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RESUMO: Propõe-se uma técnica de imunofluorescência para diagnós-
tico da esquistossomose mansônica, adotando-se tecidos de Biomphalaria
glabrata contendo esporocistos secundários de Schistosoma mansoni. A
reação de imunofluorescência indireta é executada sobre cortes histológicos
preparados por inclusão em parafina.
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INTRODUÇÃO

A primeira tentativa para diagnóstico da
esquistossomose mediante emprego da téc-
nica para detecção de anticorpos por imuno-
fuorescência deve-se a Sadun e col.13 (1960),
que obtiveram resultados excelentes com
cercárias e miracídios. A pr incipal desvan-
tagem na aplicação desta metodologia con-
siste na ocorrência de reações cruzadas com
anticorpos contra Trichinella spiralis, Fas-
ciola gigantica e alguns trematódeos de
aves, roedores e bovinos (Sadun e Biocca 12,
1962; Pellegrino e Biocca1 0 , 1963; Amin
e col.1, 1969). Este inconveniente f ica ate-
nuado porque a distr ibuição geográfica da
tr iquinelose e da esquistossomose não é
coincidente.

Diante da possibilidade do aproveitamento
da imunofluorescência indireta como rotina

nos laboratórios, tornou-se imprescindível o
aprimoramento deste método, visando obten-
ção de material antigênico mais estável e
passível de maior rendimento e disponibi-
lidade. Durante algum tempo as cercárias
foram consideradas como forma antigênica
prefer ida para diagnóstico da esquistosso-
mose pela imunofluorescência (Anderson e
col.2, 1961). Entretanto, a execução desta
técnica requer manutenção constante do ciclo
do Schistosoma mansoni em laboratório,
além de dispender muito tempo e material .

Para inquéritos epidemiológicos, os tra-
balhos de Camargo e col.5 (1965) e Le
Viguelloux e col.9 (1969) preconizaram a
reação com partículas de esquistossomos
adultos liofilizados e aderidos em lâminas.
Entretanto, os mesmos autores encontraram



dificuldade na interpretação dos resultados,
devido interferência de reações inespecíficas.
Este problema foi minimizado por Coudert
e col.6 (1967) mediante o preparo de cortes
de congelação utilizando vermes em fígados
de animais parasitados. A autofluorescência
do helminto foi atenuada com coloração de
contraste pelo azul de Evans (Fry e
Wilkinson 7, 1963).

Recentemente, inúmeros pesquisadores
têm adotado cortes de vermes adultos não
fixados e incluídos em meio próprio (Tissue-
Tek O.C.T.) segundo técnica recomendada
por Wilson e col.14 (1974). Este método tem
sido apontado como de maior sensibilidade
e especificidade. Um inconveniente é, entre-
tanto, a exigência de criostato, aparelho dis-
pendioso que vários laboratórios não têm
condição de adquirir. Na tentativa de su-
primir a necessidade do criostato, Rombert11

(1968) desenvolveu um método de imuno-
fluorescência adotando reação em lâmina
com partículas de hepatopâncreas de mo-
lusco infectado com Schistosoma mansoni.
A positividade das reações com este mate-
rial fixado com acetona foi de 96%, reve-
lando algumas reações inespecíficas com
soros pouco diluídos. Posteriormente, Kien
Truong e col.8 (1970) também adotaram
para imunofluorescência indireta cortes con-
gelados de hepatopâncreas de Biomphalaria
glabrata parasitada, na investigação da
seqüência do aparecimento e evolução de
anticorpos em camudongos experimental-
mente infectados por S. mansoni.

Considerando os fatos mencionados,
parece oportuno sugerir a utilização de mé-
todo mais simples para obtenção de material
antigênico que atenda as principais exigên-
cias de estabilidade, especificidade, sensibi-
lidade, bom rendimento e custo accessível.
Ocorreu-nos a opção de utilizar tecidos de
moluscos parasitados pelo Schistosoma
mansoni. O material antigênico em questão
é fornecido por esporocistos secundários ma-
duros encontrados principalmente em ovo-
testis e hepatopâncreas do hospedeiro inter-
mediário. As reações de imunofluorescência

podem ser executadas sobre cortes histo-
lógicos destes órgãos devidamente incluídos
em parafina.

MATERIAL E MÉTODOS

Antissoros

Foram utilizados dois sistemas para apli-
cação da técnica de imunofluorescência in-
direta. No primeiro sistema os soros imunes
foram produzidos em coelhos contra extrato
bruto de esquistossomos adultos, obtidos de
camundongos infectados experimentalmente
com cercárias eliminadas por Biomphalaria
glabrata. O esquema adotado para imuni-
zação de coelhos foi estabelecido por Bastos
e col.3 (1978). Os antissoros assim obtidos
foram titulados previamente por hemagluti-
nação indireta com reagente "Behring" para
esquistossomose, apresentando alto teor de
anticorpos aglutinantes (título de 16.384).

No segundo sistema foram processadas
reações com imunessoros de camundongos
Swiss albinos submetidos a infecção com
100 cercárias de Schistosoma mansoni elimi-
nadas por Biomphalaria glabrata. Tanto o
grupo de animais controles como dos infec-
tados representam o soro de 10 camundongos
sacrificados semanalmente, da primeira até
oitava semana da infecção pelas cercárias.
O grupo dos infectados recebeu a sigla In
e dos controles, Cn (seja n equivalente ao
número de semanas que transcorreram desde
a data da infecção pelo S. mansoni).

Conjugados Fluorescentes

Para o sistema proposto com soro de
coelhos imunes utilizou-se como conjugado
fluorescente a fração globulínica de soro de
carneiro anti IgG de coelho, preparado em
nosso laboratório. A purificação do antissoro
de carneiro foi obtida mediante cromato-
grafia em coluna de DE-52 celulose mediante
eluição com gradiente de pH e força iônica
com tampão fosfato. As frações eluídas com
tampão fosfato 0,04 M pH6,0, referentes ao



terceiro pico, corresponderam, eletroforetica-
mente à IgS do soro de carneiro. Estas
frações foram devidamente l iofi l izadas para
serem conjugadas com isotiocianato de f luo-
resceína. O excesso de f luorocromo livre
foi retirado mediante cromatografia em
coluna de Sephadex G-25 previamente equi-
librado com tampão fosfato de sódio 0,01 M
pH 7,2. Das frações eluídas foi determinada
a relação Fluoresceína/Proteína (F/P)
avaliada em 1,8. A melhor diluição do con-
jugado para as reações foi de 1/30.

No caso da revelação das reações com
soros de camundongos foi adotado o con-
jugado "Hyland Lab." (soro de cabra anti-
-imunoglobulina 7 S de camundongo) na
diluição 1/50.

Antígenos

Foram adotadas cinco categorias de pre-
parações antigênicas:

1 . cercárias livres, recém eliminadas, f ixa-
das, em formol 0,5%.

2. miracídios livres, recém eclodidos, f ixa-
dos em formol 0,5%.

3. esquistossomos adultos, de ambos os
sexos, liofilizados.

4. esquistossomos adultos, de ambos os
sexos, incluídos em parafina.

5. esporocistos primários e secundários,
em cortes histológicos de Biompha-
laria glabrata devidamente incluída em
parafina.

Apenas as preparações 1 e 2 tiveram as
reações executadas em tudo de ensaio.

As preparações destinadas a cortes histo-
lógicos em pa ra f ina foram fixadas em
líquido de Rossman (90 ml de álcool etílico
100% saturado com ácido pícrico e 10 ml
de formoldeído 37%) durante 2 h. Após
processamento rot ineiro para inclusão em
para f ina foram levados ao micrótomo ajus-
tado para 7 micra. Os cortes histológicos
assim obtidos sofreram desparafinização e
hidratação a fim de receberem soro imune
descomplementado, na diluição 1/8.

Reação de Imunofluorescência Indireta

Estas reações foram idênticas, tanto para
o material processado em tubo como para
aqueles preparados em lâminas de micros-
copia. Antes de receberem o soro, as prepa-
rações sofreram três lavagens sucessivas
com solução salina tamponada (PBS 0,01 M
pH 7,2). As lâminas foram secas parcial-
mente e os imunessoros diluídos a 1/8 adi-
cionados sobre as preparações para rea-
girem à temperatura ambiente em câmara
úmida durante 45 min. Decorrido o tempo
de reação, os materiais foram lavados três
vezes com PBS com duração mínima de 2
min. em cada lavagem. O excesso de PBS
foi retirado e adicionou-se o respectivo con-
jugado contendo azul de Evans na proporção
adequada (diluição 1:10.000 para conjugado
de soro de camundongo e diluição l :5.000
para conjugado de soro de coelhos). Após
adição do conjugado, as preparações foram
colocadas no escuro, no interior de uma
estufa a 37°C, durante 45 min. Após a
remoção do conjugado, todas as lâminas
foram montadas em glicerina alcalina tam-
ponada, pH 9,0.

Os controles utilizados foram os seguin-
tes:
1 — apenas tampão; 2 — apenas conjugado;
3 — soro normal de coelho (ou camun-
dongo) + conjugado específico; 4 — inibição
da fluorescência : soro imune de coelho
(ou camundongo) + anti- imunoglobulina
não fluorescente + conjugado específico;
5 — tratamento de tecido de molusco não
parasitado.

O resultado da fluorescência foi obtido
mediante exame das lâminas ao microscópio
Zeiss com lâmpada de mercúrio UV (HBO
200) e f i l t ros barreira 0/47/44 com excita-
dor I e condensador de campo escuro.

A avaliação da especificidade dos antis-
soros disponíveis foi possível mediante
absorção dos imunessoros com vermes lio-
fi l izados. Para isto incubou-se a mistura
antígeno-anticorpo durante 18 h em refr i -
gerador a 4°C. O soro foi separado por
centrifugação.



RESULTADOS E DISCUSSÃO

As reações de imunofluorescência e de
hemaglutinação acusaram resultado negativo
quando testadas com imunessoros absorvidos
com esquistossomos liofilizados. Conside-
rando que na imunofluorescência foram
adotadas preparações de miracídios, esporo-
cistos primários, esporocistos secundários,
cercárias e esquistossomos de ambos os
sexos, o desaparecimento da fluorescência
atesta a existência de determinantes anti-
gênicos comuns do verme adulto com todas
as fases larvares do Schistosoma mansoni.
Esta conclusão é fundamentada nos resulta-
dos apresentados pelos soros de coelhos
imunizados apenas com vermes adultos de
ambos os sexos do S. mansoni.

Quando se analisam os resultados encon-
trados com utilização de soros de camun-
dongos em diferentes estágios da doença
frente aos diversos preparados antigênicos,
observa-se que os primeiros anticorpos for-
mados são específicos para o tubo digestivo
do parasita, aparecendo a partir da terceira
semana de infecção, conforme ilustrado na
Tabela (Bastos4, 1979). Os imunessoros

das semanas subseqüentes originaram fluo-
rescência também no tegumento do verme.
Cercárias e miracídios revelaram-se fluores-
centes com tratamento de soros colhidos a
partir da quarta semana de infecção. As
cercárias presentes nos esporocistos secun-
dários apresentaram fluorescência quando
tratadas com soros de camundongos com
seis semanas de infecção e a reação torna
bastante intensa para a parede do esporo-
cisto a partir da sétima semana.

As cercárias em desenvolvimento no in-
terior dos esporocistos encontram-se em
diferentes estágios de diferenciação e pude-
mos notar fraca fluorescência localizada no
tegumento daquelas cercárias que ainda não
diferenciaram o acetábulo. À medida que
as cercárias vão se diferenciando com for-
mação da cauda bifurcada, a fluorescência
tende a aumentar de intensidade, surgindo
forte reação ao nível da ventosa ventral e,
concomitantemente, a parede do esporocisto
torna-se intensamente corada (Fig.).

Todas as reações obtidas com soros
controles acusaram resultados negativo para
fluorescência.



Nas reações realizadas com esporocistos
primários de S. mansoni observou-se fraca
fluorescência na parede do esporocisto a
partir da primeira semana de desenvolvi-
mento no invertebrado, adotando-se imunes-
soro coletado após oito semanas da infecção
em camundongos. O mesmo resultado foi
observado quanto ao tratamento destes
esporocistos com soros obtidos pela imuni-
zação de coelhos com vermes adultos. Os
melhores resultados foram produzidos com
tratamento de soros de coelhos na diluição
1:8, em todos os tipos de preparações.

A utilização de esporocistos primários
para fins de diagnóstico é desaconselhável

devido a dificuldade de reconhecimento em
cortes histológicos, além de seu tamanho
diminuto.

A reprodução dos resultados com prepa-
rados histológicos de hepatopâncreas e ovo-
testis contendo esporocistos secundários de
S. mansoni indica que esta técnica propor-
cionou boa preservação de antígeno asso-
ciada a possibilidade de grande número de
reações com um único planorbídeo, sem a
necessidade de conservação à baixa tem-
peratura. O volume de soro necessário para
execução da reação é de 50 a 100 micro-
litros, o suficiente para garantir a expo-
sição de toda área do corte histológico.
O rendimento desta técnica adotando-se
tecidos de moluscos parasitados mostrou-se
muito superior à utilização de cortes de
esquistossomos incluídos em parafina, que
se mostram às vezes com coloração inespe-
cífica. As preparações constituídas por es-
quistossomos liofilizados deram melhor re-
sultado que as obtidas em cortes histoló-
gicos pela ausência de coloração inespecífica.

Recomendamos avaliar a sensibilidade e
especificidade desta nova técnica compa-
rando-a com os resultados de soros já
padronizados por outros métodos. Para
trabalhos de campo é interessante avaliar
o comportamento de amostras de sangue
de doentes, recolhidas em papel de filtro,
a fim de comparar o título dos soros frente
a este tipo de preparação antigênica.
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ABSTRACT: An immunofluorescent technique is proposed for diagnosis
of mansoni schistosomiasis using Biomphalaria glabrata tissue with secondary
sporocysts. The indirect immunofluorescent reaction is carried out on histo-
logical sections prepared by embedding in paraffin.
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