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ESTUDO IMUNOCITOQUIMICO DA DOENCA DE CI_-IAGAS.
EXPERIMENTAL

Zilton A. ANDRADE e Sonia G. ANDRADE

RESUMO

O emprégo da técnica de Coons com anticorpos fluorescentes permitiu de-
monstrar que os ninhos de leishmaénia presentes em varios 6rgdos de camundongos
contém antigeno ao qual se fixam especificamente os anticorpos circulantes pre-

sentes em portadores humanos da doenga de Chagas.

A presenca de células pro-

dutoras de gamaglobulina, provavelmente anticorpos contra o T. cruzi, foi vista

em vAarios 6rghos do animal infetado especialmente no bago.

A participagdo de

uma reacio antigeno-anticorpo no organismo do hospedeiro deve ocorrer durante

a rotura do ninho parasitario.

INTRODUCAO

A técnica de Coons? com anticorpos fluo-
rescentes ja tem sido ensaiada com finali-
dade diagnostica na doenca de Chagas. Os
primeiros estudos neste sentido foram feitos
por Fire & MuscHEL %, que utilizaram for-
mas de cultura do T. cruzi como antigenos,
para evidenciar por meio de reagfo de fluo-
rescéncia a presenca de anticorpos no sdro
de pacientes chagésicos. Outros Autores tém
também estudado o método de fluorescéncia
empregando formas de culiura ou formas
sangiiineas como antigenos, em laminas® ¢,
Todavia, o método ainda nfo foi empregado
com a finalidade de se investigar a distri-
buicio de antigeno e anticorpos (gamaglo-
bulina) nos tecidos dos animais infetados
pelo T. cruzi.

Em 1965 Samnt Marie® introduziu uma
modificagdo 3 técnica de COONs com anti-
corpos fluorescentes que permitiu sua apli-
cacio em secgOes de tecidos préviamente fi-
xados e incluidos em parafina. Como disse
o Autor, esta modificagio precisa ser en-
saiada para cada tipo especial de pesquisa,
pois nem sempre se mostra adequada. Em

vista de termos obtido excelentes resulta-
dos com a modificagdo proposta por SAINT
MARIE, resolvemos estudar através a técnica
da imunofluorescéncia, o comportamento de
antigenos e anticorpos mnos tecidos de ca-
mundongos infetados pelo T'. cruzi. Saben-
do da grande importincia que os fatdres
imunitirios parecem ter na patogenia da
doenca de Chagas, um estudo desta ordem
nos pareceu importante como passo prelimi-
nar para a exploracio dos aspectos imuno-
patologicos desta doencga.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados camundongos brancos
cujo péso variava de 15 a 18 g experimen-
talmente infetados pelo T. cruzi, em dois
grupos, um dos quais inoculado com a
cepa Y do T. cruzi e outro com a cepa
colombigna. Os indculos variaram entre
45.000 e 250.000 tripanosomas. Os animais
infetados com a cepa Y foram sacrificados
com 10, 12 e 27 dias apés a inoculagfo,
enquanto os infetados pela cepa colombiona
foram sacrificados com 30, 45 e 75 dias.

Trabalho realizado no Departamento de Anatomia Patolégica do Hospital Prof. Edgard Santos e na
Seccdo de Anatomia Patologica da Fundacdo Goncalo Moniz (Salvador, Bahia, Brasil)
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Apés o sacrificio dos animais por secgio da
adrta  abdominal, fragmentos de coragio,
bago, misculo esquelético e intestinos foram
imediatamente fixados em &lcool etilico
-absoluto, a temperatura de 4°C e incluidos
-em parafina, de acdrdo com técnica descri-
ta por SAINT MarIe®. Camundongos con-
tréles intatos foram sacrificados simulidnea-
‘mente e submetidos aos mesmos processos.
As secgbes obtidas, de 5 micra de espessura,
foram divididas em dois grupos: a) para
-demonstracdo de gamaglobulina nos tecidos
.as secgbes foram tratadas por um conjuga-
-do fluoresceinado anti-globulina do camun-
-dongo (*) apds lavagem em salina tampo-
nada e com fixagdo posterior em alcool eti-
lico a 4°C; b) para demonstragio de anti-
‘genos nos tecidos (leishménias), as secgoes
foram tratadas por s6ro de paciente cha-
‘gasico (reagio de Machado-Guerreiro forte-
mente reagente) e depois de lavadas em sa-
lina tamponada (pH — 7,2) foram subme-
tidas a tratamento por um conjugado fluo-
'resceinado de anti-globulina humana (**),
Secgbes contrdles foram submetidas a tra-
tamento apenas com a anti-globulina huma-
‘na fluoresceinada sem fratamento prévio pelo
's6ro de paciente chagasico. Secgbes de te-
cidos de animais contréles intatos foram
-submetidos aos mesmos métodos.

As seccOes montadas em glicerina neutra
tamponada foram examinadas em microscé-
pio ZEISS com luz ultra-violeta obtida de
lampada Osram 200 com dois filtros excita-
dores BG 12 e filtros barreira OG 5.

As fotografias foram obtidas com filme
‘Ektachrome “highspeed” e posteriormente
-convertidas em préto e branco. As seccBes
~-observadas sob luz ultra-violeta e que mos-
‘traram fluorescéncia especifica verde maci,
foram subseqiientemente lavadas e coradas
‘pela hematoxilina e eosina de maneira usual,
"para identificagdo das estruturas ao micros-
-cOpio comum.

RESULTADOS

A) Pesquisa de anticorpos — O estudo
"permitiu visualizar células com fluorescéncia
-especifica citoplasmética e com morfologia
de células da linhagem plasmocitaria, prin-
cipalmente nos animais infetados pela cepa

colombiana, em que a reacio plasmocitaria
foi mais evidente. Assim, células contendo
anticorpos, positivas pelo tratamento com a
gamaglobulina  fluoresceinada  anti-camun-
dongo, foram visias especialmente no bago,
no tecido adiposo da base do coragfo, no
intersticio muscular, em térno de vasos e
formando bainha em tdrno de nervo. Nos
animais infetados pela cepa ¥, em que a
pblpa vermelha do bago mostrava nos cor-
tes pela hematoxilina e eosina densa infil-
tracio por células baséfilas, as células fluo-
rescentes apareciam esparsas, em pequeno
nimero.

B) Pesquisa de aniigeno — Os ninhos
de leishménias apareciam com intensa fluo-
rescéncia especifica e foram observados no
coracdo, no bacgo, nos misculos esqueléticos,
no tecido adiposo e em géanglios linfaticos.
No intersticio dos ninhos parasitarios, o ma-
terial amérfo entre as leishmanias mostrava
densa e intensa fluorescéncia especifica ver-
de magd. Além dos ninhos parasitarios as
secgOes tratadas para demonstragdo de anti-
geno por vézes mostravam algumas dreas ou
células isoladas com fluorescéncia especifica.
Estas estruturas ndo puderam ser segura-
mente identificadas apds coloragdo pela he-
matoxilina e eosina, mas em um caso foram
identificadas . quatro células agrupadas ao
nivel da submucosa do es6fago, parecendo
tratar-se de macréfagos contendo antigenos
ou de elementos do plexo de Meissner.

C) Estudo dos controles — As secgdes
examinadas para contrdle deram, consisten-
temente, resultados negativos, mesmo nos
cortes tratados pela anti-gamaglobulina do
camundongo para pesquisa de anticorpos.

DISCUSSAO

A técnica da imunofluorescéncia permite
demonstrar que os anticorpos circulantes lo-
calizados na fracio gamaglobulina do plas-
ma de pacientes humanos com doenga de
Chagas se fixam especificamente nas formas
intracelulares do T. cruzi presentes nas sec-
¢des de varios 6rglos de animais experimen-
talmente infetados. Também a parte liqui-

"da ou amérfa do ninho parasitirio toma

(¥) Anti-mouse globulin (fluorescein labeled Baltimore Biologica Lab.)
~(**) - Anti-human globulin (fluorescein labeled Baltimore RBiologica Lab.)
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Figs. 1-6 Presenca de numetrosas lelshminias no citoplasma de um macrdfago
no interior de um ginglio lUnfatico HE. (1), As mesmas [eishminias apds trata-
mento pelo sdro do individue chagasico, de uma anti-gamaglobulina humana fluo-
repceinada (23, Leishmanias flgorescentes, tralados pelo mesmo procegsn acima e
loenlizadas no misculo esquelttico (3 ¢ 55, No tecido adiposo do mesentério (41,
Cétulas  TNMuorescentes  coradas  especllicamente  parn samaglobulinag do camun-
dongo om uma seecio do baco (6}, Tlas as folos com aumento de 43 % 10k
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fluorescéncia especifica, mostrando conter
material antigénico. Podemos, portanto, pre-
sumir que uma reagfo antigeno-anticorpo
se processa téda a vez que um ninho para-
sitdrio se rompe no organismo do hospe-
deiro.
anticorpo deve coniribuir para exacerbar a
reagio inflamatéria observada em tdrno da
fibra parasitada e em desintegracio. A for-
magdo de anticorpos especificos, pelo menos
nas condigbes experimentais presenles e a
julgar pela presenca de células secretoras de
globulinas, se faz em multiplos locais, muito
embora predominantemente ao nivel do ba-
¢o. As células secretoras de gamaglobulina,
com citoplasma baséfilo nas coloragbes de
rotina, aparecem freqiientemente no conjun-
tivo peri-cardiaco, no intersticio muscular,
no tecido adiposo e a impressio é de que
elas tenham se formado localmente, ao invés
de terem migrado de outros locais.

A modificagio introduzida por SAINT
MaRriE® na técnica de imumofluorescéncia,
permitindo o uso de cortes em parafina, deu
excelentes resultados nesta pesquisa. Além
de permitir cortes técnicamente perfeitos,
evita o uso do criostato e permite facilmen-
te a coloracdo subseqiiente das secgbes com
hematoxilina e eosina. Biaci* se refere a
ter obtido fluorescéncia especifica das leish-
méinias com o uso de cortes comuns em
parafina de material fixado rotineiramente
em formol a 109. Em seu trabalho néo
héa documentagdo fotografica para que pos-
samos julgar do tipo de preparados obtidos.
N&o nos foi possivel obter qualquer resulta-
do satisfatério com a técnica descrita por
Biact & col.*, mesmo empregando soros
altamente positivos.

A modificagio de SamNT MARIE ® nfo pa-
rece dar resultados to bons quando ao in-
vés de antigenos, pesquisamos anticorpos.
Aparentemente a maioria das células pro-
dutoras da gamaglobulina, nio toma a fluo-
" rescéncia e aquelas que tomam aparecem
com fluorescéncia muito fraca.

A formagfo de complexos antigeno-.

SUMMARY

Immunocitochemical study in experimental
Chagas’ disease

It was demonstrated by means of the
Coons’ technique with fluorescent antibodies
that circulating antibodies present in the
sera of patients with Chagas’ disease bind
specifically to the leishmania forms of the
T. cruzi present in the tissues of mice. The
presence of gamma globulin containing cells
(probably antibodies against T. cruzi) was
demonstrated in various organs of the in-
fected animals, specially in the spleen. So
an antigen-antibody reaction might occur
during the rupture of parasitized cells.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. BIAGI, F.; TAY, J. & MURRAY, R. M, —
La reaction de inmunofluorescencia en el
diagnostico de la enfermedad de Chagas.
Bol. Ofic. Sanit. Panamer. 57:234-240, 1964.

2. CAMARGO, M. E. — Fluorescent antibody
test for the serodiagnosis of American try-
panosomiasis. Technical modification em-
ploying preserved culture forms of Trypa-
nosome cruzi in a slide test. Rewv. Inst.
Med. trop. Sdo Pauwlo 8:227-234, 1966.

3. COONS, A. H.; LEDUC, E. H. & CONOLLY,

J. M. — Studies on antibody production.
I — A method for histochemical demons-
tration of specific antibody and ifs appli-

cation to a study of hyperimmune rabitt.
J. Bxp. Med. 102:49-60, 1955.

4, FIFE Jr, E. H. & MUSCHEL, L. H. —
Fluorescent antibody technic for serodiagno-
sis of Trypanosoma cruzi infection. Proc.
Soc. Exp. Biol. Med. 101:540-543, 1959.

5. SAINT MARIE, G. — A paraffin embedding
technique for studies employing immunofiuo-

rescence. J. Histochem. Cytochem, 10:250-
256, 1962.
6. SOUZA, 8. L. & CAMARGO, M. E. — The

use of filter paper blood smears in a practi-
cal fluorescent test for American trypanoso-
miasis serodiagnosis. Rev. Inst. Med. trop.
Sdo Paulo 8:255-258, 1966.

Recebido para publicacdo em 11/9/1968.

47





