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Os autores estudaram amostras de figado, baco e linfonodos de 45 pacien-
les portadores da forma hépatoesplénica da esquistossomose mansonica, utili-
zando a técnica de imunofluorescéncia para deteccdo de antigenos em tecidos.
O35 casos que dispunham de dados clinicos e laboratoriais mais completos foram
divididos em 3 grupos, de acérdo com a idade, tendo sido tentada uma correla-
cdo entre a gravidade da doenca e os achados imunologicos no baco e figado.
A correlacdo se mostrou positiva quanto ao baco e, sobretudo, nos grupos de
criancas e adultos jovens. O estudo imunocitolégico dos figados a luz U.V.
demonstrou a presenca de células fagocitdrias fluorescentes nos espacos porta,
jaizas de fibrose e, mais raramente nos sinusoides. A distribuicdo e freqiiéncia
das células fluorescentes, excetuados os granulomas, mostrou-se irregular e in-
caracteristica. Estudo semelhante no baco demonstrou uniformidade de dis-
tribuicdo das células fluorescentes, predominantemente nos cordées de Billroth
¢ mnos sinusoides; menos freqiientemente nas trabéculas. Os foliculos linfdides
aparecem desprovidos de células fluorescentes. Do exame de numerosos granu-
lomas em figado e linfonodos, foi realizado um estudo evolutivo desta lesdo.
Os diversos aspectos imunocitologicos permitiram estabelecer cinco fases neste
processo. As células fluorescentes sdo fagocitdrias e reconheciveis como poli-
mor fonucieares neutrofilos e histiécitos; células redondas pequenas e algumas
células alongadas nao puderam ser identificadas. O material fluorescente
dentro do 6vo ou mno interior do citoplasma dos fagdcitos aparece na forma
de grumos e de finos granulos com fluorescéncia verde-macd brilhante. -

Os principais aspectos defendidos pelos autores podem ser sumariados
cOmo segue: o bago é mais uniformemente representativo do estado imunoldgico
vigente nesta doenca; as lesGes fibropldsticas do figado guardam relacdo direta
com reacbes imunologicas; o infiltrado inflamatdrio dos espacos poria e das
Jaizas de fibrose € especifico, pelo menos em parte; o granuloma esquistosso-
motico é um processo reacional especifico frente ao material antigénico cons
tido no 6vo: o material antigénico demonstrado pelo método usado na es-
quistosomose mansénica é particulado (o método ndo permite demonstrar an-
tigenos soluveis) .

INTRODUCAQO mo imunoalérgico (9, 10, 13, 24, 31 e 32).
Posteriormente foi também observado

Desde ha algum tempo foram descritas que reinfeccoes podem desencadear exa-

alteracoes morfologicas desenvolvidas em
animais experimentalmente infectados com
schistosomas que, embora nao fossem con-
vénientemente interpretadas, representam,
sem duvida, manifestacdes de um mecanis-

cerbacao déste estado imunolégico, deter-
minando uma reac¢ido celular intensa con-
tra o parasito e seus produtos (11, 15, 16,
17, 18, 20 e 23). No caso particular do S.
mansoni, uma série de trabalhos parasito-
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logicos, sorologicos e bioquimicos também
confirmaram que o mecanismo imunologico
atua como elemento basico na patogénese
da doenca, seja demonstrando a existén-
cia de fracdes antigénicas no soro de pa-
cientes ou de animais infectados (6 e 27),
seja de anticorpos especificos cemonstra-
veis por técnicas de imunodifusdo e outras
(28 e 29), seja, finalmente, pela constata-
cao de fenémenos premunitorios apodés a
primo-infectacdo, como recentemente foi
demonstrado por Sadun (26) e Smithers
(30}, em macacos.

Ultimamente, técnicas imunocitoqui-
micas vieram confirmar, em nivel tissular,
a participacdo de reacdes antigeno-anti-
corpo em animais experimentalmente in-
fectados (1 e 22) .

O presente trabalho utiliza técnicas de
imunofluorescéncia para a deteccao de an-
tigenos e as alteracdes por éles induzidas
em figado, baco e ganglio linfatico de pa-
cientes esquistossomoticos.

MATERIAL E METODOS

Foram estudados 45 casos de pacientes
esquistosomoticos internados nos hospitais
Universitario, Infantil Manoel de Almeida
¢ Barao de Lucena, no Recife. Em todos
os casos a doenca se manifestava na forma
hépatoesplénica e a colheita do material
para estudo se fazia durante os diversos
procedimentos cirurgicos utilizados para o
tratamento da hipertensido porta ou do hi-
peresplenismo. Além do estudo clinico e
laboratorial a que eram submetidos nas en-
fermarias onde internados, selecionamos os
doentes cujas intradermorreacoes (técni-
ca de Pelegrino-Kagan (12) se mostravam
intensas.

Dois casos foram tomados como teste-
munhas para controle da especificidade das
técnicas: um de anemia falciforme e, o
outro, de hépatoesplenomegalia nio esquis-
tosomotica.

DETALHES TECNICOS

1. Colheita e preparo das amosiras de
tecidos — Biopsias de figado, o baco e

(*) 2 ml de 86ro sio misturados em 2 ml de tampdo carbonato-bhicarhonato de sodio, pH 8.5.

por 5 minutos e adicignam-se 5-10 mg do
a mistura e, em seguida, centrifugada. O
Sephadex G-25 para filtracio e separagio do

eventualmente linfonodos eram retirados
pelo cirurgiao e imediatamente cortados
em amostras de cérca de 10 x 5 x 3 mm a
fim de serem submetidas a congelamento
instantdneo em um banho de gélo-séco-
-acetona, tendo o cuidado de evitar o con-
tacto direto das amostras com a mistura
congeladora, o que garante a integridade
proteica dos tecidos, possibilitando seu pos-
terior uso em técnicas de imunofluorescén-
cia. Amostras semelhantes eram fixadas
em liguido de Carnoy para inclusdo em pa-
rafing e estudo de suas secc¢des pelas tée-
nicas histolégicas e histoquimicas usuais
(H. E., tricromicos e técnica de Unna-
Papenheim) .

2. Corte dos tecidos — As amostras para
fins imunolégicos eram cortadas em micro-
tomo criostatico (modélo ITC) em secoes
de 4 montadas em laminas, as quais, no
momento do estudo, eram degeladas em ca-
mara séca por alguns minutos e transferi-
das para cimara umida apos serem cober-
tas com o sOro indicado pelo teste em rea-
lizacao (veja testes).

3. Selecdo e conjugacdo do anti-séro es-
pecifico — Dos pacientes que apresentavam
as mais intensas reacoes positivas pela téc-
nica de Pelegrino-Kagan (12), era retirado
sangue para a obtencao do anti-soro. Par-
te déste era mantido em natureza para uti-
lizacdo no teste indireto; parte, conjugado
com isotiocianato de fluoresceina em ce-
lite, segundo a técnica de Coons, modifi-
cada * (8), para utilizacdo nos testes di-
reto e de inibicao. Antes da utilizacdo nos
testes, o anti-séro conjugado é adsorvido
na presenca de pé de tecido para déle re-
tirar o chamado “material fluorescente nao
conjugado” (UFM), porventura existente.

Apds éstes procedimentos, uma amostra
do anti-séro conjugado € diluido em pro-
porcoes crescentes em solucdo tamponada
de fostato-difosfato de so6dio, pH 7.1 (1:2;
1:5; 1:10; 1:20) e testadas a sua especifici-
dade e intensidade de fluorescéncia. A
maior diluicdo eficiente — no nosso caso
1:10 — é tomada como base para a diluicéo
do restante do anti-séro conjugado que, en-
tdo, distribuido em aliquotas de 2ml, é es-
tocado em congelador (— 20°C).

Agita-se

fluorocromo (ITCF em celite). Novamente é agitada
sobrenadante é deixado fluir sébre uma coluna de
conjugado.

O preparo da coluna pode ser visto em

Nair (Fluorescent Protein Tracing-Livingstone- Edinburgh & London, 1962).



Maic - Junho, 1968

Rev. Soc. Bras. Med. Trop:

113

4. Anti-gama-globulina humana fluo-
resceinizada — Toma-se 1 ml da anti-ga-
ma-globulina humana fluoresceinizada co-
mercial — Wellcome Laboratories, Lon-
don), no nosso caso — e a éle se adicionam
11 ml do tampao fosfato-difosfato de sddio,
pH 7.1 (PBS). Apés mistura, adicionam-se
20 mg de pé de tecido e agita-se por 30
minutos; centrifuga-se a 2.000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante é dividido em ali-
quotas de 2 ml, que se prestam a ulilizacido
o teste indireto.

5. Testes

a) Teste direto — Os cortes de tecido
sao cobertos com o anti-séro conjugado e
deixados reagir por 30 minutos em camara
Umida. A seguir, sao lavados com uma so-
lucao tamponada de fosfato-difosfato de
sodio pH 7.1 (PBS), montadas com 0 mes-
mo tampao sob laminula e lacradas com
esmalte de unhas.

b) Teste indireto — Os cortes sao reco-
bertos com anti-séro nao conjugado e dei-
xados reagir por 30 minutos em camara
umida; lavados com o PBS, pH 7.1 e nova-
mente recobertos pela anti-gama-globwina
humana fluoresceinizada durante 30 minu-
tos, em camara umida. O final do procedi-
mentos é 0 mesmo da técnica direta.

¢) Teste de inibicdo — A primeira eta-
pa déste teste é a mesma observada no
teste indireto. Em seguida, a lavagem, com
o tampad, os cortes sio novamente expostos
por 30 minutos ao anti-séro conjugado, em
cimara umida, o final do processo sendo o
mesmo ji descrito.

6, Exame das preparagbes — Foi usado
um fotomicroscopio Zeiss, com fonte Ul-
travioleta HBO 200. Como ftiltro primario
foi utilizado o GB 12 e, como secundario, o
amarelo 530. Usou-se o condensador mais
simples e, entre éle e a lamina, uma goéta
de glicerina.

7. Documentacao — Para fotografias
em préto-branco usamos o Tri X Pan de 400
ASA (Kodak) e o CT 18 (Agfa), para as
coloridas.

RESULTADOS

Dos 45 casos humanos de esquistossomose
mansonica, foram estudados o figado e o
baco em 25; em um, além déstes, linfono-
dos mesentéricos foram também examina-
dos. Nos restantes, apenas o baco foi pos-

sivel estudar. Embora todos tenham sido
inicialmente estudados do ponto de vista da
imunofluorescéncia tissular, 3¢ — por dis-
porem de dados clinico-laboratoriais mais
completos — foram selecionados, por idade,
em 3 grupos nos quais se tentou uma cor-
relacdo clinico-imunolédgica (Quadre I).
Para tal fim, um critério arbitrario de
gradacado da gravidade clinica foi utilizado,
tomando por base os seguintes dados: hé-
patoesplenomegalia, hemorragias digesti-
vas, hipertensdo porta, citopenia sangui-
nea e protidograma. Para a gradacao do
conjunto de dados imunolégicos, ne figado,
foram considerados os seguintes itens: fre-
qiéncia de fluorescéncia, presenca de ma-
terial fluorescente extracelular, células
fluorescentes no espaco porta, no parén-
quima e nas faixas de fibrose; granulomas
esquistosomoticos, com material rluorescen-
te intraovular e nas células que os cir-
cundam. No baco, para o mesmd proposito,
foram consideradas: freqiiéncia de fluo-
rescéncia, presenca de célula: fluorescen-
tes na podlpa vermelha, nas trabéculas e na
pélpa branca.

Numa visdo mais detalhada do quadro
verificam-se os seguintes resultados, com
relacao ao baco:

1. No grupo 1 (0-19 anvs) — composto
‘de 9 casos, em 6 déles houve coinci-
déncia entre a intensidade dos acha-
dos imunocitolégicos e a gravidade
clinica do caso; em 2, houve pre-
dominancia da gravidade ciinica s6-
bre os achados imunologicos; final-
mente, em 1 caso ocorreu o inverso.

2. No grupo 2 (20-29 anos, 15 casos) —
houve coincidéncia entre a gravidade
clinica e a intensidade dos achados
imunolégicos em 6; dos restantes, em
5 predominou a intensidade clinica
e, em 4, ocorreu O inverso.

3. No grupo 3 (30-39 anos: 9 casos),
houve coincidéncia em apenas 2; dos
7 restantes, em 5 predominou a in-
tensidade imunolégica e, em 2, a cli-
nica.

ESTUDO IMUNOCITOLOGICO E HIS-
TOLOGICO DOS FIGADCS — As pre-
paracbes de figado observadas a luz ul-
travioleta revelam a mais alta freqiién-
cia de material fluorescente no citoplas-
ma de células fagocitarias. Assim, o ci-
toplasma dos polimorfonucleares neutréfi-
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17 déles se viram danificadas durante a inundagdo

casos aparentemente inexistentes.

lados de fato 62 casos, todavia as preparagdes de

NOTA — O quadro I f{az referéncia a nimeros de
de 1966.
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los e histiocitos emitem luz verde-maca bri-
Ihante, deixando transparecer a sombra nu-
clear, o que faz identifica-los facilmente. A
fluorescéncia, especifica esta distribuida
nesses elementos celulares que infiltram os
espacos porta, as faixas de fibrose e, mais
raramente, nos sinusdides. Nos espacos
porta ou nas faixas de fibrose, estas célu-
las fluorescentes se dispoem difusamente
e/ou 4 maneira de granulomas. Estes, evi-
denciam sempre ovos Ou 0S Seus restos
quitinosos, de acoérdo com o esiaGc evolu-
tivo em que se encontram. C material
iluorescente aparece dentro do ovo, em
forma de grumos, € no citoplasma de cé-
lulas que se dispéem em coroa eriovular.
Outras vézes, quando o 6vo estd reduzido a
uma casca contraida (autofluorescente),
restam apenas raras células fluorescentes
de localizagdo periférica (Veja seqliéncia
evolutiva do granuloma). Com relacdo as
células que fluorescem difusamente nos es-
espagos porta e faixas fibrosas, nao ha dis-
posicdo ou caracteristicas especiais. (Figs.
1 e 2). Apenas, variam sob o ponto de vis-
ta quantitativo de caso para caso, ou, as
vézes, no mesmo figado, em cortes dife-
rentes. Contudo, nota-se que o infiltrado
difuso das faixas fibrosas é quase exclusiva-
mente formado por células mononucleadas,
facilmente reconheciveis pela sombra nu-
clear, embora nem sempre fosse possivel
identifica-las. As células fluorescentes oca-
sionalmente vistas nos sinuséides, conside-
ramos como células de Kupffer.

Os cortes histologicos dos figados, estu-
dados pelas técnicas usuais, mostram os
aspectos ja conhecidos, desde discretos in-
filtrados inflamatérios portais, com ou sem
granulomas esquistosomoticos, até as fai-
xas de fibrose portal caracteristicas das for-
mas avancadas da ‘“fibrose hepatica tipo
Symmers”. Todavia, o infiltrado celular dos
espacos portais e faixas de fibrose, além
dos elementos celulares observados atra-
vés da luz ultravioleta (histioticos e poli-
morfonucleares neutrofilos), apresenta ain-
da células linféides, plasmécitos e outras
células de origem discutida, semelhantes
aquelas vistas nos cordoes esplénicos e que,
ao contrario dos linfécitos e plasmocitos,
fluorescem com a técnica por nds empre-
gada Jpara detectar antigenos. Finalmen-
te, comparando-se os achados histolégicos
e imunocitoquimicos, observa-se existéncia
de correlacao positiva entre a riqueza ce-

lular dos espacos e faixas de fibrose por-
tais, vista sob microscopia de luz, e o nu-
mero de células fluorescentes visualizadas
através da luz ultravioleta.

ESTUDG IMUNOCITOLOGICO E HISTO-
LOGICO DOS BACOS — Do ponto de vis-
ta da disposicio e caracteristicas celula-
res, os bacos se comportam ao exame sob
microscopia de fluorescéncia de uma ma-
neira mais ou menos uniforme. As célu-
las fluorescentes aparecem sempre na pol-
pa vermelha de maneira difusa e regular,
de tal modo que gualquer campo examinado
poderia ser considerado como representa-
tivo do conjunto. (Fig. 3) As c iulus fluo-
rescentes estao sempre dispostas na inti-
midade dos cordoes de Billroth e, menos
freqilentemente, no litoral dos sinusoides.
tFig. 4) Os elementos fluorescentes na
pdlpa vermelha sdo predominantemente de
forma ovoide, entretanto células alonga-
das também sto vistas, embora em menor
numero. A poélpa branca praticamente se
apresenta desprovida de células fluores-
centes (exceto em raros casos ofnde uma
ou outra célula é vista sem localizagao re-
gular), sendo facilmente identificada pelas
areas escuras que os foliculos determinam
nas preparacgoes em contraste com as cé-
lulas fluorescentes da pélpa vermelha que
delimita o foliculo (Figs. 3 e 5) Ocasio-
nalmente, células fluorescentes esparsas
sao vistas na intimidade das trabéculas.
(Fig. 6)

Os cortes histologicos, examinados pelos
métodos usuais, demonstram hiperplasia
da poélpa vermelha, representada por hiper-
celularidade dos corddes e proliferacao do
endotélio sinusoidal. Estes achados, embo-
ra variem de intensidade, permitem sepa-
rar dois tipcs morfolégicos: o primeiro,
onde ha intensa celularidade da pdlpa ver-
melha, com auséncia de fibrose, no qual
nota-se proeminente proliferacio endote-
lial. G outro, em que aparece fibrose in-
tersticial, espessamento das trabéculas e
da capsula esplénicas, associada a hiperce-
lularidade dos corddes, porém coil revesti-
mento sinusoidal formado de células acha-
tadas. Neste grupo, sio fregilientes os no-
dulos fibrosiderdticos. Em ambos os tipos,
a hipercelularidade dos corddes de Billroth,
embora predominantemente representada
por células poliédricas, apresentava ele-
mentos celulares alongados.
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ASPECTOS PARTICULARES DO MATE-
RIAL E DAS CELULAS FLUORESCENTES
Sendo o objetivo fundamental desta ex-
periéncia a deteccao de antigeno nos teci-
dos, vale registrar a forma sob a qual éle
se apresentou. No interior de ovos ainda
integros, o material fluorescente se mostrou
homogéneo. Quando, porém se dava a ex-
trusdo, o exame em maior aumento (500 a
1000x) demonstra a existéncia de {finas
particulas conglomeradas, livres ou no ci-
toplasma das células. Esta caracteristica
morfolégica é comum as células fluorescen-
tes independentes de granuloma, no figado
e no baco.

Comparando os achados celulares obser-
vados a microscopia comum com os aspec-
tos vistos através da imunofluorescéncia, é
possivel admitir que os elementos celulares
poligonais fluorescentes correspondam a cé-
lulas histiocitarias; os polimorfonucleares
neutrofilos, por outro lado, sdo facilmente
reconheciveis 4 luz ultravioleta. A identi-
ficacdo, contudo, dos elementos celulares
alongados, que também se mostram fluores-
centes, ocasionais no figado e mais fre-
quientes nos corddes esplénicos, ndao nos foi
possivel realizar.

SEQUENCIA EVOLUTIVA DO GRANU-
LCMA ESQUISTOSOMOTICO A MICROS-
CCOPIA DE FLUORESCENCIA — Do estudo
de numerosos cortes de figado e linfonodos
onde reacdes granulomatosas ao 6vo de
S.M. apareciam sob variados aspectos, ca-
racteristicos de um processo dinadmico, é
possivel compor a seguinte seqiléncia evo-
lutiva:

1) 6vo integro, repleto de material fiuo-
rescente especifico, na forma de massas ou
grumos, sem fluorescéncia de células em
torno; (fig. 7).

2) Ovo com casca rota, extravasamento
parcial do material fluorescente especifico
e presenca de algumas células carregadas
de material fluorescente na estreita vizi-
nhanca da casca (fig. 8);

3) oOvo levemente contraido, esvaziado
de material fluorescente especifico e cir-
cundado de grande numero de células fluo-
rescentes (fig. 9);

4) oOvo totalmente wvazio, envolto por
uma coroa de células fluorescentes, segui-
da de um halo onde as células fluorescen-
tes sao raras e mais periféricamente cir-
cundado por uma zona densamente povoa-

da de elementos fluorescentes (figs. 10 e
11) .

5) Casca de 6vo totalmente vazia, des-
provida de envoltério de células fluores-
centes, notando-se raras células fluores-
centes em disposicado ainda circular, porém
muito distante do ovo (fig. 12) .

Apesar da intensa fagocitose, material
fluorescente em grumos também ¢é visto
extracelularmente, mesmo nos estadios fi-
nais acima enumerados.

COMENTARIOS

Utilizamos deliberadamente as técnicas
para deteccao de antigeno em tecidos a
partir do anti-séro de pacientes esquistoso-
moticos fluoresceinizado (teste direto) por
ser reconhecidamente aquéle que permite
fixar diretamente o anticorpo sobre o an-
tigeno; ou do anti-séro nio marcado (pri-
meira fase do teste indireto) que funciona
como peca intermediaria especifica entre
o antigeno e a anti-gama-globulina fluo-
resceinizada. De modo diverso se tém com-
portado alguns autores (3) que usaram
anti-gama-globulina antiespécie fluorescei-
nizada, aplicada diretamente sobre os te-
cidos. Tal procedimento condiciona apenas
a visualizacdo de gama-globulinas presen-
tes no interior das células, que embora pos-
sam incluir anticorpos especificos da doen-
ca em causa, contém sem duvida outros
anticorpos. '

1. CORRELACAQ CLINICO IMUNCLO-
GICA — A tentativa de correlacionar a gra-
vidade clinica da doenga com os acha-
dos imunoldégicos merece algumas conside-
racdes gerais. Em primeiro lugar, a amos-
tra é escassa, tendo em vista o grau de
variacao encontrado, especialmente nos as-
pectos imunologicos observados no figado.
Por outro lado, o conjunto de manifestacoes
clinicas usualmente observado nestes pa-
cientes traduz perturbacées tao variadas
que muitas vézes niao podem ser relacio-
nadas entre si e mais dificilmente ainda
com aspectos de um fénomeno de natureza
diversa, como o imunolégico. Entretanto, o
que nos levou a tentar uma analise déste
tipo foi o conhecimento adquirido, através
de trabalhos experimentais prévios, de que
sendo a Esquistossomose uma parasitose
endogena, o produto dos parasitas e seus
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Caso 44 — Células fluorescentes difusamente distribui-
das em faixa de fibrose portal (aprox. 63 x).

Caso 30 — Células fluorescentes de distribui¢ao irregular
em placa de fibrose portal. Praticamente
;:o;gas)as células sdo mononucleadas (aprox.

X).

Caso 29 — Células fluorescentes distribuidas na pdlpa
vermelha. A area escura corresponde a foli-
culo linféide. (Aprox. 63 x).

Caso 38 — Detalhe da pélpa vermelha demonstrando
cg})ulas fluorescentes nos sinuséides (aprox.
160 x).

Caso 44 — Detalhe demonstrando limite entre a pdlpa
vermelha (& esquerda) & a poOlpa branca (a
direita), notando-se auséncia de fluorescéncia
nesta ultima, exceto em uma célula prova-
velmente dentro da arteriola centro-felicular
(aprox. 160 x).

Caso 29 — Células fluorescentes na trabécula esplénica
(Aprox. 160 x).






Fig. 7 — Géanglio — Caso 31 — Ovo repleto de material fluorescente especi-
fico; auséncia de células fluorescentes em
torno (Aprox. 180 x).

Fig. 8 — Glangio — Caso 31 — Ovo com casca réta com extravazamento par-
cial do material fluorescente especifico; algu-
mas células fluorescentes sdo vistas na vizi-
nhanca da casca (Aprox. 160 x).

Fig. 9 — Figado — Caso 31 — Ovo com casca vazia de material fluorescente;
numerosas células fluorescentes circundam-
-no (Aprox. 160 x).

Fig. 10 — Figado — Caso 30 .— Granulcma em completo desenvolvimento
(Aprox. 63 x).

Fig. 11 — PFigado — Caso 30 — Detalhe do centro de um granuloma, vendo-
-se ovo vazio, envdlto por material fluorescen-
te especifico, livre e fagocitado (Aprox. 400 x).

Fig. 12 — Figado - Caso 30 — Granuloma em fase regressiva, mostrando
autofluorescéncia da casca e auséncia de
células fluorescentes na sua vizinhanga
(Aprox. 160 x).
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ovos representam um consideravel acérvo
antigénico. Contudo como a nossa amos-
tra representa a doenca na sua forma hé-
patoesplénica, onde fenémenos de natureza
circulatoria participam da sua apresenta-
¢ao clinica, nosso objetivo foi o de verifi-
car até que ponto a fenomenologia imu-
nolégica continuava a atuar.

Parece-nos licito admitir ser o baco mais
representativo das alterac¢des imunologicas,
sobretudo em criancas e individuos jovens
(grupos I e II), o que seria compreensi-
vel tendo em vista ser éste 6rgdo receptor
e tradutor das manifesta¢des imunolédgicas.
No figado, ao contrario — um dos 4rgaos
onde se assestam as alteracdes frente a
vermes, ovos e seus produtos — o achado
da fluorescéncia especifica embora nos
traga aspectos interessantes no que se re-
fere aos granulomas e ao infiltrado difuso
do espaco porta e das faixas de fibrose, se
mostrou irregular em distribuicao. Esta
constatagdo demonstra a escassa probabili-
dade de que amostras, necessariamente co-
lhidas ao acaso, venham a ser representa-
tivas para a avaliacdo da intensidade da
doenca. Por tais motivos, deixamos de ava-
liar os resultados concernentes aos aspectos
imunologicos hepaticos.

Finalmente, poderiamos afirmar que o
baco, @ particularmente sua pbélpa verme-
lha, se comporta a luz ultravioleta como
um espetho dos fendmenos imunologicos
desencadeados pela circulacio de antige-
nos nesta doenca. Bste aspecto se coaduna
perfeitamente com as comprovacoes obti-
das através de experimentaciao em animais.
(2e21).

2. ASPECTOS IMUNOCITOLOGICOS —
Figado — E conhecido o encortro tanto
nos espaco porta como em faixas de fi-
brose, de células inflamatérias. Entretanto
fazia-se necessario analisar a natureza es-
pecifica ou nao déstes elementos celula-
res. Em nossas preparacdes examinadas
sob luz ultravioleta, varias destas células
aparecem fluorescentes, comprovandoc que
mesmo na evolucido de lesdes fibroplasicas
da hepatopatia cronica esquistosomotica, a
participacao do mecanismo imunolégico
continua a se fazer. Um outro aspecto dig-
no de registro fol a observacio de frag-
mentos, as vézes diminutos, de casca de
ovos autofluorescentes, nao visualizados
nas preparag¢des histologicas realizadas nos

mesmos cortes. Raramente foi encontrada
a fluorescéncia em células sinusoidais, con-
sideradas como de Kupffer. Atribuimos a
raridade déste achado & possibilidade de
bloqueio anterior destas células fagocitarias
por pigmentos do parasito, como sugerido
em trabalho experimental (22).

Recentemente, Andrade (4), tentando de-
tectar anticorpo e ndo antigeno como no
presente trabalho, em figado de pacientes
esquistosomoticos, descreve ¢ achado, em-
bora raro, de fluorescéncia especifica em
células “localizadas da mesma maneira que
as células de Kupffer”. Achamos estranha
esta observacdo, bem como a interpretacéo
do autor de que a célula de Kupffer se
houvesse diferenciado em célula formadora
de anticorpo.

Por outro lado, o encontro “de infiltra-
cao” portal difusa, mesmo nos casos avan-
cados da esquistosomose hépatoesplénica,
tem sido discutido por alguns autores (4 e
5), como indicativo de uma hepatite em
evolugdo, ndo havendo acérdo quanto a
sua especificidade. Andrade (4), comen-
tando o problema, admite como provavel
um mecanismo de hipersensibilidade retar-
dada para explica-lo. Acreditamos haver
demonstrado, com os dados acima referi-
dos, que a presenca do “infiltrado” inflama-
torio difuso, nao relacionado com granulo-
ma e sistemaficamente observado nos es-
paco porta e nas faixas de fibrose, traduz
um grande contingente antigénico retido
pelas células fagocitarias e que natural-
mente garante a continuidade das reacdes
especificas no nivel destas estruturas. Néo
nos parece caber duvida, portanto, de que
na base dos fenémenos fibroplasicos portais
e da da chamada “hepatite cronica” se en-
contra a etiologia esquistosomotica repre-
sentada pelas suas fracOes antigénicas.

Quando se olham as lesdes portais em
atividade, sobretudo através do angulo his-
tofuncional que nos favoreceraru a histo-
quimica e a imunocitoquimica, percebe-se
uma semelhanca entre elas e a pdlpa ver-
melha do baco, como se ‘“micro-orgaos” re-
ticulo-endoteliais se houvessem desenvolvi-
do nestas areas.

Baco — A uniformidade de distribuicio
das células fluorescentes na poélpa verme-
lha do bago caracteriza mais uma vez o
comportamento funcional déste o6rgio. A
despeito de os cortes histologicos usuais



122

Rev. Soc. Bras. Med. Trop.

VoL II — N¢ 3

haverem demonstrado, como ja era do co-
nhecimento prévio: dois aspectos morfol6-
gicos (hipercelularidade da pélpa verme-
lha, hiperplasia endotelial e dos foliculos;
e em outro tipo, fibrose superposta aos
aspectos anteriores), nao houve diferenca
detectavel na distribuicdo e localizacdo das
células fluorescentes entre éstes dois tipos.

A rara presenca de elementos fluores-
centes indicativos de antigeno nos foliculos
linféides, como ji referida em varios tra-
balhos experimentais (7, 14, 22 e 33) justi-
fica-se pelo fato de a sua populacio ser
constituida por células linféides jovens,
precursoras das formadoras de anticorpos e
ndo fagocitarios. Muito ao contrario, na
pblpa vermelha se situam, tanto no lito-
ral como na intimidade dos corddes, nu-
merosas células fagocitarias.

3. CCNSIDERACOES GERAIS SOBRE O
MATERIAL E AS CELULAS FLUORESCEN-

TES — A forma sob a qual o material fluo-
rescente foi visualizado leva-nos a admi-
tir a natureza particulada do complexo an-
tigénico observado. No entanto, éste fato
nao nos autoriza a afastar a possibilidade
da existéncia de fracdes antigénicas soli-
veis, que a técnica utilizada nao permite
detectar.

Quanto as células fluorescentes, podemos
afirmar serem fagocitarias. Polimorfonu-
cleares neutroéfilos e histiocitos foram per-
feitamente reconhecidos, sobretudo nas le-
sbes granulomatosas periovulares. Ao con-
tario, pequenas células redondas e células
alongadas, estas ultimas mais freqiiente-
mente localizadas na pélpa vermelha do
baco, nao puderam ser classificadas. Esta
dificuldade ja4 havia sido encontrada por
alguns autores. Assim White (33), usando
teste direto para deteccio de antigeno no
baco de galinha, refere textualmente que
“antigen was mainly detected in or on
rather elongated spindle-shaped cells,
which where distributed in the white pulp
near the margin with the red puip”, omi-
tindo a_ identidade déstes elementos. An-
drade & Andrade, (3) referiram-se a “cé-

lulas fusiformes comprimidas na podlpa es-
plénica... confundiveis com fibroblastos”,
as quais atribuem natureza ret:cular, ba-
seados em método histoquimico.

4. CONSIDERACOES SOBRE A SE-
QUENCIA EVOLUTIVA DO GRANULOMA
ESQUISTOSOMOTICCG — O quadro geral
das alteragbes imunolégicas locais frente
a0 o6vo de Schistosoma mansoni se com-
porta de modo semelhante ao admitido
para outros agentes parasitarios endodge-
nos. O 6vo nao se limita a despertar sim-
plesgiente uma reacido do tipo “corpo es-
tranho”, mas caracteriza um complexo rea-
cional especifico contra o material anti-
génico que contém. Como ficou demons-
trado, apds a rotura da casca e consegiien-
te extrusdo dos produtos do miracidio, tem
inicio uma reacdo fagocitaria local, que
se prolonga até o total esvaziamento da
carga antigénica do 6vo. Quanto ao mate-
rial fluorescente extracelular, presente por
vézes na vizinhanca do 6vo, admitimos re-
sultar de insuficiente capacidade fagocita-
ria. Talvez esta ocorréncia seja a explica-
¢do para o fendémeno da “franja eosino-
filica” descrita em outra parte (19). Em
estagios posteriores, quando apenas restam
os fragmentos da casca, as células fagoci-
tarias fluorescentes sdo encontradas dis-
tantes do centro do granuloma, parecendo
haver ocorrido uma migracao ativa déstes
elementos celulares para os espagos porta
e faixas de fibrose, no caso do figado.

Experimentalmente, o granuloma esquis-
tosomotico ja havia sido estudado sob imu-
nofluorescéncia (1) e, embora nao houves-
se sido tentado um estudo da sua evolucao,
alguns dos aspectos descritos coincidem
com os agora apresentados.
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SUMMARY

Fluorescent antibody technics were used to determine the localization and
distribution of schistosomal antigen in tissue cells, using surgical samples of
liver, spleen and lymph nodes. Samples obtained from 45 patients during
splenectomy were frozen in dry-ice-acetone bath and sections 4 u thick were
cut on a cryostat microtome. Similar sections were fixed for routine histological
and histochemical study.

Serum samples were obtained from selected patients by skin test and
conjugated with fuorescein isothiocyanate according to the modified method of
Coons et al. For localizing the sites of antigen deposition in tissue cells, direct
and indirect tests were performed using fluorescein attached to the antibody
(from patients serum). Thus the sites of antigen-antibody combination could
be identified by their apple-green bright fluorescence. For confirmation of
specifity inhibition, tests with non-conjugated serum from the same patients
were performed.

The presence of antigen on the spleen and their relative amount were
arbitrarily graded according to the frequence of cells involved, so that an
attempt was made to correlate the immunological finding with the clinical
aspects of the patients. The patients were divided in 3 groups (0 to 19, 20 to
29 and 30 to 39 years of age) and were graded according to the severily of
symptoms. A positive relationship was find in the first group (0-19 years) with
a suggestive parallelism between the immunological and clinical aspects.

Pathological finds: — The spleen from patients of all three groups showed
hyperplasia of lymphatlic follicles with a large germinal center and hyperplasia
of the red pulp,; the sites of antigen deposition were found by the fluorescent.
antibody technic in cells of the red pulp recognized as neutrophils and histio-
cytes, they were located in the sinusoids and Billroth cords and some in the
irabeculae.

The cells of the lymphatic centers did not show fluorescence.

The pathological changes observed in the liver were characterized by
inflamatory cells infiltrating the portal spaces and porial fibrosis characteristic
as that described in Symmers “cirrhosis”. They were located, immediately
around the eggs, in several layers of histiocyies and neutrophils (some eosino-
phils), or a difuse infiltration of those cells were present in portal spaces with
or without fibrosis suggesting no relationship to the eggs.

The central area of the granuloma corresponding to the egg substance
showed bright fluorescence, with the surrounding cells. When the egg was empty
and the shell shrunked, the fluorescent material was found around the shell, and
the number of fluorescent cells were more proeminent in the granuloma.

The differents aspects related to the antigenic material corresponding to the
egg substance, which showed positive to fluorescente antibody and the presence
of fluorescent cells around, permit to describe a pattern of the granuloma
mechanism: 1 st) The egg is full of fluorescent material without fluorescent
cells around; 2 nd) the egg shell shows disrupture and fluorescent material
starts to come outl; some fluorescent cells are found just about the shell; 3 rd)
the egg shell is coniracted and empty, fluorescent material can be found around
4th) the eggs shell is reduced to a shrunked line (non specific fluorescent) with
and a large number of fluorescent cells surrond the shell (full size granuloma) ;
an area of non fluorescent cells, surronded by a zone of fluorescent cells; 5th).
Finally, the granuloma is reduced to a shrunked shell surronded by a few fluores-
cent cells far from the center. Lynph nodes, as well as the spleen, did not
show fluorescent cells in the limphatic follicles but they were very large and
quite a number of eggs were located in the reticular cappilaries. The granulo.
matous reactions did not show differences from those described in the liver.

The authors suggest that the splenic changes, visualized by immunofluores-
cent technic were more uniform and can be representative to demonsirate the
immunological stage of the disease. The liver, because of the location of eggs
gmd wogzls, showed more reactive and variations could be found from one section

o another.
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12 SIMPOSIO FARMITALIA NO BRASIL
DAUNOMICINA

Enaltecendo o programa de comemo-
racdo do 20° aniversario da QUIMICA E
FARMACEUTICA PROQUIFAR S/A, repre-
sentante e fabricante exclusiva no Brasil
da Societa Farmaceutici-Italia — FARMI-
TALIA — de Mildo, realizar-se-4 no dia 5
de outubro de 1968, as 9 horas, no AUDI-
TORIO FARMITALIA, a ser finaugurado
na ocasiao, nas modernas instalacoeds da
Proquifar, & Rodovia Washington Luiz,
Km 5 — DUQUE DE CAXIAS — Estado do
Rio de Janeiro, o

10 SIMPOSIO FARMITALIA NO BRASIL
SOBRE A DAUNOMICINA

_ O nodvo antibidtico de atividade antileu-
ceémica com a participagio dos renomadocs
cientistas:

Prof. Aurélio Di Marco — Italia
Dr. S. Holland — USA

Dra. Luisa Massimo — Itilia
Dra. Charlotte Tan — USA

Dr. Moacyr Santos Silva —— Brasil
Dr. Luiz Carlos Famadas — Brasil
Dr. Alfredo Pawlowsky — Argentina

REGULAMENTO DO PREMIO
GERHARD DOMAGK

Art. 1.° — O prémio Gerhard Do-
magk é cferecido anualmente a partir de
1963, pela A CHIMICA “BAYER” S.A.
em comemoracao do centenario da funda-
cao da FARBENFABRIKEN BAYER
AG., de Leverkusen, Alemanha, ao autor
ou autdres do melhor trabalho sbbre te-
mas de mediCina tropical (Doengas In-
fectuosas e Parasitarias, de Nutricao, Fi-
siologia e Higiene Tropicais); uma vez
que o mesmo satisfaca as exigéncias déste
Regulamento.

Art. 2° — Concorrerdo ao referido
prémio todos os trabalhos publicados na
REVISTA DA SOCIEDADE BRASI-
LEIRA DE MEDICINA TROPICAL

durante o ano anterior.

Art. 3° — O prémio constara de
uma importancia e mdinheiro, estipulada
anualmente, e de uma medalha com o
respectivo diploma assinado pelo Presi-
dente e Secretario-Geral da Sociedade. NP
caso de trabalho em colaboracéo, o pré-
mio em dinheiro sera conferido a equipe,
porém, cada um dos co-autores recebera
uma medalha e um diploma, que men-
cionara ser o prémio pertencente a equipe.

Art. 4° — Serao membros da Co-
missdo Julgadora o Presidente da Soctie-
dade Brasileira de Medicina Tropical, que
a presidira, e os integrantes do Conselho
Consultivo da REVISTA DA SOCIEDA-
DE BRASILEIRA DE MEDICINA
TROPICAL.

Art. 5.° — Cada membro da Comis-
sdo Julgadora indicard os 5 melhores tra-
balhos publicados durante ¢ ano, sendo
premiado aquéle que obtiver maior nime-
Sociedade Brasileira de Medicina Tropi-
cal a decis@o final em caso de empate.

Art. 6.° — A Comissdo Julgadora de-

" vera emitir seu parecer até a data do

inicio do Congresso anual da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical, quando
o prémio serd entregue em sessao solene,

Art. 7.° — Nao cabera qualquer re-
curso ao parecer da Comissdo Julgadora.

Art. 8° — O Presidente da Socieda-
de Brasileira de Medicina Tropical sera
arbitro supremo para decidir as davidas
surgidas na interpretacdo déste Regula-
mento ou reslver qualuger dificuldade
em sua execucao.



