÓGICO E HISTO- 
LÓGICO DOS BAÇOS — Do ponto de vis
ta  da disposição e características celula
res, os baços se com portam  ao exame sob 
m icroscopia de fluorescência de um a m a
n e ira  m ais ou menos uniform e. As célu
las fluorescentes aparecem  sem pre n a  pôl
pa verm elha de m aneira  difusa e regular, 
de ta l modo que qualquer campo exam inado 
poderia ser considerado como represen ta
tivo do conjunto . (Fig. 3) As c. lulas fluo
rescentes estão sem pre dispostas n a  in ti
m idade dos cordões de B illroth e, menos 
freqüentem ente, no litoral dos sinusóides. 
(Fig. 4) Os elem entos fluorescentes na 
pôlpa verm elha são predom inantem ente de 
form a ovóide, en tre tan to  células alonga
das tam bém  são vistas, embora em m enor 
núm ero. A pôlpa branca  p ràticam ente se 
apresen ta  desprovida de células fluores
centes (exceto em raros casos onde uma 
ou ou tra  célula é vista sem localização re
gu lar), sendo fàcilm ente identificada pelas 
areas escuras que os folículos determ inam  
nas preparações em contraste com as cé
lulas fluorescentes da pôlpa verm elha que 
delim ita o folículo (Figs. 3 e 5) Ocasio
nalm ente, células fluorescentes esparsas 
são vistas n a  intim idade das trabéculas. 
(Fig. 6)

Os cortes histológicos, exam inados pelos 
m étodos usuais, dem onstram  liiperplasia 
da pôlpa verm elha, represen tada por h iper- 
celularidade dos cordões e proliferação do 
endotélio sinusoidal. Êstes achados, embo
ra  variem  de intensidade, perm item  sepa
ra r  dois tipos morfológicos: o primeiro, 
onde há  in tensa  celularidade da pôlpa ver
m elha, com ausência de fibrose, no qual 
n o ta -se  proem inente proliferação endote- 
lia l. O outro, em que aparece fibrose in - 
tersticial, espessam ento das trabéculas e 
da cápsula esplênicas, associada à hiperce- 
lu laridade dos cordões, porém coui revesti
m ento sinusoidal form ado de células ach a
tad as . Neste grupo, são freqüentes os nó- 
dulos fibrosideróticos. Em ambos os tipos, 
a  hipercelularidade dos cordões de Billroth, 
em bora predom inantem ente representada 
por células poliédricas, apresen tava ele
m entos celulares alongados.
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ASPECTOS PARTICULARES DO MATE
RIAL E DAS CÉLULAS FLUORESCENTES 
Sendo o objetivo fundam enta l desta  ex
periência a detecção de antígeno nos teci
dos, vale reg istrar a  form a sob a qual êle 
se apresentou. No in terior de ovos a inda 
íntegros, o m ateria l fluorescente se m ostrou 
homogêneo. Quando, porém  se dava a  ex- 
trusão, o exame em m aior aum ento  (500 a 
lOOOx) dem onstra a existência de finas 
partículas conglomeradas, livres ou no ci- 
toplasm a das células. E sta característica  
morfológica é comum às células fluorescen
tes independentes de granulom a, no fígado 
e no baço.

Comparando os achados celulares obser
vados à microscopia comum com os aspec
tos vistos através da im unofluorescência, é 
possível adm itir que os elem entos celulares 
poligonais fluorescentes correspondam  a cé
lulas h istiocitárias; os polim orfonucleares 
neutrófilos, por outro lado, são fàcilm ente 
reconhecíveis à luz u ltrav io leta . A id e n ti
ficação, contudo, dos elem entos celulares 
alongados, que tam bém  se m ostram  fluores
centes, ocasionais no fígado e m ais fre 
qüentes nos cordões esplênicos, não nos foi 
possível realizar.

SEQÜÊNCIA EVOLUTIVA DO GRANU- 
LGMA ESQUISTOSOMÓTICO À MICROS
COPIA DE FLUORESCÊNCIA — Do estudo 
de numerosos cortes de fígado e linfonodos 
onde reações granulom atosas ao ôvo de
S.M . apareciam  sob variados aspectos, ca 
racterísticos de um  processo dinâm ico, é 
possível compor a seguinte seqüência evo
lu tiva:

1) ôvo íntegro, repleto de m ateria l fluo
rescente específico, na  form a de m assas ou 
grumos, sem fluorescência de células em 
tôrno; (fig. 7) .

2) ôvo com casca rô ta, extravasam ento  
parcial do m ateria l fluorescente específico 
e presença de algum as células carregadas 
de m ateria l fluorescente n a  estre ita  vizi
nhança  da casca (fig. 8);

3) ôvo levem ente contraído, esvaziado 
de m ateria l fluorescente específico e c ir
cundado de grande núm ero de células fluo
rescentes (fig. 9);

4) ôvo to ta lm en te  vazio, envolto por 
um a coroa de células fluorescentes, segui
da de um  halo  onde as células fluorescen
tes são ra ras  e m ais perifèricam ente cir
cundado por um a zona densam ente povoa

da de elem entos fluorescentes (figs. 10 e
1 1 ) .

5) Casca de ôvo to ta lm en te  vazia, des
provida de envoltório de células fluores
centes, no tando-se ra ra s  células fluores
centes em disposição a inda  circular, porém  
m uito d istan te  do ôvo (fig. 12) .

Apesar da in ten sa  fagocitose, m ateria l 
fluorescente em grum os tam bém  é visto 
extracelu larm ente, mesmo nos estádios fi
nais acim a enum erados.

COMENTÁRIOS

Utilizamos deliberadam ente as técnicas 
p a ra  detecção de antígeno em tecidos a 
p a rtir  do an ti-sô ro  de pacientes esquistoso- 
móticos fluoresceinizado (teste direto) por 
ser reconhecidam ente aquêle que perm ite 
fixar d iretam ente  o anticorpo sôbre o a n 
tígeno; ou do an ti-sôro  não m arcado (p ri
m eira fase do teste indireto) que funciona 
como peça in term ed iária  específica entre 
o antígeno e a an ti-gam a-g lobu lina  fluo
resceinizada. De modo diverso se têm  com
portado alguns autores (3) que usaram  
anti-gam a-g lobu lina  antiespécie fluorescei
nizada, aplicada d ire tam ente sôbre os te 
cidos. Tal procedim ento condiciona apenas 
a  visualização de gam a-globulinas p resen
tes no in terio r das células, que em bora pos
sam  incluir anticorpos específicos da doen
ça em causa, contêm  sem dúvida outros 
an tico rpos.

1. CORRELAÇÃO CLINICO IMUNOLÕ- 
GICA — A ten ta tiv a  de correlacionar a g ra 
vidade clínica da doença com os ac h a 
dos imunológicos m erece algum as conside
rações gerais. Em prim eiro lugar, a am os
tra  é escassa, tendo em vista o grau de 
variação encontrado, especialm ente nos as
pectos imunológicos observados no fígado. 
Por outro lado, o conjunto  de m anifestações 
clínicas usualm ente observado nestes p a 
cientes traduz  perturbações tão  variadas 
que m uitas vêzes não podem ser relacio
nadas en tre  si e m ais dificilm ente ainda 
com aspectos de um  fênom eno de natu reza  
diversa, como o imunológico. E n tre tan to , o 
que nos levou a te n ta r  um a análise dêste 
tipo foi o conhecim ento adquirido, através 
de trab a lh o s experim entais prévios, de que 
sendo a  Esquistossomose um a parasitose 
endógena, o produto dos parasitas  e seus





Fig. 1 — Fígado — Caso 44 — Células fluorescentes difusamente distribuí
das em faixa de fibrose portal (aprox. 63 x ).

Fig. 2 — Fígado — Caso 30 — Células fluorescentes de distribuição irregular
em placa de fibrose portal. Praticamente 
tôdas as células são mononucleadas (aprox. 
160 x ).

Fig. 3 — Baço — Caso 29 — Células fluorescentes distribuídas na pôlpa
vermelha. A área escura corresponde a folí- 
culo linfóide. (Aprox. 63 x ).

Fig. 4 — Baço — Caso 38 — Detalhe da pôlpa vermelha demonstrando
células fluorescentes nos sinusóides (aprox. 
160 x ).

Fig. 5 — Baço — Caso 44 — Detalhe demonstrando limite entre a pôlpa
vermelha (à esquerda) e a pôlpa branca (à 
direita), notando-se ausência de fluorescência 
nesta última, exceto em uma célula prova
velmente dentro da arteríola centro-felicular 
(aprox. 160 x ).

Fig. 6 — Baço — Caso 29 — Células fluorescentes na trabécula esplênica 
(Aprox. 160 x ).





Fig. 7 

Fig. 8

Fig. 9

Fig. 10 

Fig. 11

Fig. 12

Gânglio — Caso 31 — Ovo repleto de material fluorescente especí
fico; ausência de células fluorescentes em  
tôm o (Aprox. 160 x ).

Glângio — Caso 31 — Ovo com casca rôta com extravazamento par
cial do material fluorescente específico; algu
m as células fluorescentes são vistas na vizi
nhança da casca (Aprox. 160 x ).

• Fígado

• Fígado — Caso 30 

Fígado

Fígado

Caso 31 — Ovo com casca vazia de material fluorescente;
numerosas células fluorescentes circundam- 
-no (Aprox. 160 x).

Granuloma em completo desenvolvimento 
(Aprox. 63 x).

Caso 30 — Detalhe do centro de um granuloma, vendo- 
-se ovo vazio, envolto por material fluorescen
te específico, livre e fagocitado (Aprox. 400 x ).

Caso 30 — Granuloma em fase regressiva, mostrando 
autofluorescência da casca e ausência de 
células fluorescentes na sua vizinhança 
(Aprox. 160 x ).
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ovos rep resen tam  um  considerável acêrvo 
antigênico. Contudo como a  nossa am os
tra  rep resen ta  a doença n a  sua form a hé- 
patoesplênica, onde fenôm enos dc natu reza  
c ircu latória partic ipam  da sua ap resen ta 
ção clínica, nosso objetivo foi o de verifi
car a té  que ponto a  fenom enologia im u- 
nológica continuava a a tu a r .

Parece-nos lícito adm itir ser o baço mais 
representativo das alterações imunológicas, 
sobretudo em crianças e indivíduos jovens 
(grupos I  e I I ) ,  o que seria com preensí
vel tendo em vista ser êste órgão receptor 
e trad u to r das m anifestações im unológicas. 
No fígado, ao contrário  — um  dos órgãos 
onde se assestam  as alterações fren te  a 
vermes, ovos e seus produtos — o achado 
da fluorescência específica em bora nos 
trag a  aspectos in teressan tes no que se re 
fere aos granulom as e ao in filtrado  difuso 
do espaço po rta  e das faixas de fibrose, se 
m ostrou irregu lar em distribuição. Esta 
constatação  dem onstra a escassa probabili
dade de que am ostras, necessàriam ente co
lh idas ao acaso, venham  a ser rep resen ta 
tivas p a ra  a avaliação da in tensidade da 
doença. Por ta is motivos, deixamos de ava
lia r os resultados concernentes aos aspectos 
imunológicos hepá tico s.

F inalm ente, poderíam os a firm ar que o 
baço, a p articu larm en te  sua pôlpa verm e
lha, se com porta à  luz u ltrav io leta  como 
um  espelho dos fenôm enos imunológicos 
desencadeados pela circulação de an tíge- 
nos nesta  doença. Êste aspecto se coaduna 
perfe itam ente  com as comprovações ob ti
das a través de experim entação em anim ais. 
(2 e 21) .

2. ASPECTOS IMUNOCITOLÓGICOS — 
Figado — É conhecido o en co rtro  tan to  
nos espaço po rta  como em faixas de fi
brose, de células in flam a tó ria s . E n tre tan to  
fazia-se necessário analisar a  na tu reza  es
pecífica ou não dêstes elem entos celula
res. Em nossas preparações exam inadas 
sob luz u ltravioleta, várias destas células 
aparecem  fluorescentes, com provando que 
mesmo n a  evolução de lesões fibroplásicas 
da h ep a to p a tia  crônica esquistosomótica, a 
participação  do m ecanism o imunológico 
con tinua  a  se fazer. Um outro aspecto dig
no de registro  foi a  observação de fra g 
m entos, as vêzes dim inutos, de casca de 
ovos autofluorescentes, não  visualizados 
nas preparações histológicas realizadas nos

mesmos cortes. R aram ente foi encontrada 
a  fluorescência em células sinusoidais, con
sideradas como de K upffer. Atribuímos a 
raridade  dêste achado à  possibilidade de 
bloqueio an terio r destas células fagocitárias 
por pigm entos do parasito , como sugerido 
em traba lho  experim ental (22).

Recentem ente, A ndrade (4), ten tando  de
te c ta r  anticorpo e não antígeno como no 
p resente trabalho , em fígado de pacientes 
esquistosomóticos, descreve o achado, em 
bora raro , de fluorescência específica em 
células “localizadas da m esm a m aneira que 
as células de K upffer” . Achamos estranha 
esta observação, bem como a interpretação 
do au to r de que a célula de K upffer se 
houvesse diferenciado em célula form adora 
de anticorpo.

Por outro lado, o encontro “de in filtra 
ção” porta l difusa, mesmo nos casos avan 
çados da esquistosomose hépatoesplênica, 
tem  sido discutido por alguns autores (4 e
5), como indicativo de um a hepatite  em 
evolução, não havendo acôrdo quanto à 
sua especificidade. A ndrade (4), comen
tando  o problem a, adm ite como provável 
um  m ecanism o de hipersensibilidade re ta r 
dada p a ra  explicá-lo. Acreditamos haver 
dem onstrado, com os dados acim a referi
dos, que a presença do “infiltrado” inflam a- 
tório difuso, não relacionado com granulo- 
m a e sistem aticam ente observado nos es
paço po rta  e nas faixas de fibrose, traduz 
um  grande contingente antigênico retido 
pelas células fagocitárias e que n a tu ra l
m ente g aran te  a continuidade das reações 
específicas no nível destas e s tru tu ras. Não 
nos parece caber duvida, portanto , de que 
n a  base dos fenôm enos fibroplásicos portais 
e da da cham ada “hepa tite  crônica” se en 
con tra  a etiologia esquistosomótica repre
sen tad a  pelas suas frações antigênicas.

Q uando se o lham  as lesões portais em 
atividade, sobretudo através do ângulo his- 
tofuncional que nos favoreceram  a histo- 
quím ica e a  im unocitoquím ica, percebe-se 
um a sem elhança en tre  elas e a pôlpa ver
m elha do baço, como se “m icro-órgãos” re- 
tículo-endoteliais se houvessem desenvolvi
do nestas áreas.

Baço — A uniform idade de distribuição 
das células fluorescentes n a  pôlpa verm e
lh a  do baço caracteriza  m ais um a vez o 
com portam ento funcional dêste órgão. A 
despeito de os cortes histológicos usuais
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haverem  dem onstrado, como já  e ra  do co
nhecim ento prévio: dois aspectos m orfoló- 
gicos (hipercelularidade da pôlpa verm e
lha, h iperp lasia  endotelial e dos íolículos; 
e em  outro tipo, fibrose superposta aos 
aspectos an terio res), não houve diferença 
detectável n a  distribuição e localização das 
células fluorescentes en tre  êstes dois tipos.

A ra ra  presença de elem entos fluores
centes indicativos de antígeno nos folículos 
linfóides, como já  referida  em vários t r a 
balhos experim entais (7, 14, 22 e 33) ju sti-  
fica-se pelo fato  de a  sua população ser 
constitu ída por células linfóides jovens, 
precursoras das form adoras de anticorpos e 
não fagocitários. M uito ao contrário, n a  
pôlpa verm elha se situam , ta n to  no lito 
ra l como n a  in tim idade dos cordões, n u 
merosas células fagocitárias.

3. CONSIDERAÇÕES GERAIS SÔBRE O 
MATERIAL E AS CÉLULAS FLUORESCEN
TES — A form a sob a  qual o m ateria l fluo
rescente foi visualizado leva-nos a  adm i
tir  a  na tu reza  p articu lada  do complexo a n - 
tigênico observado. No en tan to , êste fato  
não nos autoriza a  a fa s ta r  a  possibilidade 
da existência de frações an tigênicas solú
veis, que a  técnica u tilizada não  perm ite 
detectar.

Q uanto às células fluorescentes, podemos 
afirm ar serem  fagocitárias. Polim orfonu- 
cleares neutrófilos e histiócitos foram  p er
feitam ente reconhecidos, sobretudo n as  le
sões granulom atosas periovulares. Ao con- 
tário, pequenas células redondas e células 
alongadas, estas ú ltim as m ais freqüen te
m ente localizadas n a  pôlpa verm elha do 
baço, não puderam  ser classificadas. Esta 
dificuldade já  hav ia  sido encontrada por 
alguns autores. Assim W hite (33), usando 
teste  direto p a ra  detecção de an tígeno no 
baço de galinha, refere tex tualm ente que 
“antigen was m ainly detected in  or on 
ra th e r elongated spindle-shaped cells, 
w hich w here d istributed  in  th e  w hite pulp 
near th e  m arg in  w ith  th e  red  puip”, om i
tindo a . identidade dêstes e lem entos. A n
drade & Andrade, (3) referiram -se  a  “cé

lu las fusiform es com prim idas n a  pôlpa es- 
p lê n ic a .. .  confundíveis com fibroblastos”, 
às quais a tribuem  na tu reza  re tícu la i, b a 
seados em  m étodo histoquím ico.

4. CONSIDERAÇÕES SÔBRE A SE
QÜÊNCIA EVOLUTIVA DO GRANULOMA 
ESQUISTOSOMÓTICO — O quadro geral 
das alterações im unológicas locais fren te  
ao ôvo de Schistosom a m ansoni se com
p o rta  de modo sem elhante ao adm itido 
p a ra  outros agentes p arasitário s endóge- 
nos. O ôvo não  se lim ita  a despertar sim 
plesm ente um a reação do tipo “corpo es
tra n h o ”, m as caracteriza  um  complexo rea- 
cional específico con tra  o m ateria l an ti-  
gênico que contém . Como ficou dem ons
trado, após a  ro tu ra  da casca e conseqüen
te extrusão dos produtos do m iracídio, tem 
início um a reação fagocitária  local, que 
se prolonga a té  o to ta l esvaziam ento da 
carga an tigên ica do ôvo. Q uanto  ao m ate 
ria l fluorescente extracelular, p resen te por 
vêzes n a  v izinhança do ôvo, adm itim os re 
su lta r de insuficiente capacidade fagocitá
ria . Talvez esta ocorrência seja a explica
ção p a ra  o fenôm eno da “f ra n ja  eosino- 
fílica” descrita  em o u tra  p a rte  (19). Em 
estágios posteriores, quando apenas restam  
os fragm entos da casca, as células fagoci
tá ria s  fluorescentes são encontradas dis
tan te s  do centro do granulom a, parecendo 
haver ocorrido um a m igração ativa  dêstes 
elem entos celulares p a ra  os espaços porta  
e faixas de fibrose, no caso do fígado.

E xperim entalm ente, o granulom a esquis- 
tosomótico já  h av ia  sido estudado sob im u
nofluorescência (1) e, em bora não houves
se sido ten tado  um  estudo da sua evolução, 
alguns dos aspectos descritos coincidem 
com os agora apresentados.
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S U M M A R Y

Fluorescent antibody technics were used to determ ine the  localization and 
distribution  o f schistosom al an tigen  in  tissue cells, using surgical samples of 
liver, spleen and  lym ph  nodes. Sam ples obtaineã from  45 patien ts during 
spienectom y were Jrozen in  ãry-ice-acetone ba th  and sections 4 n th ick  were 
cu t on a cryostat m icrotom e. S im ilar sections were fixed  for routine histological 
anã histochem ical s tu d y .

Serum  samples were óbtained from  selected pa tien ts by skin  te s t and  
conjugated w ith  fuorescein isothiocyanate according to the  m odified m ethod of 
Coons et al. For localizing th e  sites of antigen devosztion in  tissue cells, direct 
and indirect tests were perform ed using fluorescein a ttached  to th e  antibody  
(from  pa tien ts s e ru m ). Thus th e  sites o f an tigen-antibody com bination could 
be iãen tifieã  by th e ir  apple-green bright fluorescence. For confirm ation of 
specifity  inhibition, tests w ith  non-conjugateã  serum  from  the  sam e patients  
loere perform ed.

The presence of antigen  on th e  spleen anã  their relative am ount were 
arbitrarily graded according to  th e  frequence of cells involved, so th a t an  
a ttem p t was m aãe to  correlate th e  im m unological find ing  w ith  th e  clinicai 
aspects of th e  p a tien ts . The pa tien ts  were ãivided in  3 groups (0 to 19, 20 to  
29 and  30 to  39 years of age) and were graded according to the  severity of 
sym ptom s. A positive relaticmship was fin ã  in  th e  fir s t group (0-19 years) w ith  
a suggestive parallelism  betw een th e  im m unological anã  clinicai aspects.

Pathological fin d s:  — The spleen from  pa tien ts o f ali three groups showed  
hyperplasia of lym phatic  follicles w ith  a large germ inal center and hyperplasia  
of th e  red pulp; th e  sites o f antigen  deposition were founã  by th e  fluorescent 
antibody technic  in  cells o f th e  red pulp  recognized as neutrophils and histio- 
cytes, th ey  were located in  th e  sinusoids and B illroth cords and some in  the  
trabeculae.

The cells of th e  lym phatic  centers ãiã no t show fluorescence.
The pathological changes observed in  th e  liver were characterized by 

in flam atory cells in filtra ting  th e  portal spaces anã portal fibrosis characteristic 
as th a t describeã in  Sym m ers “cirrhosis”. They were located, im m eãiately  
around th e  eggs, in  several layers o f histiocytes and neutrophils (some eosino- 
phils), or a ãifuse in filtra tion  o f those cells were present in  portal spaces w ith  
or w ithou t fibrosis suggesting no relationship to  th e  eggs.

The central area o f the  granulom a corresponâing to the  egg substance  
showeã bright fluorescence, w ith  th e  surrounãing cells. W hen th e  egg was em pty  
anã the  shell shrunkeã, the  fluorescent m aterial was founã  around the  shell, and  
th e  num ber of fluorescent cells were more proem inent in  th e  granulom a.

The ã ifferen ts  aspects related to th e  antigenic m aterial corresponding to  the  
egg substance, w hich showed positive to fluorescente antibody anã the  presence 
o f fluorescent cells around, perm it to  ãescribe a pa ttern  of the  granuloma  
m echanism : 1 st) The egg is fu ll o f fluorescent m aterial w ithou t fluorescent 
cells arounã; 2 nã) the  egg shell shows ãisrupture anã fluorescent m aterial 
starts  to  come out; some fluorescent cells are founã  ju s t about the  shell; 3 rã) 
th e  egg shell is contracted anã em pty, fluorescent m ateria l can be founã  arounã  
4th) th e  eggs shell is reduceã to  a shrunked  Une (non specific fluorescent) w ith  
anã a large num ber of fluorescent cells surronã th e  shell (fu ll size granulom a); 
an area o f non fluorescent cells, surrondeã by a zone of fluorescent cells; 5 th ) . 
Finally, the  granulom a is reduceã to  a shrunkeã  shell surronãed by a few  fluores
cen t cells fa r  from  th e  center. L ynph  nodes, as well as th e  spleen, did not 
show fluorescent cells in  th e  lim phatic follicles bu t they  were very large and  
quite a num ber o f eggs were located in  th e  reticular cappilaries. The grânuloi- 
m atous reactions ãiã no t show differences from  those describeã in  th e  liver.

The authors suggest th a t th e  splenic changes, visualizeã by im m unofluores- 
cen t techn ic  were more un iform  anã can be representative to ãem onstrate th e  
im m unological s tage of th e  disease. The liver, beca use of th e  location o f eggs 
and worms, showeã more reactive anã variations coulã be founã  from  one section  
to  another.
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I.° SIMPÓSIO FARMITALIA NO BRASIL 

D A U N O M I C I N A

Enaltecendo o program a de comemo
ração do 20.° aniversário  da QUÍMICA E 
FARMACÊUTICA PROQUIFAR S/A, rep re
sen tan te  e fabrican te  exclusiva no Brasil 
da Società Farm aceu tic i-Ita lia  — FARMI- 
TALIA — de Milão, rea liza r-se -á  no dia 5 
de outubro de 1968, às 9 horas, no  AUDI
TÓRIO FARMITALIA, a  ser inaugurado  
na  ocasião, nas m odernas instalaçõeõs da 
Proquifar, à Rodovia W ashington Luiz, 
Km 5 — DUQUE DE CAXIAS — Estado do 
Rio de Janeiro, o

I.° SIMPÓSIO FARMITALIA NO BRASIL 
SÔBRE A DAUNOMICINA

O nôvo antibiótico de atividade an tileu- 
cêm ica com a participação  dos renom adcs 
c ientistas:

Prof. Aurélio Di M arco — Itá lia
Dr. S. H olland — USA
Dra. Luísa M assimo — Itá lia
Dra. C harlo tte  T an  — USA
Dr. Moacyr Santos Silva — Brasil
Dr. Luiz Carlos Fam adas — Brasil
Dr. Alfredo Pawlowsky — A rgentina

REGULAM ENTO DO PR ÊM IO  
G ERH ARD DOM AGK

Art. 1.° —  O prêmio Gerhard Do- 
magk é cferecido anualmente a partir de 
1963, pela A CHIM ICA “B A Y E R ” S.A. 
em comemoração do centenário da funda
ção da F A R B E N F A B R IK E N  B A Y ER  
AG., de Leverkusen, Alemanha, ao autor 
ou autores do melhor trabalho sôbre te
mas de medicina tropical (D oenças In- 
fectuosas e Parasitárias, de Nutrição, F i- 
siologia e Higiene Tropicais)* uma vez 
que o mesmo satisfaça às exigências dêste 
Regulamento.

Art. 2.° —  Concorrerão ao referido 
prêmio todos os trabalhos publicados na 
R EV ISTA  D A  SO C IED A D E B R A SI
LEIRA D E  M E D IC IN A  TRO PICAL  
durante o ano anterior.

Art. 3.° —  O prêmio constará de 
uma importância e mdinheiro, estipulada 
anualmente, e de uma medalha com o 
respectivo diploma assinado pelo Presi
dente e Secretário-Geral da Sociedade. N o  
caso de trabalho em colaboração, o prê
mio em dinheiro será conferido à equipe, 
porém, cada um dos co-autores receberá 
uma medalha e um diploma, que men
cionará ser o prêmio pertencente à equipe.

Art. 4.° —  Serão membros da Co
missão Julgadora o Presidente da Socie
dade Brasileira de M edicina Tropical, que 
a presidirá, e os integrantes do Conselho 
Consultivo da R E V IST A  D A  SOCIEDA
D E  B R A SIL E IR A  D E  M E D IC IN A  
TRO PICAL.

Art. 5.° —  Cada membro da Comis
são Julgadora indicará os 5 melhores tra
balhos publicados durante o ano, sendo 
premiado aquêle que obtiver maior núme- 
Sociedade Brasileira de M edicina Tropi
cal a decisão final em  caso de em pate.

Art. 6.° —  A Comissão Julgadora de
verá emitir seu parecer até a data do 
início do Congresso anual da Sociedade 
Brasileira de M edicina Tropical, quando 
o prêmio será entregue em  sessão solene.

Art. 7.° —  N ão caberá qualquer re
curso ao parecer da Comissão Julgadora.

Art. 8.° —  O Presidente da Socieda
de Brasileira de M edicina Tropical será 
árbitro supremo para decidir as dúvidas 
surgidas na interpretação dêste Regula
mento ou reslver qualuqer dificuldade 
em sua execução.


