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EXPERIMENTAL 

Zilton A. ANDRADE e Sonia G. ANDRADE 

RESUMO 

O emprêgo da técnica de Coons com anticorpos fluorescentes permitiu de­
monstrar que os ninhos de leishmânia presentes em vários órgãos de camundongos 
contêm antígeno ao qual se fixam especificamente os anticorpos circulantes pre­
sentes em portadores humanos da doença de Chagas. A presença de células pro­
dutoras de gamaglobulina, provàvelmente anticorpos contra o T. cruzi, foi vista 
em vários órgãos do animal infetado especialmente no baço. A participação de 
uma reação antígeno-anticorpo no organismo do hospedeiro deve ocorrer durante 
a rotura do ninho parasitário. 

INTRODUÇÃO 

A técnica de CooNs 3 com anticorpos fluo­
rescentes já tem sido ensaiada com finali­
dade diagnóstica na doença de Chagas. Os 
primeiros estudos neste sentido foram feitos 
por FIFE & MusCHEL 4, que utilizaram for­
mas de cultura do T. cruzi como antígenos, 
para evidenciar por meio de reação de fluo­
rescência a presença de anticorpos no sôro 
de pacientes chagásicos. Outros Autores têm 
também estudado o método de fluorescência 
empregando formas de cultura ou formas 
sangüíneas como antígenos, em lâminas 2

• 
6

• 

Todavia, o método ainda não foi empregado 
com a finalidade de se investigar a distri­
buição de antígeno e · anticorpos ( gamaglo­
bulina) nos tecidos dos animais infetados 
pelo T. cruzi. 

Em 1965 SAINT MARIE 5 introduziu uma 
modificação à técnica de CooNs com anti­
corpos fluorescentes que_ permitiu sua apli­
cação em secções de tecidos pJ1eviamente fi­
xados e incluídos em parafina. Como disse 
o Autor, esta modificação 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 modificação proposta por SAINT 
MARIE, resolvemos estudar através a técnica 
da imunofluorescência, o comportamento de 
antígenos e anticorpos nos tecidos de ca­
mundongos infetados pelo T. cruzi. Saben­
do da grande importância que os fatôres 
imunitários parecem ter na patogenia da 
doença de Chagas, um estudo desta ordem 
nos pareceu importante como passo prelimi­
nar para a exploração dos aspectos imuno­
patológicos desta doença. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Foram utilizados camundongos brancos 
cujo pêso 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 
colombiana. Os inóculos variaram entre 
45.000 e 250.000 tripanosomas. Os animais 
infetados com a cepa Y foram sacrificados 
com 10, 12 e 27 dias após a inoculação, 
enquanto os infetados pela cepa colombiana 
foram sacrificados com 30, 45 e 75 dias. 

Trabalho realizado no Departamento de Anatomia Patológica do Hospital Prof. Edgard Santos e na 
Secção de Anatomia Patológica da Fundação Gonçalo Moniz (Salvador, Ba~ia, Brasil) 
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Após o sacrifício dos animais por secção da 
aórta abdominal, fragmentos de coração, 
baço, músculo esquelético e intestinos foram 
imediatamente fixados em álcool etílico 
-absoluto, à temperatura de 4ºC e incluídos 
-em parafina, de acôrdo com técnica descri-
ta por SAINT MARIE 5

• Camundongos con­
trôles intatos foram sacrificados simultânea­
mente e submetidos aos mesmos processos. 
As secções obtidas, de 5 micra de espessura, 
foram divididas em dois grupos: a) para 
demonstração de gamaglobulina nos tecidos 
as secções foram tratadas por um conjuga­
-do fluoresceínado anti-globulina do camun­
dongo (*) após lavagem em salina tampo­
nada e com fixação posterior em álcool etí­
lico a 4ºC; b) para demonstração de antí­
·genos nos tecidos (leishmânias), as secções 
foram tratadas por sôro de paciente cha­
gásico (reação 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
resceínado de anti-globulina humana < •· -x-J. 

Secções contrôles foram submetidas a tra­
tamento apenas com a anti-globulina huma­
na fluoresceínada sem tratamento prévio pelo 
sôro de paciente chagásico. Secções de te­
cidos de animais contrôles intatos foram 

·submetidos aos mesmos métodos. 
As secções montadas em glicerina neutra 

tamponada foram examinadas em microscó­
pio ZEISS com luz ultra-violeta obtida de 
lâmpada 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 prêto e branco. As secções 
observadas sob luz ultra-violeta e que mos­
traram fluorescência específica verde maçã, 
foram subseqüentemente lavadas e coradas 
pela hematoxilina e eosina de maneira usual, 

· para identificação das estruturas ao micros­
-cópio comum. 

RESULTADOS 

A) Pesquisa de anticorpos - O estudo 
· permitiu visualizar células com fluorescência 
-específica citoplasmática e com morfologia 
de células da linhagem plasmocitária, prin­
cipalmente nos animais infetados pela cepa 

colombiana, em que a reação plasmocitária 
foi mais evidente. Assim, células contendo 
anticorpos, positivas pelo tratamento com a 
gamaglobulina fluoresceínada anti-camun­
dongo, foram vistas especialmente no baço, 
no tecido adiposo da base do coração, no 
interstício muscular, em tôrno de vasos e 
formando baínha em tôrno de nervo. Nos 
animais infetados pela cepa Y, em que a 
pôlpa vermelha do baço mostrava nos cor­
tes pela hematoxilina e eosina densa infil­
tração por células basófilas, as células fluo­
rescentes apareciam esparsas, em pequeno 
número. 

B) Pesquisa de antígeno - Os ninhos 
de leishmânias apareciam com intensa fluo­
rescência específica e foram observados no 
coração, no baço, nos músculos esqueléticos, 
no tecido adiposo e em gânglios linfáticos. 
No interstício dos ninhos parasitários, o ma­
terial amórfo entre as leishmânias mostrava 
densa e intensa fluorescência específica ver­
de maçã. Além dos ninhos parasitários as 
secções tratadas para demonstração de antí­
geno por vêzes mostravam algumas áreas ou 
células isoladas com fluorescência específica. 
Estas estruturas não puderam ser segura­
mente identificadas após coloração pela he­
matoxilina e eosina, mas em um caso foram 
identificadas quatro células agrupadas ao 
nível da submucosa do esôfago, parecendo 
tratar-se de macrófagos contendo antígenos 
ou de elementos do plexo de Meissner. 

C) Estudo dos contrôles - As secções 
examinadas para contrôle deram, consisten­
temente, resultados negativos, mesmo nos 
cortes tratados pela anti-gamaglobulina do 
camundongo para pesquisa de anticorpos. 

DISCUSSÃO 

A técnica da imunofluorescência permite 
demonstrar que os anticorpos circulantes · lo­
calizados na fração gamaglobulina do plas­
ma de pacientes humanos com doença de 
Chagas se fixam especificamente nas formas 
intracelulares do T. cruzi presentes nas sec­
ções de vários órgãos de animais experimen­
talmente infetados. Também a parte líqui­
da ou amórfa do ninho parasitário toma 

(*) Anti-mouse globulin (fluorescein labeled Baltimore Biológica Lab.) 
- ( **) Anti-human globulin (fluorescein labeled Bàlti"more Biolog!ca Lab.) 
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fluorescência específica, mostrando conter 
material antigênico. Podemos, portanto, pre­
sumir que uma reação antígeno-anticorpo 
se processa tôda a vez que um ninho para­
sitário se rompe no organismo do hospe­
deiro. A formação de complexos antígeno-. 
anticorpo deve contribuir para exacerbar a 
reação inflamatória observada em tôrno da 
fibra parasitada e em desintegração. A for­
mação de anticorpos específicos, pelo menos 
nas condições experimentais presentes e a 
julgar pela presença de células secretoras de 
globulinas, se faz em múltiplos locais, muito 
embora predominantemente ao nível do ba­
ço. As células secretoras de gamaglobulina, 
com citoplasma basófilo nas colorações de 
rotina, aparecem freqüentemente no conjun­
tivo peri-cardíaco, no interstício muscular, 
no tecido adiposo e a impressão é de que 
elas tenham se formado localmente, ao invés 
de terem migrado de outros locais. 

A modificação introduzida por SAINT 
MARIE ,5 na técnica de imunofluorescência, 
permitindo o uso de cortes em parafina, deu 
excelentes resultados nesta pesquisa. Além 
de permitir cortes tecnicamente perfeitos, 
evita o uso do criostato e permite fàcilmen­
te a coloração subseqüente das secções com 
hematoxilina e eosina. BIAGI 1 se refere a 
ter obtido fluorescência específica das leish­
mânias com o uso de cortes comuns em 
parafina de material fixado rotineiramente 
em formol a 10%, Em seu trabalho não 
há documentação fotográfica para que pos­
samos julgar do tipo de preparados obtidos. 
Não nos foi possível obter qualquer resulta­
do satisfatório com a técnica descrita por 
BIAGI & col. 1

, mesmo empregando soros 
altamente positivos. 

A modificação de SAINT MARIE 5 não pa­
rece dar resultados tão bons quando ao in­
vés de antígenos, pesquisamos anticorpos. 
Aparentemente a maioria das células pro­
dutoras da gamaglobulina, não toma a fluo­
rescência e aquelas que tomam aparecem 
com fluorescência muito fraca. 

SUMMARY 

1 mmunocitochemical study in experimental 
Chagas' disease 

lt 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. 
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