CONTRIBUICAO PARA O ESTUDO IMUNOLOGICO
DA BLASTOMICOSE DE LUTZ (BLASTOMICOSE
SUL-AMERICANA}*

CELEsTE Fava NgTT0 **

Numerogos pesquisadores tém dedicado seus esforcos ao estudo
imunologico das micoses profundss. Procuraremos fazer revisio
Himitada da literatura pertinente ac assunto, para justificarmos
nossos estudos na blastomicoge de Lutz,

Convém assinalar gue nio pretendemos fazer revisio da lite-
ratura referente a todas as micoses profundas, mas somente aquelay
que, dada sua freqiidneia ou gravidade, mereceram estudos mais
pormenorizados dos pesquisadores. Sabemos, também, gue nio po-
deriamos fazer revisio completa do assunto, mas a introducfio tera
por finalidade sdomente a de sifuar a imunologia da blastomieose
sul-americana denfro do campo mais vasto, e j4 em parte explorado,
da imunologia das micoges profundas.

Covcidioidomicose — Hsla micose era considerada rara e grave,
ievando freqiientemente & morte, até que, de 1935-1938, DicxsonN &
GIrroRD (1938) fizeram descoberta revoluciondria, qual seja, a da
existénela da coccidicidemicose-infecgfo, que se manifesta na maio-
ria das vézes como moléstia respiratéria benigna. Os estudos cli-
nicos, associados aos imunelégicos, permitiram a individualizacio
das varias formas de coccidioidomicose, sendo que SMITH (1943)
féz a seguinte classificacfo clinica:

A — Infeecfo inicial ou priméria
1} Inaparente
2} Respiratéria aguda, “gripal” ou “pneumonica”
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8) Cada um dos tipos anteriores ou ambos, associados
com eritema nodogo (“San Joaquin fever”, “Valley
fever”, “desert fever”, “desert rheumatism’)

4) Forma pulmonar escavada

B — Forma progressiva (secundéria; com infeccio dissemi-
nada; “San Joaquin Valley disease™)

Posteriormente, WILSON & colab. (1953) descreveram caso de
coccidioidomicose cutfinea priméaria, dando individualizacBo a esta
nova manifestacfio clinica, através de vérios eritérics. Hstas va-
rias formas elinicas da coceidioidomicose se encontram bem indivi-
dualizadag no livro de WILsoN (1957) e também no de CONANT &
coiab. (1954).

Na coccidioidomicose as seguintes provas imunoldgicas t8m
sido empregadas correntemente:

2} Reaclo de fixaclio do complemento
b) Reacdo de precipitacio
¢) Prova intradérmica ou reacfio & Coeccidioidina

O antigeno utilizado é o mesmo para tdodas as provas., Corres-
ponde & coccidioidina, filtrado de cultura de Coccidioides immitis
em meio sintético, cuja padronizacio é referida por SMITH & colab.
(1950}, O componente antigénico é um polissacarideo que pode
gser purifieado a partir do filtrado. No entante, o polissacarideo
purifieado funciona como antigeno sdmente nas reacgbes de precipi-
tacfio e intradérmica. Somente o filtrado total funciona como anti-
geno na reacdo de fixacdo do complemento, segundo Hassip &
colab, €1943). Também o aguecimento lhe retira o poder de fixar
o complemento (WILSON, 1957; SMITH & colab., 1850). Segundo
alguns pesquisadores, t6das as amostras de Coecidiotdes tmmitis séo
capazes de produzir coccidioidina-antigeno, quando cultivadas nas
condicbes ja indicadas. Haveria falhas incontrolaveis, como por
exemplo, quando varios frascos de cuituras sfo semeados com a
mesma amostra e nas mesmas condices, um dos frascos poderd
nfio revelar poder antigénico no filtrado ou gcusar sdomente poder
antigénico muito fraco (SMITH & colsh.,, 1950). Segunde outros,
hé diferencas no que diz respeito 4 quaniidade e rapidez de libe-
racdo do pelissacarideo, por diferentes amostras (PAPPAGIANIS &
Kopavasmr, 1958), A coccidioidina ndo diluida é estédvel por 10
anog e diluida o é por varios meges (SMITH & colab., 1948; 1950).

As seguintes conclusfes foram obtidas pelo emprégo das provas
imunologicas referidas:



CoNTRIBUIGAO PARA © ESTUDO InuNOLOGICO DA BLASTOMICOSE... 101

1) A sensibilidade & coccidioidina é do tipe “bacteriano” co-
mum e néo se transmite passivamente. Uma vez estabelecida, é
muito duradoura, podendo atenuar-se 36 lentamente. Experiénecia
limitada néo apbia a teoria de que a reexposigfo a ambiente cocci-
dididico exerca malor efeito sdbre a manutencio da sensibilidade.
Sensibilidade pequena & coccidioiding geralmente se associa 2
disseminagfo da moléstia. O indice de sensibilidade apresenta valor
prognostico, porque em varics cases nobou-se aumento da sensibi-
lidade acompanhando a methora dos pacientes. A ecoccidioidina nio
& gignificantemente antigénica e uma prova positiva indica cocei-
dioidomicore. As provas intradérmicas nfio promovem a formacdo
de anticorpos humorais e podem ser realizadas antes da pesquisa
déstes. Ao realizar a prova, deve-se fatear a sensibilidade dos
pacientes, poig reacles fortemente positivas podem ocorrer; estas,
no entanto, ndo pioram lesbes guiescentes, nio provocam dissemi-
nacdo, nem prejudicam a moléstia aguda inicial (SMITH & colab.,
1948). Aproximadamente 609% das infeccfes sfo assintomaticas,
revelando-se sdmente pela prova da coceidioidina. A conversfo da
coecidioidina se d4d em 87% dos casos na 1.* semana da infeccio
e em 99% dos casos na 2.% semana. Pacientes com coccidioidomi-
cose priméria e eritema nodose podem reagir fortemente a 0,1 ml
de coceidioidina a 1/1.000. Também uvma primeira prova positiva
na diluicio de 1/100 pode agravar o erifema nodoso ou mesmo pro-
voear o gen aparecimento. Paclentes hipersengiveis & coceidioidina
podem reagiv cruzadamente A histoplasmina e & blastomicetina, mas
em menor intensidade (SMITHE & colab., 1949). E conveniente,
portanto, nos casos duvidosos, realizar provas intradérmicas eom
0s trég antigenos simultdneamente. Provas repetidas nfeo condicio-
uam o aparecimento de anticorpos ecuti-sensibilizadores, nem de
anticorpos humorais (CoNANT & colab., 1954).

2) Em mais de 21.000 provas simultfneas, de precipitaciio e
de fixacio do complemento, SMITH & colab. (1950) verificaram
gue elas revelam menos que 10% dag formas pulmonares assinto-
maéticas e mais que 90% das formas pulmonares sintomaticas. Estas
provas confirmaram 3/5 das cavidades pulmonares coccidididicas
e 99% das formas disseminadas. Entre 3.219 pacientes com in-
feeco priméria, sdmente precipitinas foram demonstradas em 44%
dos casos e a prova de fixacio do complemente fol positiva, isola-
damente, em 22% dos ecasos. Estas provas sorologicas foram po-
sitivag sdmente apds o aparecimento da alergia, desde gue nio
houvesse disseminaciio associada com anergia. Portanto, a prova
& coccidioidina serve como eliminatéria. Para o diagnédstico, a
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prova de precipitacdo é mais Gtil, se bem que na 1.* semana s0-
mente metade dos casos aprezenta reacfo positiva. Hm duas sema-
nas, 90% dos casos sfio positives. Muitos soros perdem as preci-
pitinas dentro de 8 meses, A prova de fixacio do complemento
continua a positivar-se por § meses. A sua negativaclo é lenta,

]

1 ano ou mais.

0 titulo em anticorpos fixadores do complemento aumenta com
a gravidade do caso. Enquanto que se encontra titulo superior a
1/16, menos que umsa vez em 40 casos de coccidioidomicose locali-
zada, em casos de coecidioidomicose disseminada, maig gue a metade
apresenta titulos superiores a 1/16. Os pacientes que, ao lado da
reacho de Tixacde do complemento com altos titulog, apresentarem
reagiic intradérmica negativa, tém man progndstico. SMITH &
colab. (1950) demonstraram ainda anticorpos precipitantes e fixa-
dores do complemento no liguor, em casos de corprometimento
nervoso e ainda em lquidos pleurais e peritoniais nos casos de
comprometimento dessas serogas. COHEN (1949}, estudando a coc-
cidioidomicose em criancas, apresents conclusfes semethantes.

Histoplasmose — Também nesta infecclo micética, nossos co-
nhecimentos se iniciaram pela forma grave, progressiva e fatal
s pacientes, ao lado de quadro infeccioso, apresentam perda de
péso, hepatosplenomegalia, anemia, leucopenia ¢, nas criangas, sinais
de comprometimento intestinal. A maloria dessas manifestacGes
indica comprometimento generalizado do 8. R.E. Nosg adultos ela
dura de 3 semanas a 8 meses, mas alpuns casos ficam crdnices
durante anos, para depois morrerem em poucas Semanas, por ocasiao
de disseminacio da moléstiia.

Segundo WILSON (1857), a histoplasmosge constitui exemplo, -
dos mais evidentes, de que ainda 880 possiveis progressos ripidos
nos conhecimentos médicog, pois nos Gitimos 10 anos, oz que se
referem a essa micose, sofreram impulso extraordinirio. Realmen-
te, agora sabemos gue, em determinadas dreas endémiecas, nume-
rogas pessoas se infetam pela inalacio de esporog de Hisfoplasing
capsulatum e, apesar de raramente se tornarem enfirmas graves,
com perigo de vida, a maioria mostra uma ou outra evidéncia de
ter tido a moléstia. Segundo WILSON ainda, fol CHARLES E. SMITH,
o grande estudioso da imunclogia da coceidioidomicose, quem suge-
riu poder ser a histoplasmose a causa de muitas das caleificacdes
pulmonares ndo tuberculosas, encontradas na populacdo da parte
centro-leste dos Estados Unidos. Inquéritos epidemioldgices, reali-
zados com a prova da histoplasmina, vieram confirmar aquela
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suposicdo e, ainda mais, revelar que a histoplasmose existe endémi-
camente, em malor ou mencr propor¢do, no mundo todo.

Vejamos, no enfanto, como a caracteriza clinicamente FURCO-
oW (1956), um dos grandes conhecedores da histoplasmese. Dis-
tingue &ste autor as seguintes formas clinicas:

A - Histoplasmose grave

1) Tipo progressivo cronico (de reinfecglo ou cavita-
rio}.

2) Tipo agudo progressive. Dura em média 6 semanas
e & fatal. E o tipo geralmente descrito na literatura,

3) Tipo agudo epidémivo. Pneumonite disseminada.
NEo & progressive e evolul para a cura. Ocorre em
adultos, virgens da infeccio.

B — Histoplasmose moderadamente grave. Dura de 5-15 dias,
com sintomatologia semelthante & da influenza. Recidivas
ocorrem com certa freqiiéncia.

C - Histoplasmose benigna. Sintomag de influenza, durando
1-4 dias. Supbe-se que ocorra infiitrado nodular em
cérea de 2/3 dos casos.

D - Histoplasmose assintomdtica

Refere ainda que provas se acumulam, indicando haver rein-
feegfio em alguns cazos. Em muifos, parece que ha reeaida da his-
toplasmose ja existente. Esta classificaciio foi possivel, dada a
grande experiéncia do Autor, no estudo dessa infeccio. CoNanT &
colab. (1954} e WILSON (1957) distinguem menor ndmero de varie-
dades clinicas da histoplasmose. Todos, no entanto, assinalam a
exigténeia de formas pulmonares agsintomaticas, formas pulmonares
benignas e finalmente, a forma progressiva, de disseminacso.
Admitem, também, a porta de entrada cuténea, que segundo WILSON
{1957} apresentar-se-ia com caracteres semethantes aos da espo-
rotricose,

Vejamos guais os aspectos imunolégicos estudados na histo-
plasmose gue, em conjunio com os dados clinicos, permifiram a
coneeituacio que seabamos de expor. Devemos, inicialmente, asgi-
nalar que as provas imunoldgicas foram estudadas por wvarios
grupos de pesquisadores e, em consegiiéncia, os resultados consegui-
dos ndo fornecem conclusdes téo claras guanto as da coccidioidomi-
cose, cuja imunologia fol estudada, quase que inteiramente, pela



egeola de SMITH., As provas imunoldgicas, ja utilizadas no estudo
da histoplasmose, so: a reacdo intradérmica, a reacfio de fixacio
do complemento, a reacfio de precipitacéio, a reacio de floculacio
de particulas de eolédio e a aglulinacio de hemaéeias sensibilizadas,

0O antigeno mais comumente utilizado na reacio intradérmica
é a histoplasmina, filtrado de cuitura da fase miceliana do Histo-
vlasma copsulatum, em melo sintético. EMmMoONY & colab. (1945)
referiram o meio sintético de SMITH para o preparo da histoplas-
mina e também da blastomicetina, coccidioidina e haplosporangina,
que utilizaram no estodo de reacdes cruzadas. PATES (1948} de-
monsirou gue & possivel obler da histoplasmina, por purificacio,
fracBes protéicas e polissacaridicas, sendo que a fracBo polissaca-
ridica se revelou mais especifica nas reacdes intradérmicas, Crozs
& HoweL (1948) citaram o isolamento de fraclo polissacaridica
pura, a partir da histoplasmina e em seus resultados verificaram
gue esta Tracio dava provas positivas, tanto em cobaics com histo-
plagmeose, como também nagueles com blastomicose norte-americana
por infeccio experimental. Sugeriram, entfo, que o principio ativo
da histoplagmina ¢, em parte, polissacarideo, e que se for determi-
nado o titulo exato, &le serd relativamente especifico para animais
infetados por Histoplasma capsulotum.

DysoN & BEvANS (1984), com o propésito de encontrar anti-
genos que nio apresentassem reacfes cruzadas como a histoplasmina
ocbtida da fase miceliana, fizeram culturas da fase leveduriforme
em meio liquido e extrairam antigenos das células leveduriformes
do H. capsulatum, Os antigenos, extratos nfo purificados das célu-
lag leveduriformes, nfe foram satisfatdrios, mas fracdes igoladas
do sobrenadante das culturas pareceram ser esgpecificos. Os anti-
genos, parcialmente purificados, sfio constituidos principalmente por
polissacarideos e apresentam atividade bioldgiea até na quantidade
de 1 micrograma,

Os antigenos empregados nas reactes de fixacio do comple-
mento sdo varios. O antigenc inicialmente utilizado fol simples-
mente a histoplasmina, filirado de culturas da fase mieeliana do
H. capsulatum.

Em 1947, SALVIN referiu o emprégo de células leveduriformes
mortas pelo formol, como antigeno. SAsrLAaw & CAMPBELL (1948,
1949) e CaMPBELL & Sagraw (1948) descreveram o emprégo de
células leveduriformes morias pelo calor, bem como extrato oblido
por trituraclc de células leveduriformes. EHstes antfgenos foram
empregacdos eom soros animais, para estudo de suas propriedades,
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padronizacio, reacdes cruzadas e ainda com soros humanos. SALVIN
(1950) também utilizou células leveduriformes para estudo das
relacBes sorolégicas entre varics cogumelos. Neste mesmo ano,
SAsSLAW & CAMPBELL empregaram extrato de eélulas leveduriformes
para novos estudos com sorog humanos. GRAYSTON (1852) féz boa
revisfo da imunologia da histoplasmose, publicando seus resulfados.
Empregou, como antigenos, células leveduriformes, sobrenadante de
célulag leveduriformes trituradas e histoplasmina. Segundo seus
estudos, as células leveduriformes mortas pelo ealor se revelaram
melhor antigeno. CAMPBELL (1953} féz tentativa de purificacio
dos antigenos obtidos da fase miceliana e da fase leveduriforme.
HazeN & TanpLer (1953) publicaram os resultados obtides com
sores humanos, empregando como antigeno célulag leveduriformes
g extrato, por {rituracio, de células leveduriformes. CAMPBELL &
BINKLEY (19563) utilizaram, como antigeno, exirato de células
leveduriformes. SASLAW & CAMPBELL (1953) usaram células leve-
duriformes e histoplasmina. SCHUBERT & colab. {1958) estudaram
10 lotes separados de histoplasmina, para determinar a antigenici-
dade relativa dos mesmos em provas de fixacio do coraplemento.
SALvIN & FurcoLow (1954) wutilizaram células leveduriformes.
SALVIN & colab. (1954) empregaram, como antigenos, células lave-
duriformes, exirato de células leveduriformes e histoplasmina.
Hm 1954, SORENSEN & EvANS descreveram o preparo de fracdo
antigénica Hvre de proteina, para reacfio de fixaclo do complemento
e que se revelou especifica com soros de coeihos infetados. HaAzZEN
& GREENE (1956) empregaram células leveduriformes mortas pelo
calor e extrato de células leveduriformes (lavadas ¢ sécas em ace-
tona). Em 1957, HAZEN & GREENE, além das células levedurifor-
mes, utilizaram histoplasmina (filtrado de fase miceliana). Em
19567, LABZOFFSEY & colab. extrairam do H. capsuiafum, por mé-
todos fisicos e guimicos, 8 fracbes antigénicas, dag guais 3 eram
especificag para H. capsulatum. Em 1957, SCHUBERT & AJELLO,
egtudando ag variacBes de antigenicidade em varias amostras de
H. capsulatum, empregaram células leveduriformes. Verificaram
que ha variacfes na antigenicidade de varias amostras e aconselham
a experimentacio de numerosas amogiras para enconirar a que
ofereca antigeno mais potente.

Na prova de precipifaclo, os antigenos utilizados pouco i8m
variado. Em 1948, PaTEs utilizou fraces obtidas da histoplasmina.
Em 1953, CaMpPBELL & BINKLEY usaram a higtoplasmina, filtrado
de cultura da fase miceliana. Com o mesmo antigeno frabalharam
SALVIN & Furconow (19564) e SALVIN & colab. (1954).
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Na prova de floculaglo de particulas de colddio, também a
histoplasmina (filtrado de cultura da fase miceliana) foi o antigeno
utilizado por CAMPBELL & BINKLEY (1953) e SASLAW & CAMPBELL
{1953), segundo téenica padronizada por SASLAW & (CAMPEELL
(1948; 1949; 1950).

A prova de aglutinacho de hemécias sensibilizadas foi utilizada
sdmente por NORDEN (1949) que sensibilizou hemaicias de carneiro
com histoplasmina, em frabalho experimental.

Os achados gue o estudo imunoldgico da histoplasmese oferece
gerdo revistos brevemente a seguir,

A prova intradérmics & histoplasmina permitiv a realizacio de
numerosos inquéritos epidemioclégicos, dos quais indicaremos os
seguintes: em 1948, por EpwaRDE & colab.; em 1948, por FURCO-
LOW & colab.; em 1949, por BEADENKOPF & colab.; em 1957, por
FTDWARDS & PALMER e o trabalho de L.AcAz & colab. (1955), onde
ge encontram resulizdos de varios inquéritos yealizados no Brasil
Os inquéritos epidemiologicos permitiram conhecer a extensfo e a
localizaclo da endemia histoplasmética nos Estados Unidoes, com
organizacio de mapas como o gue se enconfra no livro de CoNANT
& colab. (1854), reproduzido de PALMER. Demonstrou-se gque, nog
Estados Unidos, existem regifes em que a histoplasmose-infeccéo
atinge 80% das pessoas.

Inquéritos epidemiolégicos tém sido feitos em quase todos os
paises do mundo e, onde €les nio se realizaram ainda, a publicacio
de casos clinicos indica ser a histoplasmose, micose ubigiiitdria,
Além de permitir verificar a distribuicfo geografica dos reatores
i higtoplasmina, da relacfo exigtente entre ealcificacfes pulmonares
¢ histoplagmose-infecclo, a prova intradérmica velo demonstrar a
cxigténeia de infeccles benignas, que de ouire modo seriam claggi-
ficadas principalmente como gripe, poig og raros casos benignos,
em que o cogumelo foi isolado, representam o resultado de pesquisas
exaustivas. A prova intradérmica tem valor relativo quanto ao
diagnéstico, devido & elevada percentagem de reatores entre a po-
pulacio normal. No entanto, ela é de grande valor para o diagnos-
tico, guando se trata de epidemia de histoplasmose. Estudos de
epidemias de histoplasmose foram feitos por FURCOLOW & GRAYS-
TON (1952), Furconow & colab. (1955), LEmaAN & FURCOLOW
(19587) e FurcoLow {(1958). Outra questdo, relacionada com a
prova intradérmica, fol a de se saber da possibilidade de uma
prova condicionar a positivaclo de outra ou, ainda, o aparecimento
de anticorpos circulantes. Este assunto se encontra explorado nas
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publicacbes de PRIOR & SASLAW (1952), Saspaw & CAMPBELL
(1953) e SALVIN & colab., (1954). Tais trabalhos permitiram che-
gar 3 conclusio de que a reaclo intradérmica, negativa 4 histoplas-
mina, nioc condiciona a positivacio de prova posterior. O mesmo
acontece com virias provas seguidas, num mesmo individuo. Uma
série de provas negalivas fambém nfo estimula a producio de anti-
corpos civeulantes. No entanto, série de provas intradérmicas em
individuos histoplasminoc-pesitivos estimula a producfio de anti-
corpos cireulantes, revelavels afravés das provas de fixacio do
complemento e aglutinagio de particulag de colddio. Tudo leva a
concluir que o8 pacientes, positivos 4 histoplasmina, reagem & prova
intradérmica, como se fosse injecdo de refirgo.

A pesquisa de anticorpos circulantes na histoplasmose permitia
chegar 3s seguintes conclusfes: 86 existem anticorpos fixadores do
complemento, e individuog tidos como normals, nagueles que s&o
histoplasmino-positives. O titulo em anticorpos fixadores do com-
plemenice & significantemente mais elevado nos easos agudos que
nos cronicos. HA queda no teor de anticorpos, com a melhora do
paciente. Ha casos de histoplasmose comprovads em que og anii-
corpos fixadores do complemento estio ausentes (CAMPBELL &
SASLAW, 1048). Para éstes AA. a prova de aglutinacfio de par-
ticulas de colédio, sensibilizadas com histoplasmina, teve comporta-
mento igual & prova de fixaclo do complemento.

GRAYSTON (1952) chegou &8 seguinfes conclusfes: os casos de
histoplasmose comprovada reagiram positivamente em altos titulos,
gendo que 2 casos que apresentaram titulos baixos eram de histo-
plasmose erdnica generalizada, proximos da morte. O titulo de
anticorpos fixadores de complemento vai eaindo com a melhora dos
pacientes. Qs anticorpos demoram alé 8 meses para desaparecer,
na sua série de easos. No mesmo trabatho, apresentou o estudo
de 5 membros de uma familia, que se infetaram na mesma época:
8 possuiam altos niveis de anticorpos; 2 apresentavam niveis bai-
xo0s8, acompanhadoes de infiltrados pulmonares assintoméaticor. Houve
queds brusca do nivel de anticorpos em 1 caso, coinecidinde com 2
disseminacio da moléstia. O paciente melhorou e se recuperou em
alguns meses, mas ¢ seu s0ro nunca mais se apresenfou positivo
4 prova de fixacBo do complemento. A queda gradual e regular
nos niveis de anticorpos nos outros membros da familia acompanhou
a recuperacdo da lesfo pulmonar por calcificacfo,

Em 1953, HazeEN & TaAHLER referiram a ocorréncia de reacbes
de fixacio do complemento negativas em casos comprovades de
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histoplasmose. No mesmo ano, CaAMPBELL & BINKLEY publicaram
extenso trabalho, cujas conclusfes s8o as seguintes: em 10 caszos de
lesbes pulmonares primdrias e limitadas, os niveis de anticorpos
eram elevados, entre 1/80 e 1/2.560, apareceram muito cedo e os
niveis mais altos foram encontrados nas seis primeiras semanas de
infeccfio. Pelo- 4.° més, ¢ titulo foi de 1/20 ou menor. Nos casos
cronicos generalizados (sdomente 3 casos), o8 titulos, em anticorpos
fixadores do complemento, se mantiveram altos durante o periodo
de observacfo, entre 1/160 e 1/2.560. Nos casos generalizados,
assoeiados com endocrinepatias (10 casos) havia, em todos, titulo
persistentemente baixo em anticorpos, entre 1/5 e 1/80; muitas
vézes ndo se conseguiu demonstrar a presenca de anticorpos pela
fixaclo do complemento. Noutra wérie de 14 casos, &stes AA. nio
demonstraram anticorpos fixadores do complemento. H£stes casos
apresentavam consideravel variacio na sintomatologid cliniea; 8
casos de forma pulmeonar benigna, do grupo, foram positives pela
prova de aglutinacfo de particulas de colddio; outros 4 casog de
lesGes cutineas, Onicas demonstraveis, também reagiram posifiva-
mente a essa prova. Os cutros 2 casos em gue as lesbes eram de
2 e 14 anos de duracfio, foram negatives por ambas as provas.
SALVIN & FUrcoLow (19584) chamaram a atenclo para a prova de
precipitacdo, que pode ser positiva, na auséneia de anticorpos fixa-
dores do complemento, em casos de histoplasmose benigna. Estu-
daram B pacientes: 8 mostraram somente precipitinas durante 2-3
meses; 3 com moléstia mais grave, apresentaram anticorpos preci-
pitantes e fixadores do complemento, éstes observados durante mais
tempo; 2 outros pacientes cronicos, com anticorpos fixadores do
complemento e precipitinag sempre presentes.

FURCOLOW & colab. (1955), numa epidemis de histoplasmose,
verificaram que os anticorpos fixadores do complemento persistiram
até B meses nos casos mals graves, SASLAW & CampBriL (1950)
acreditam que a ausdneia de anticorpos circulanfes em altos titulos
em infecciio ativa indica mau prognéstico. FurcoLow (1956} re-
feriu que as provas soroldégicas sfo positivas na fase aguda e os
titulos caem com 2 melhora dos pacientes. Qs titulos geralmente
gdo elevados durante 1 ano, mas podem assim permanecer até b
snog, nas formas pulmonares extensas ou de comprometimento gan-
glionar de cura lenta. Km alguns casos de histoplasmose compro-
vada, as provas sorolégicas continuam a ser negativas, por desco-
rthecidas razdes. Ag precipitinas se positivam primeiro. Titulos
elevados de anticorpos fixadores do complemento ou falha no desa-
pareeimento das precipitinas indicam mau progndstico.
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Blastomicose norte-americana -~ Na revisio da imunologia da
blastomicose norte-amerieana vamos inicialmente chamar a atencéo
para a classificacdo clinica de suas manifestacfes, feita por WILSON
(1957). Disgtingue éste Autor as seguintes formas clinieas:

a}) Blastomicese cutfinea primiria. Forma extremamente
’ rara, da qual se conhecem, com certeza, 4 casos deseritos
por WILSON & colab. (1955)
by Blastomicose pulmonar primaria
¢} DBlastomicose disseminada
d) Blastomicose cuténea crbnica, localizada

Ag provas imunolégicas utilizadas no estudo da blastomicose
norte-americana tém sido: reacho intradérmica, fixaclo do com-
plemento, precipitacio, floculacBo de particulas de colédio e agluti-
nacio de hemaicias sensgibilizadas.

Como antigeno para a reacio intradérmica, MaArRTIN & colab.
{1936) utilizaram ecélulag leveduriformes mortas pelo calor. MAR-
TIN & SMITH (1939) referiram sua experiéneia com &ste antigeno.

Prox & eolab. (1940) estudaram o isolamento e a purificacio
de fragio polissacaridica do Blastomyces dermatifidis, creseido a
37°C. A purificacfio se féz a partir do extrato aguoso das células.
Tste polissacarideo deu, em paciente de blastomicose, reactes mais
evidentes ¢ mais precoces do que as obtidas com a fracfio protéica
ou vacina.

Emmons & colab. (1945) prepararam blagtomicetina pelo culti-
vo do cogumelo no meio sintéfico de SMITH. SCHAWARZ & BAUM
{(19562) utilizaram células leveduriformes mortas pelo calor. FRIED-
MAN & ConNaNT (1853), em trabalho experimental, empregaram
blastomicetina-filtrado e também células leveduriformes, para rea-
cBes intradérmicas em cobaiog infetados experimentalmente. MAaR-
TIN {(1958) experimentou, em cobaios infetado pelo Blastomyces
dermatitidis, sobrenadante de células leveduriformes apds rupfura
sOniea e simples sobrenadanfe de suspensfo de células levedurifor-
mes. Dyson & Evang (1854) referiram que nfo conseguiram
igplar bons antigenos do extrato de células do B. dermaiitidis, mas
conseguiram polssacarideo do lgiilde de eultura, gue se mostrou
maig especifico. Em inguérito epidemioldgico, HARRIS & colab.
(1957) empregaram vacinag fornecida por CONANT, 2 que chama-
ram hblastomicetina,

Na reacéio de fixacioc do complemento, MARTIN (1935) em-
pregava células leveduriformes como antigeno. O mesmo antigeno
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serviu para pesquizsas do referido Autor realizadas em colaboracio
com SMITH & DURHAN (1936} e com SMITH {1939a; 1938b). PECK
& colab. (1940), estudando a purificacio de polissacarideos a partir
da extraclo aquoss de B. dermatitidis, verificaram que duas fraces
polissacaridicas fixavam o complemento em presenca de sbéro imune
de coeltho. O mesmo aconiecia com o extrato aguose total, gue
se mostrava mals potente.

SAsLAW & CAMPBELL (1948) empregaram células levedurifor-
mes mortas pelo calor., CaAMPBELL & SasLAw (1948; 1949) expe-
rimentaram antigeno soltivel extraido por trituracio de células
leveduriformes. SaLvin (1949) utilizon células leveduriformes e
em 1950 empregou o mesmo tipo de antigeno, Hazen & TaHLER
£1953) utilizaram 2 tipos de antigenos: células leveduriformes e
extrato de ecélulas leveduriformes por trifuraclio. CAMPBELL &
BINKLEY (1953) publicaram os resultades obtidos eom antigeno,
extraido por trituracio, de células leveduriformes. FRIEDMAN &
CONANT (1953) empregaram 3 tipos de antigenos, a saber: filfrado
de cultura da fase miceliana, suspensfo de células leveduriformes
e purificado protéico, apds desintefracio das eélulas leveduriformes
pelo altra-gom. MARTIN (1953) experimentou sobrenadante e pu-
rificados polissacaridicos de célulag leveduriformes, bem como so-
brenadante e purificado protéico e polissacaridice apds tratamento
dag células, por ultra-som. Chegon a conclusfo de gque o melhor
antigenc para fixaclo do complementec eom sores humanos € o
ligiiido sobrenadante total, apds o fratamento das células pelo ulira-
som- O carboidrato que se difundia rapidamente no sobrenadante
das células ndo traladas fixava complemenio com sdro de coelho
imune, mas néo com soro humano. HAZEN & GREENE (1956) expe-
rimentaram células leveduriformes ¢ extrato salino de células leve-
duriformes lavadas e séeag em scetona. ‘

Na reacio de precipitacio, CaMpBELL & BINELEY {1953)
empregaram o filtrado de cultura de B. dermatifidis, a que chama-
ram blastomicetina. MARTIN (1958} referin ter experimentado, nas
provas de precipitacho, extratos de células tratadas pelo ultra-som,
extrato de células nfo tratadas e vArias fracles désses materiais.
Todas se revelaram bons antigenos nas provas de precipitacio, mas
a fraciio precipitada ac nivel de concentracéio alcodlica de 45% dava
maior quantidade de precipitado comparativamente as outras.

A prova de floculacio de particulas de colédio, sensibilizadas
pela blastomicetina, fol experimentada por CAMPBELL & BINKLEY
(1953).
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A prova de aglutinacio de hemécias sensibilizadas fol utilizada
por MARTIN (1853), que verificou ser o ligitido sobrenadante de
eéluias nio tratadas por ullra-som e a fraclo désse liquido, preci-
pitada ao nivel aleoélico de 73%, bons antigenos para sensibilizacéio
de hemacias; a reacfo, no entante, era muito sensivel e inespecifica,
gendo abandonada.

As conelusdes a serem tiradas dessa revisdo da imunologia da
blastomicose norie-americana sfo as seguintes: ndo se ftem muita
certezs s6bre o melhor antigeno a ser empregado nag reacdes intra-
dérmicas. Parece gue 0s polissacarideos se constituirfo em melho-
res antigencs para éste tipo de rveag¢fio, segundo PECK & colab.
£1940) e DysoN & EvanNs (1954). No entanto, ainda em trabalhos
recentes, encontramos o emprége de suspensio de células levedu-
siformes (HARRIS & colab.,, 1857). N&o verificamos estudos que
veferisgem o tempo de moléstia necessdria 3 positivacio da prova
intradérmica. O mesmo acontece aos outrosg tipos de anticorpos.
fiste fato tem explicacio no desconhecimento (ue ainda existe a
respeito das formas inieiais da Dblastomicose norte-americana,
WILsON (1957) referin que, dos 4 casos de blastomieose cutlinea
primaria, 2 foram submetidos as provas imunoldgicas e a prova
infradérmica logo se fornou positiva, com altas diluicbes do anti-
geno. Em 1 dos casos, a reacho de fixagdo do complemento foi
negativa e noulro fol positiva, sOmente em titule baixo. Todos os
casos evoluiram para a eura.

Supde-se que a blastomicose norte-americana fenha o mesmo
modo de contigio gue a histoplasmose e coceidioidomicose, isto €, a
partir do cogumelo na natureza, fazendo-se o contagio por inalacdo
da forma infetante do fungo. Esta conclusio é sugerida por HARRIS
& colab. (1957}, que realizaram inguérito epidemiolégico no Estado
de Carolina do Norte, através de reacdes intradérmicas e de fixacho
do complemenio. Encontraram numa éres, em gue OCorrera pe-
quena epidemia de blastomicose, 2,9% de reatores & prova in-
tradérmica.

Os mapas de distribuiciie da moléstia s3o, no entanto, organi-
zados ainda pela ocorréncia de casos de blastomicose, como no fra-
balho de SCHWARZ & FURCOLOW (1955), no gual sugeriram também
que as 3 infecgdes ~— histoplasmose, coccidioidomicose e blastomicose
gfo adguiridas na natureza, por inalacdio e nfo se transmitem de
romem o homem, Referiram, ainda, que as reacfes intradérmicas
na blastomicose ndo sfo t8o constantes como nas outras duas in-
tecedes, isto devido & falta de antigeno satisfatdrio ou & baixa capsa-
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cidade de producioc de anticorpos pelo B. dermaiitidis. Clinicamen-
te, & maijoria dog easos nas 3 infecgdes sfo asgintomiticos e revela-
vels pela prova intradérmica, que se torna positiva em 4-6 semansas,
Sinais radiolégicos sfo comuns na histoplasmose, menos comuns na
coecidioidomicose e ndo foram vistos na blastomicose. Manifesta-
cbes clinicas sfo evidentes na coccidicidomicose, demonsiradas na
histoplasmose e ainda nio referidas na blastomicose.

MarTIN (1953}, que indiscutivelmente tem grande experiéncia
com a prova de fixacdo de complemento na blagtomicose norte-ame-
ricana, chega &s seguinles conclusbes: existe na superflicie das
célulag da fase leveduriforme do B. dermatitidis, polissacarideo anti-
génicamente ativo e gue se difunde rapidamente no liguide, quando
25 células sfo suspensas em salina. Bste polissacarideo fixa com-
plemento s6 em presenca de séro de coelho, mas nio em presenca
do sbre humsano. Conelui, entfo, que a fixacdo do complemento
com sbro humano é medida de anticorpos eontra proteinas do cogu-
melo e, como éles aumentam com o progredir da moléstia, ndo tém
fun¢fio na cura da mesma. J4 o0s anticorpos anti-carboidratos in-
dicariam resisténcia do organismo. Regisirou gue, nos casos em
qgue a fixaclo do complemento se mostrava positiva em altos titules
e a prova de hemaglutinacio de titulo baixo, o progndstico era
mau. Nos casos contririos, com hemaglutinacio positiva em altos
titulos e a fizacho em titulos baixos, o progndstico era bom. Neste
trabalho, em 69 casos comprovados de blastomicose, obleve 29%
de reacdes de fixacfio do complemento negativas, empregando, como
antigeno, extrato de células leveduriformes tratadas pelo ultra-som.
Eeferiu que éstes resultados estfo de acdrdo com sua experiéncia
anterior, empregando células leveduriformes como antigeno.

SmrrHE (19492) publicou as conclusdes do estudo imunolégieo
de 40 casos de blastomicose, classificando-os em 4 grupos, por ¢ri-
tério imunologico:

1)  Reagho intradérmica positiva. Reacdo de fizacdo do com-
plemento negativa. Paclentes geralmente com lesGes cuténeas loea-
lizadas, ou de formas pulmonares recentes. Progndstico bom.
Evolucdo boa em 9 casos, morte em 1.

2} Prova intradérmice positive. Fizacfo do complemento
posttiva. Neste grupo hi casoes de boa evolugio, em que os anti-
corpos fixadores do complemento vio desaparecendo com a melhora
do paciente. Trés mortes em um grupo de 10,
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3) Prove ntredérmica negotive. Fizaedo do complemento
positiva. Geralmente, formas generalizadas, com mau progndstico.
Oito mortes em um grupo de 16.

4y Prova intradérmica negativa. Fizacio do complemento
negativa. Neste grupo referiu alguns casos em fase final, em aner-
gia e casos recentes que ainda n&oc desenvolveram anticorpos. Em
1 caso foi demonstrade excesso de antigeno cirveulante, com prova
cutdnes positiva por sbro imune.

Convém assinalar que o eritério adotade pelo Autor fol exclu-
sivamente o imunolégico porgue, pelo guadro dos resultades, pode-
mog verificar que ag manifestacbes clinicaz nfo s8o levadas em
consideragio, havendo, por exemplo, formas disseminadas em todos
o8 grupos. SCHWARZ & Baum (1952) pesquisaram a possibilidade
de contigio da blastomicose nos contactantes domieciliares e hospi-
talares de 12 pacientes. Adotaram como eritérios: a) pesquisa da
moléstia no contactante; b) evidéneias indiretas: histdria, reacdes
intradérmicas e provas soroldgicas, Empregaram, como antigeno,
células leveduriformes mortas pelo calor. N#o encontraram reacdes
positivas em 48 contactantes domiciliares e em 58 contactantes hos-
pitalares., Chegaram & conclusfo de que o B. dermatilidis deve ser
de baixa contagiosidade.

O probleme dos reacies cruzadeos — Complementando a reviséo
bibliografica dag frés micoses profundas mais Importantes na Amé.-
rica do Norte, resta-nos referir os estudos realizados quanto & espe-
cificidade dos antigenos empregados nas varias provas imunoeldgicas.
Hoje sabemos que, para a maioria das reacles empregadas no
estudo imunoldogico dessas micoses, provas cruzadas se verificam
em maior ou menor intensidade, chegando muitos AA, a preconizar
gue as reacbes imunolégicas sejam feitas ao mesmo tempo com anti-
genos do Coccidioides dmanitis, do Histoplasma capsulatum e do
Blastomyees dermatitidis, quando se pretende esclarecer a qual déles
é devida a infeccfo atual

Mawrrin (1935) ja& referia que, pela prova de fixacdo do com-
plemento, dois soros de pacientes de blastomicose com anticorpos
anti-Blastomyces nfo revelaram anticorpos anti-Sporotrichum, anti-
Coceidinides, anti-FHistoplesma, anti-Geotrichum, anti-Monilia albi-
cans e anti-Monilin condida.

EMmmons & colab. (1945) se preocuparam com as rescles cru-
zadas em provas intradérmicas, verificando que a diluicdo 2 1/1.000
da histoplasmina dava reacdes posifivag em cobaion experimental-
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mente infetados com histoplasmose, blastomicose, coccidioidomicose
e haplomicose, Trinta e quatro de 136 pessoas hospitalizadas rea-
piram positivamente 3 histoplasmina e & blastomicetina, SaLvIN
{1947} referiu que, empregando células leveduriformes de H, capsu-
latum mortas pelo formel, nfo obteve reacfes cruzadas com B soros
de coelhos e 10 sores humanos de coccidioidomicose, 8 sorog de
coelhos de blastomicose e 4 soros de cocthos de moniliage, em prova
de fixacho do complemento. SasLaw & CampPzeELL {1948} verifi-
caram pela prova de floculaco de particulas de colodio que, quando
a8 mesmas eram sensibilizadas com histoplasmina, soros anii-Blas-
tomyces dermatilidis reagiam em fracas diluicbes, enguanto gue
soros anti-Paracoccidivides broasiliensis, Sporvotrichum schencki,
Cryptoceecus neoformans e Condide albicons ndo reagivam. CRoOsS
& HOWELL (1948) isolaram da histoplasmina polissacarideo que
dava reacgdes positivas quando injetado intradérmicamente, tanto em
cobalos infetados por H. capsulatum, como nagueles infetados por
B, dermatitidis. Sugeriram, no entanto, que a padronizacio do
antigenc poderia tornd-lo especifico. PaTEs (1948) purificou, a
partir de histoplasmina, fracio polissacaridica gue se demonstrou
mais especifica pela reaclo intradérmica em coelhos experimental-
mente inoculados com blastomicose.

SasLaw & CaMPBELL (1948), empregando como antigeno célu
Ias leveduriformes de H. capsulotum, B. dermotitidis e C. albicans
e soros hiperimunes de coelhos, demonstraram que: a) soros anti-
C. albicans, Sp. schencki e C. neoformans davam reacbes negativas
com antigeno de H. ecapsulatum, enquanto que séro anti-B. derma-
titidis dava reacfo cruzada em titulo baixo; b) o antigeno B. dey-
matitidis tem baixa capacidade imunogénica em coelhos, produzindo
sdro com titule de 1/40 no méximo. Trés antigenos de H. capsu-
latum forneceram titulos de 1/80, 1/80 e 1/120 para o mesmo stro.
Repetiram as experiéneiag de SALVIN, mas continuaram a encontrar
as reacdes cruzadas, CAMPBELL & SAsLAw (1948), utilizando como
antigeno extrato obtido por trituracio de células leveduriformes,
demonstraram ainda, por provas de fixacio do complemento, rea-
cdeg cruzadas entre Histoplasma e Blastomyees, enguanto que soros
anti-B. brasiliensis, anti-Sp. schencki e anti-C. aibicans nfo reagiam
com antigeno de Histoplusma capsulatum.

SALVIN (1949), fazendo absorcio de soros de coelhos experi-
mentalmente infetados e provas de fixacdo do complemento, de-
monstrou que o B. dermatitidis é o antigeno menos especifico, mas
quando injetado produz o anticorpo mais egpecifico. O seu anti-
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sbro reagiu com o antigeno especifico ¢ em menor grau com o
H. capsulatum e foil absorvido pelo H. copsuiotum e em menor grau
pela C. albicans e C. immitis. O H. capsulotum produziun sbro que
reagia igualmente com o antigeno homdlogo ¢ eom B. dermatitidis,
& que era absorvido por éste Gllimo antigeno e em menor grau por
C. albicons e C. immitis. Estes dois tltimos antigenos produziram
soros que resgiam em provas de fixacio do complemento, sendo
sbsorvidos ecom os outros 3 anligenos heterdlogos. Os antigenos
nas provas de fixacfo do complemento eram células leveduriformes
de H. capsulatum, B. dermaiitidis, C, albicans e coceidioidina. Em
1949, CAMPBELL & SASLAW, em & soros de histoplasmose, verifica-
ram que trés fixavam o complemento em titulos menores que com
o antigeno homélogo, quando se usava como antigeno B. dermatitidis.
Duas amostras de casos de blastomicose, com fitulos de 1/10, néo
fixavam o complemento com antigeno de H. copsulatum. SALVIN
{1950} estudou as relacbes antigénicas de Aspergillus fumigafus,
Blostomyces dermatitidis, Candida albicans, Condida stellatoidea,
Cryptococeus neoformans e Histoplosma cepsulelum. Com provas
de fixacBo do complemento e ainda absorcio e titulacfo do “nitro-
génio-anticorpo”, chegou as seguintes conclusbes:

a) Reacio positiva com B. dermaiitidis pode indicar infec-
cilo por B. dermatitidis, H. cepsulatum, C. albicans, C.
neoformans ou . immitis.

b) Reacio positiva com H. cepsulaium pode indicar infec-
cdo por H. eapsulaium, B. dermotitidis, C. dmmilis ou
C. albicans,

¢) Reaclo positiva com C. albicans pode indicar infeccio
por outras espéeies de Candida, C. neoformans, B. der-
matitidis ou H. copsulatumn.

As reacbes cruzadag acima foram determinadas quantitativa-
mente sdmente em coelhos hiperimunes. Osg antigenog eram células
leveduriformes. O grau de rveacles cruzadas com sorcos humanos
nio é necessériamente o mesmo.

CAMPBELL & BINKLEY (1953) referiram: a) reacdes cruzadas
em casos de histoplasmose; assin, soros de doentes de histoplasmose
podem fixar o complemento com o mesmo titulo com antigeno de
B, dermatitidis, 0 mesmo nlo acontecendo com a coeccidioidina; b)
reacdes cruzadas em casos de blastomicose; o8 sorog de doentes de
blastomicose reagem com antigeno de H. capsulatum, mas nio com
a coccidioidina; ¢) reacles eruzadas em casos de coecidioidomicose;
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o8 soros de deentes de coceidicidomicose reagem com antigeno de
H. copsulatum e B. dermatitidis. Assinalaram, ainda, gue a técniea
¢ o antigeno empregados nio influem nas reacbes cruzadas. Fize-
ram experiéncia eom provas de fixacio do complemento, empregando
4 tipos de antigenos: célulag leveduriformes do Histoplosma copsu-
latum; extrato do Histoplosma capsulotum; extrato do Blastomyees
dermaoetitidis e coccidioidina. Verificaram, ainda, reacgbes eruzadas
com as provas de particulas de colédio sensibilizadas e nas de pre-
cipitagdo. FRIEDMAN & CONANT (1953) mwostraram reacdes cru-
zadag entre B, dermalitidis e P. brosiliensis, utilizando provas
intradérmicag em cobaios experimentalmente infetados e também
em alguns casos de blastomicose norte-americana, Os antigenos
utilizados foram paracoccidioidina e blastomicetina-filtrado e tam-
bém células leveduriformes. FRIEDMAN & CoONANT (1953) estu-
daram as reac¢bes cruzadas entre P. brasiliensis e B. dermotitidis,
efetuando provag de fixacio do complemento, com 3 tipos de anti-
genos. Em scros de coelhos, as reacles cruzadag foram mais fre-
giientes. Em 20 casos de blastomicose norte-americana, 11 reagiram
com 0 antigeno homédlogo e 2 com o antigeno heterdlogo. Em 11
casos de blastomicose sul-americana, 5 reagiram com um ou outro
tipo do antigeno heterélogo. Nem todos os casos que apresentavam
altos titulos com o antigeno homdlogo reagivam com o antigeno
heterdlogo. MARTIN (1953) mostrou também reacbes cruzadas com
soros de blastomicose e antigeno de H. capsulatum, obtido por tra-
tamento das células leveduriformes por ultra-som. No mesmo tra-
balho, o Autor refere as provas cruzadas em reacles intradérmica
com cobaios infetados por H. capsuletum e B, dermatitidis. SALVIN
& FURCOLOW (1954) registraram reagtes cruzadas em casos de
histoplasmose com antigenos de B. dermatitidis e de C. immitis, em
provas de precipitacio.

LABZOFFSKY & colab. (1957) isolaram 8 fracles, entre 8 obti-
das do H. capsulotum, que se mostraram espeecificas na reacio de
fixaciio do complemento. :

Blastomicose sul-americane — Duas provas imunolégicas tém
sido estudadas na blastomicose sul-americana: & intradérmica e a
fixacdo do complemento.

0O estudo da prova intradérmica teve inicio com FoNSECA
Fiiao & AREa LBAo (1927), que a realizaram em dois pacientes,
com filtrado de cultura do P. brosiliensis, em caldo (pH — 7,4)
aurante 6 meses, & temperatura ambiente, sendo que ambos os
doentes reagiram positivamente. BasGaL (1931), com antigeno se-
melhante, obteve resultados positivos em 6 casos de blastomicose.
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ALMEIDA & LaACAZ (1941; 1942) empregaram, como anligeno, fil-
trado de eultura em Sabouraud-ligiiido de 19 amostras de P. brasi-
liensis, ALMEIDA & colab. (1945) chamaram Paracoccidioidina I
a0 antigeno idéntico ao anterior e com o qual realizaram provas
Intradérmicas em 22 doentes de blastomicose, obtendo 19 reacdes
positivas; Paracoccidioidina I, suspensdes da fase leveduriforme,
do P. brasiliensis, a 1/10 e & 5% em solugho salina fenicada e mor-
1a8 peio calor a 80°C, 1/2 hora, trés dias consecutivos. Com éste
antigeno, realizaram provas em 22 pacientes com a suspensfo a
1/10, obtendo 18 reacdes positivas e em 186 com suspensido a 5%,
verificando 10 provas positivas; Paracoecidioidina ITI, pus ganglio-
nar a 1/10 aquecido a T0°C, 1/2 hora, trés dias sucessives. Com
gste antigeno realizaram provas intradérmicas em 18 pacientes, com
9 resultados positivos. Lacaz (1945), referindo-se as experiénciag
anteriores, salienta que o antigeno mais satisfatorio foi a Paracoc-
cidioidina I. Smva (1945) experimentou, como antigeno, pus de
testiculo de cobaio experimentalmente infetado, rico em paragitas,
diluido & 1/15 e aquecido a 75°C, 1 hora, trés dias consecutivos.
As reacbes intradérmdcas foram positivas nos 8 casos experimen-
tados. Lacaz (1948) utilizou células leveduriformes mortas pelo
calor, de uma tnica amostra de P. brasiliensis, Em 20 pacientes
verificou 18 reagdes positivas e duas duvidosas. Lacaz (1951)
referiu o uso de Paracocecidioidina-filtrado, cultura de 10 amostras
de P, brasiliensis em meio de SMITH. Verificou, com éste antigeno,
10 reacdes positivaz em I8 casos de blastomicose.

MACKINNON & colab, (1953} fizeram estudo experimental para
padronizacdo do antigeno a ser empregado em reagdes intradérmi-
cas. 0O antigeno estudado foi o fillrado de amostra de P. brasiliensis
em caldo-peptonado a 1% e glicosado a 2%. Demonstraram gue
&le era especifice guando utilizado na diluicio de 1/1060. O mesmo
antigeno fol empregado por HOUNIE & ARTAGAVEYTIA-ALLENDE
{1957). DrEL NEGrRoO & FARIA (1954) fizeram estudo experimental,
empregando células leveduriformes como antigeno. DoUAT & Dias
(1958) utilizaram filtrado apés autoclavacio de cultura de P. bra-
giliensis em Sabouraud-ligiiido, em temperatura ambiente, por 30
dias. CARVALHO (1958) uson paracoccidioidina-filtrado, cultura de
13 amostras de P. brasiliensis em meio de SMITH e paracoccidioidi-
na-suspensao, células leveduriformes fornecidas pelo Prof. Lacaz.

A prova de fixacho do complemento fol estudada desde 1916
guando MOSES empregou, como antigeno, exirato em solucdo fisio-
i6gica do cogumelo desenvolvido em Agar-Sabouraud, durante 6
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meses, Obteve 8 reagfes positivag em 10 doentes estudados. GOMES
& ASSUMPGAO (1924) prepararam antigeno de culturas de 2 meses,
triturando ¢ cogumelo em gral, emulsionando-o em solucio fisjo-
légica e fervende 5 minutos. A emulsfo, livre dos grumos maiores,
era o antigenc que fol empregado em estudo experimental e em 2
casos de Dblastomicose. FonsEcA & ARrEa Leio (1927) emprega-
ram como antigeno extrato salino de culiura do cogumelo em gelose,
durante 2 meses e também filtrados de culturas do cogumelo em
ealdo, durante 6 meses. Estudaram a reaciio em 3 doentes de blas-
tomicose e referiram ser o filtrado antigeno de grande sensibilidade.
Basgan (1931} obteve, com “antigeno-filtrado”, 100% de reacdes
pogitivas em 6 casos estudados. LACAz (1945; 1949) utilizou fil-
trade de cultura de 20 amostras de P. brosiliensis em Sabouraud-
ligitido, durante 8 meses & temperatura de 28°C mais ou menos.

Fava Nerro (1955), apds estudar polissacarideo extraldo de
eélulas leveduriformes do P, brasiliensis, segundo técnica de Nogr-
DEN, filtrado de cultura em meio de SMITH e células leveduriformes
em suspensio, padronizot novo processo de preparc de poligsacari-
deo, por modificacio da téenica de NORDEN. Fste antigeno revelou
poder fixador bem maior que og outros e fol ufilizado em reacles
de fixacdo do complemento quantitativas e por itéenica de 50% de
hemdlise. :

Dos estudos realizados com a reacfo intradérmica, chega-se &
conclusio de que a referida prova tem valor muito relativo quanto
& finalidade diagnéstica, pols, mesmo empregando antigenos nio
diluidos, nfo sfo raros os doentes de blastomicose que nfo reagem.
Realmente, os primeiros pesquisadores se preocuparam com o agpecto
diagnostico do problema e muitos doz acima citados verificaram
algumas reacbes inespecificas, quando realizaram a prova com
antigenos ndo padronizados, em pacientes de outras entidades mor-
Lidas. Também a possibilidade de se verificarem reacdes cruzadas
com outras miceses profundas foi pesquisada por L.ACAZ (1948),
que demonstrou reacles positivas em pacienfes de blastomicose
sul-americana, quando wtilizava blastomicetina eome antigeno, néo
verificando reactes cruzadas com a coccidioidina. As reagbes cru-
zadas, que se verificam pela prova intradérmica, foram também
referidas por MACKINNON & colab. (1953), Carvarnzo (1958) e
Douar & Diag (1958).

Lacaz (1951), apds chamar a atenc¢Bo para a grande fregiiéncia

das lesdes pulmonares na blastomicose sul-americana, aventa a
hipétese da possivel existéneia de “blastomicose-infec¢do”. Em in-
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quérito epidemiolégico, que procedeu na ocasiio, verificou 7,8% de
reatores positivos em pacientes internados no Hospital das Clinicas,
por outras causas. MACKINNON & colab. (1958) também realiza-
ram inquérito epidemiolégico em paeientes internades nos hospitais
de Montevidéo, encontrando 2% de reatores positivos & paracocei-
dioidina padromnizada. CaRVALHO (1983) verificou, no Rio de Ja-
neiro, a incidéncia de 4,29 de reatores & paracoccidioidina a 1/10
e 1,7% & paracoccidioidina a 1/100. DoUAT & Dias (1958) verifica-
ram 8% de reatores positivos. HOUNIE & ARTAGAVEYTIA-ALLENDE
(1957), utilizando paracoccidioidina a 1/10, realizaram inquérito
epidemioldgico em Montevidéo, observando 30 pessoas eom 0% de
reatores; em Mercedes, 12 pessoas eom 25% de reatores e, em Rio
Negro, 12 pessoas com 41,66% de reatores, indicando que, conforme
se deslocavam para a zona das matas, maior ¢ nimero de reatores
4 paracoccidioidina, entre as pessoas sadiag, CarRvarLHO (1958)
nio pbde chegar a nenhuma conclusfo quanto ao progndstico da
molégtia, empregando a prova intradérmica seriadamente nos pa-
cientes,

Os primeiros Trabalhos s6bre fixacfio do complemento na blas-
tomicose sul-americana permitiram verificar que a maioria dos
pacientes reagia positivamente & prova. Conelusfes methores pu-
deram ser aleancadas com o trabatho de Liacaz (1949) e Fava NETTO
(1955}, og quals verificaram serem positivas as provas em pacientes
com meléstia de ecerta durac@o; secrem negalivas as provas em
algung pacientes graveg; poderem acompanhar, pela sorolegia, o
tratamento dos pacientes; nfo poderem atribuir valor diagnédstico
e prognostico absoluto a tais provas.

Numerosos problemas existem ainda a ser explorados na imu-
nologia da blastomicose sul-americana. Inclusive, acreditamos nado
ser possivel efetuar corretamente a elassificacdo de formag clinicas
da moléstia, a nie ser com o estudo conjunto da parte imunoldgica.
I essencial sabermos, com certeza, se existem formas assintoméaticas,
como os inquéritos epidemiolégicos sugerem e formas pulmonares
agudas e benignas que passariam despercebidas, com diagndsticos
de gripe ou de outras afeccies pulmonares agudas. Precizamos
procurar, no estudo conjunto das provas imunoldgicas, dados que
talvez nos permitam conclusdes quanto ao progndstice, face a casos
de blastomicose.

No presente trabalho trazemos novas contribuicfes ao estudo
imunolégico da blastomicose sul-americana. Estudamos, inicial-
mente, a posgibilidade de execuclo de outras provas soroldgicas, tais
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como a aglutinacio de hemdcias de carneiro sensibilizadas, a flo-
culagio de particulas de colesterol sensibilizadas e a reacio de
precipitacfio. Somente esta Gliima prova péde ser introduzida na
rotina e entfo, estudada conjuntamente com as de fixacfio do com-
plemento, Paralelamente, novos estudos imunolégicos foram real-
zados com o antigeno por nés padronizade. Também ineluimos, no
presente trabalho, pesquisa quanto & possibilidade de transmissdo
inter-humana da paracoccidioidomicose, estudando familiares de
doentes,

MATERIAL E METODO

Em virtude de terem sido utilizados, no presente trabalho,
alguns métodos ji referidos em nossa tese de doutoramento, 8les
‘nfo receberfo aqui descricio pormenorizada. Os novos métodos de
que nhog utilizamos é que serfo bem explanados.

Neste capftulo vamos referir pesquisag sdbre o antigeno polis-
sacaridico, que empregamos tanto nas reacles de fixacio do com-
plemento, como nas de precipitaciio. So dados que poderiam ger,
em parte, incluidos no capitulo de resultados. Ser&o aqui referidos
porque apresentam interfsse que se relaciona mais de perto com
o material e método das reacbes, que com as pesquizsas de inter8sse
clinico que constituirfio o capitulo de resultados.

ANTIGENOS

_ Amostras empregadas. Poder fizador étimo. - Preparamos,

de acdrdo com téenica propria, j& deseritza em 1955, 22 partidas do
antigeno polissacaridico.  No Quadro I, referimos as amostras de
P. brosiliensis utizadas, dias de cultive e poder fixador 6timo para
3 ¢ 6 unidades de complemento (50% de hemélise). O poder fixa-
dor 6timo € aquela diluicdo do antigeno que revela maior titulo para
gbro positivo, com determinada quantidade de complemento. ®le
é determinado por titulacfo cruzada, empregando-gze varias diluigdes
de antigeno frente a viarias diluicbes de séro positivo.

Poder anticomplementar — Todog os antfgenos por nés pre-
parados, quando utilizados nas diluicSes 6timas, ndo apresentaram
ativida de antiecomplementar.

Conservacio — O antigeno referido como n.° 3, no Quadro I,
foi conszervado estérilmente, em geladeira, sem preservativo, sem
perder sen poder fixador e sem adquirir atividade anticomplemen-
tar, durante 8 anos.
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QUADRO I
ANTIGENOS POLISSACARIDICOS
Parti- ; o ‘; Dias | Poder fixador otimo
s | Amostras de P. brasiliensis | cug:eivo : . | -
! ) J J 3 Umdadesj 6 Unidades
1 I 104, 895, 8N, 18, 138, 265 ....... 62 f 1/50 ? /50
2 E 104, 895, SN, 18, 128, 265 ¢ AS. ..... 70{ 1100 | 1/100
3 E 104, 395, SN, 18, 128, 265 ¢ AS. ..... | 4 g __________ 17100 ]\wml/mﬂ
4 | 104, 395, SN, 18, 128, 265 ¢ AS. ..... 64 : 1/100 ! 1780
5 | 104, 305, SN, 18, 265 e AS. ......... 7*3_M____i 1/100 ‘[ 1/50
8 ! 104, 385, 18, 265, SN ¢ AS. ......... 72 f 1/50 ‘ 1/25
7 1 104, 395, 18, 265, SN, AB. e 8M, .... | 1/50 | 1/25
R 2 104, 395, 18, 265, 8N, AS. ¢ SM, .... | 173 L_ 1/190 l 1/50
9 k 104, 395, 18, 265, e | e .E:‘W_y§gm‘_
10 ‘m104, 395, 18, 268, 71 [ 1/50 mi 1/25
11 ] 104, 395, 18, 265, 79 !m 1/100 i 1/50
12 % 104, 395, 18, 265, s e 63 ! 1/100 ‘ 1/50
13 [a 164, 395, 18, 265, 69 ! 1/106 & 1/50
14 ;[ 104, 395, 18, 285, Ve 80 ‘ 1/580 ’ 1/25
15 ‘ 104, 395, 18, 265, e 70 i[ 1/100 1 1/50
i8 g| 164, 39b, 265, SN, 18, AS. e 8M. .... 4 i 1/150 I /78
17 [[ 104, 395, 18, 265, SN, AS. e 8M. .... 92 I 1/56 E[ 1/25
= 7157% 104, 385, 18, 265, SN, AS. ¢ 8M. .... 63 i 17100 % 17100
3 ____E________\__ng_gc_;gmgg@, 18, 265, SN, AS, SM. e PTL. | 83 f 1/150 { /15
20 ‘ 104, 395, 265, 18, 8N, SM, AS. e PTL. | ¢4 ‘ 1/15{37"%7g7WWngww
23 ]{ 104, 385, 265, 18, BN, SM, AS. e PTL. o E 1/100 % 1/50
22 I‘ 265, 395, 18, i04, SN, SM, AS. e PTL. ; 64 } 171566 i 1/150

Antigenicidade — Procuramos verificar se o antigeno polissa-
caridico se comportaria como antigeno completo para o coelho.
Para comparacio utilizamo-nos também, nesta experiéncia, de vaci-
na anti-blastomic6tica, preparada no Departamento de Microbiologia
e Tmuneclogia e constifuida de suspensfio de células leveduriformes.
do cogumelo, mortas pelo calor. Um coelho recebeu por via endo-
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venosa, com intervalo de 8 dias, polissacaridec nfo diluido, nas
seguintes quantidades: 0,256 mi, 0,5 m}, 1,0 mlL 1,5 m}, 1,5 m],
L6 ml, 1,6 ml, 1,6 ml e 1,6 ml. Apés 11 dias de repouso, recebey,
ainda por via endovenosa, com intervalo de 5 dias, as seguintes
quantidades de polissacarideo, 1,0 ml, 1,6 mi, 1,5 ml, 1,5 ml e 1,5 mi.
Soros obtidos désse coetho, antes do inifcio da imunizacdo, 9 dias
apds a Gltima injeclio da 1.2 série e 12 dias apds a dltima injeclio
da 2.% série, nfio mostraram presenca de anticorpos anti-polissaca-
rideo, pelas reaches da precipitaciio e de fixacio do complemento.
Ouiro coelho recebeu por injecBes Intramusculares, com intervale
de 5 dias, as seguintes quantidades de vacina: 0,5 ml, 1,0 m], 1,5 m],
L5 ml, 2,0 ml, 2,6 ml, 2,0 m], 2,0 m], 2,0 ml ¢ 2,0 ml. Seoros obtidos
désse coelho, antes da primeira injecBo, 19 e 35 dias ap6s a ultima
injecfio, nfio revelaram a presenca de anticorpos pelas reacBes de
precipitacio e fixacSo do complemento.

Julgando que esta primeira fentativa pudesse funcionar como
imunidade de base na producfe de anticorpos para uma segunda
série de injecBes de antigeno, administramos por via endovenosa,
em ambos 08 coelhos, eom intervalo de 8 dias, as seguintes quanti-
dades de vacina: 1 ml, 2 ml, 8 ml, 4 ml, 5 ml, 5 ml, 5§ ml, 5 ml, 5 ml
e 5 ml. Sorvos obtidos de ambos 08 coelhos aos 18, 22 e 48 dias apés
as filtimas injecdes foram negativog pelas reacdes de precipitagio
e fixaclo do complemenio. O periodo de repouso entre a Ullima
injecBo de polissacarideo & a primeira da vacina foi, para o 1.°
coelho, de 15 dias. O periodo de repouso, entre as injectes intra-
musgcnlares e as endovenosas de vacina, fol, para o 2.° coelho, de
25 dias.

Antigenos de omostras seporados — Qutra pesquisa que rea-
lizamos fol com finalidade de verificar se era possivel obter anti-
genos com as mesmas propriedades ¢ com a mesma poténcia anti-
génica das 8 amostras gue normalmente utilizamos. No Quadro II
referimos az amogtrasg, os dias de cultivo e o poder fixador 6timo
para 3 e 6 unidades de complemento (509% de hemélise).

Proeurameos também, analisar, por outro método, as poténeias
relativas dos antigenos obtidos de cada amostra. Realizamos, se-
gundo téenica aconsethada por ALMEIDA (1956), curvas de isofi-
xacho para 3 e 6 unidades de complemento. Tomamos, entfio,
quantidade de sbro gue se situava em posicho em que o0s ramos
verticais das curvas eram paralelos entre =i, e procedemos 3 titula-
cdo de antigenos obtidos de 5 amostras com 8, 6 e 9 unidades de
complemento (50% de hemélize).
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QUADRO 11
ANTIGENOS OBTIDOS DE AMOSTRAS ISOLADAS

Amostras Ig;f;;j: Poder fixador éfimo

3 unidades 6§ unidades
PIL 64 1/50 1/50
104 64 | 1/50 125
395 64 1/150 1/1b
SN 64 1/100 150
265 64 1/150 1/75
AS 64 > 1/150 17150
18 64 > 1/150 > 17150
SM 64 150 1/25

A inscricdo das guantidades de antigeno necessérias para se
obter 50% de hemdlise, nos tubos reacho, quando 3, 6 e 9 unidades
de complemento est@o inicialmente presentes, da-nos as retas do

erafico 1 para as 5 amostras de antigeno.

Hssas experiéncias preliminares indicavam diferencas na po-

téncia dosg anti-
genos obtidos das
vArias amostras,
Fizemos, entéo,
nova verifieagdo
considerando a
possibilidade de
essa diferenaga
correr por conia
da suspensio ce-
lular (& 15%),
por ser feita em
relacfo ao volu-
me Gmido das cé-
lalas. No Qua-
dro 111 estido re-
feridos os dados

COMPLEMENTOD

TITULAGAD DE ANTIGENDS OBTIDGS DE %

AMOSTRAS DE P BRASILIENSIS

0.000

20008 g~
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relativos a novo preparo de antigenos separados para cada amostra.
A extracio do polissacarideo foI feita a pariir de suspensio celular
a 15% (de células dmidas), mas antes de se proceder a suspensio,

as células foram deixadas secar e pesadas.

A percentagem relativa

a0 péso das céluias correspondente para cada antigeno também gze

encontra anotada no quadro IIL

QUADRO III

ANTIGENOS OBTIDOS DE AMOSTRAS ISOLADAS

; Volume umido p‘oi
Amostre Jﬁgig}e dasuZZ’Zu;;?,z depgois e(sze PP er;ﬁ?gﬁg:&% da
secds J

SN 63 4,5 ml 15%
28 o ‘ 9,5%
PTL 56 1,5 ml 15%
10 g 10%
395 56 2,5 ml 15%
1,0 g 6%
265 63 2,5 ml 15%
0,56 g 3%
104 63 2,0 ml 15%
0,6 g 3,75%
18 A 3,0 ml 15%
J L7 g 8,5%

| o
AS T 5,0 ml 15%
| 4,0 g 12%
sM 0 1,5 ml 15%
j 04 g 4%
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Para empregarmog na titulacio dos antigenos quantidade de
anticorpo adequada, fizemos curvas de isofixacdo para 3, 6 e 9 uni-
dades de complemento, com o antigeno da partida 22 e mistura de
soros positivos. Os Quadros IV, V e VI nos moestram as quanti-
dades de gbro e de antigeno empregados na obtencio das curvas
de isofixacio. )

o0z I T BRAFICO 2
CURVAS DE SOFIXAQAD
PROTOCOLOS NOS QUADROS I WE ¥
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|
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L L L )3 i
TR : :
e & E @

ANTIGENG BN ML

A quantidade de sbro necessaria para 50% de hemdlise, com
determinada quantidade de antigeno, fol determinada inscreven-
do-se logaritmo das quantidades de sioro contra logitos de hemolise,
eomo aconselham RAPPORT & GrAF (1957). Podemos verificar que,
para as maiores quantidades de antigeno, obtemos, para uma mes-
ma quaniidade déste, 2 tubos com hemdlises parciais para duas
diferentes quantidades de 8éro. Quando as quantidades de séro sio
grandes, para determinada quantidade obtemos 2 tubos ou mais de
hemdlises parciais com gquantidades diferenfes de antigeno. Usa-
mos, entio, a-insc.;"igéo de logaritmo de antigeno conira logito de
nemolise, para calcular a quantidade de antigeno necessdria a 50%
de hemdlise com determinada quantidade de soro.
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EXPERIENCIAS COM 3 UNIDADES DE COMPLEMENTO
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QUADRO V
EXPERISNCIAS COM 6 UNIDADES DE COMPLEMENTO
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QUADRGCG VI

EXPERIENCIAS COM 9 UNIDADES DE COMPLEMENTO

Antigeno

Sdro positivo

0,05 0,04 0,03 0,02 6,01 0,008 | 0,006 E 0,004 | 00602 | 60016 } 0,0012 } 0,0008

""""""" r— ; S PPl PSR R el e A b S
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A inscricdo das quantidades reciprocas de anticorpo e antigeno
capazes de dar 50% de hemdlise com 2, 6 e 9 unidades de comple-
mento fornece-nos as curvas de isofixacfo representadas no gra-
tico 2.

Do ramo vertical das curvas podemos escolher quantidade de
anticorpo capaz de revelar guantidade minima de antigeno com 3,
6 e 9 unidades de eomplemente. Havendo nestas condices excesso
de anticorpo, a fixacfo maior ou menor do complemento dependers
somente da maior ot menor quantidade de antigeno presente. Com
tal excesso de anticorpo, titulamos os antigenos preparados, a
partivr das & amostras de P. brasiliensis com 3, 6 e 9 unidades de
complemento. Os gquadros VII a XIV nos dio os resultados de
tais titulagdes. Com
8stes resultados cal-

H GRAFIGD 3
culamos as quantida- AruLacio o6 ANTGENS OSTIOS CE § AMOSTRAS DE P BRASI
des de antigeno neces- LIENSIS PROTOCOLOS NOS GUADROS I A Loy
sérias para H0% de mgf &
T 1 s

hemdlise, Inscrevendo
em grafico logaritmo
de antigeno confra lo-
gito de hemédlise, se-
gundo RAPFORT &
GRrAF (1957).

A inscriciio das
guantidades de anti-
genos necessarias pa-
ra 50% de hemdlise, E
quando 3, 6 ¢ 9 unida- e
des de complemento
estdo inicialmente pre-
sentes, da-nog o grafi-
co 3 em gue estdo re-
presentadas as 8 amos-
tras fituladas. Pode-se
facilmente verificar que ha diferencas evidentes na poténcia dos
antigenos obtidos de algumas amostras e, comparando-se os resul-
tados com o3 do Quadro IlI, verifica.se que estas diferencas nio
tém explicaciio no péso das célulag tomado como referéncia para o

EL

=2

COMPLEMENTG

T T e e e — s e — i = |

0,001
0,003

/ .G
ANFIGENDG £M  mL

0,6001
0008
0004

preparo da suspensdo a ser autoelavada,
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QUADRO VII
TITULACAO DO ANTIGENO SN
Antigeno
0,805 0,6025 | 0,00125 : 0,000625 | 0600312 | 0,000156 | ,600078 | 0,000038
i
3 E* 0 il 10 53 85 806 00 108
— R e 5
[iJ:4 [ 5 50 85 1060 100 104 100
~ | i i . . )
: i !
9K 5 20 75 ] 100 | 100 100 F 160 i 100
At 0 50 65 65 £5 50 | 65 65
,,,,,,,,,,,,,,,, . i i !
H % ! H
A2 #E 96 ; G0 L 100 60 160 100 E i00 100
: ; ;
* K = Unidade (50% de hemblige) de complemenio
** A, — Testermunho do aniigeno com 1 unidade de complemento
Ay m— Testemunho do antigeno com 2 unidades de complemento
QUADRO VIII
TITULACAC DO ANTIGENO 104
Antigeno
{ l ;
0,005 | 09,0025 s 0,00125 59,0(}9625 9,0(}03I2E§G,@0[}256 0,000878 | 0,000039
i
§ -
]J !
IK* 0 | G 10 1 45 85 100 f 100 106
— 5_ S— m.f --------
' ] |
8K G ] 10 ! 55 | e ] 160 100 [ 160 190
VVVVVVVVV f ] E o i
] ] i
9 K 10 15 30 | 100 100 100 | 100 100
| 7 f
Ay ** 58 45 [ 70 0 ¢ 70 i ¢ 0
| ] :
T R i
At 160 } 100 } 60 ¢ 100 100 100 { 106 E 160
- ! i
* K - Unidade (0% de hemdlise) de complemento
i Ay Testemunhoe do antigeno eom 1 unidade de complemento

LE
2

Testemunho do antigeno com 2 unidades de complemento
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QUADRO IX
TITULAGAO DO ANTIGENG 395

Antigeno
0,006 | 00025 | 0,00125 | 0,000625 6,000312ﬁn,uomsa;e,aeﬂe*?ego,oocosg
i i
3§ K> o4 o | o C VS 85 | 100
] g ‘

6K 0 | 5 19 35 55 90 108 100
9K 5 10 15 50 8 | 100 100 100
A 30 | 56 70 66 65 85 65 5
R |

A, 100 100 100 100 100 100 106 160

* K - Unidade (50% de hemoliser de complemento

** A, = Testemunho do antigeno com 1 unidade de complemento
* A, = Testemunho do antigeno com 2 unidades de complemento
QUADRO X
TITULACAQO IO ANTIGENC AS
Antigeno
0,005 0,0825 | 8,00125 | 0,000625 f 0,000312 | 6,000156 | 0,000078 | 6,000038
|
3 K* 1] Q 0 [ 10 30 60 90
6 K G 0 B 15 50 106 1060 100
8K 0 5 10 3o 85 100 100 100
A Y g [ 55 45 &5 65 65 85
A, 0 85 180 100 160 100 100 100
K = Unidade (50% de hemélise) de complemento
AL = Testemunho do antigeno com 1 unidade de complemenio
#t A, = Testemunho do antigeno com 2 unidades de complemento

k4
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QUADRO XI
TITULAGAO DO ANTIGENG 265

Antigeno
; — z

0,005 | 0,0025 3@,90125  0,000625 | o,eeeszz;e,aemasLo,soema 0,000039
; | | i
s i E ol

3K 0 5 20 80 100 | 100 100

6§ K 5 15 85 100 | 100 160 100
t i I

9K 10 35 & | 10 | 100 | 100 | 100 | 100

- I
0 5 65 60 [ 65 | 6 | 65 70
10 g5 g 100 160 [ 100 | 100 106 | 100
i i i H

- Unidade (50% de hemdlise) de complemento
4 = Testemnunbo do antigeno com I unidade de complemento
Testemunho do antigeno com 2 unidades de complemenio

QUADRO XII
TITULAGAO DO ANTIGENO 18

Antigeno
0,005 E 0,0025 | 0,00125 | 0,000625 | 6,000312 | 0,000156 | 0,000078 | 0,000039
| i |
! = ' !
0 0 0 0 ol o | 10 ;3
— L : .................... — —
10 5 0 0 0 15 ; 40 | 90
15 10 [ 10 5 15 | 30 f 65 % 90
1 - | f
5 80 70 w0 65 00T
85 ) 100 100 r 100 | 100 100 100 100

f

= Unidade (0% de hemdlise) de complemento

== Testemunrhe do antigenc com 1 unidade de complemento

i

, = Testemunho do antigeno com 2 unidades de complemento
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QUADRO XIil1lI
TITULACAD DO ANTIGENQO PTL
Antigene
0,603 ] 0,0025 {EOOBEZB 00(}0625 0060312 0,000156 | 0,000078 | 6,000039
3K 0 l G E 0 l B ‘ 15 45 85 160
e | . I
0 i) 5 15 65 85 100 100
§ K )
9K li; ) 5 40 90 160 i 100 160
A b 45 65 65 65 T i 60
Ay 25 106 160 100 106 160 l 106 i 160
* K = Unidade {60% de hemdlise) de complemento
A = Testemauniio do antigens com 1 unidade de complemento
A, = Testemunho do antigeno com 2 unidades de eompiemento
QUADRO X1V
TITULACAO DO ANTIGENQO 8M
Antigeno
E T
G605 f 0,6025 | 0,60125 f0,000625 (,000312 | 0,000156 | £,000078 | 0,000039
i i R
|
3K~ 5 ! 20 40 g5 85 100 100 100
‘‘‘‘‘‘‘‘‘ . |
| .
8 K 29 | 55 ga 80 00 | 106 190 100
; !
9K 4 | 8o 100 100 160 100 100 100
) | _
T ! 4 ]
A, e G 50 65 &5 6 | 65 i 65 70
1 i
I {
Ay th 85 1060 160 100 1069 ‘ 1900 1 104 100
* K = Unidade (50% de hemodlise} de complemento
** A, - Testemunho do antigeno com 1 unidade de compiemento
i A, = Testemunho do antigeno com 2 unidades de complemento

NOTA: Na fitulagio dos antigenos de amostras separadas, os outros testemunhos
inelufdes revelaram os seguinies resultados.

Testemunhos do séro

Testemunbos do complemento

{1 unidade — 35%
1 2 unidades — 85%
{ 1 unidade

1 2 unidades
Testemunhio do sistems hemolitico — 0%

85%
100%



134 REvisTa po INSTITUTC ADOLFO LuTz

As oito amostras de antigenocs foram também experimentadas
em reacfo de preeipitacio com sbro fortemente positive para pre-
cipitinas. Os resultados esific no Quadro XV.

QUADRO XV

REACOES DE PRECIPITACAO COM 8§ ANTIGENOS DE AMOGSTRAS
DIFERENTES E SORO POSITIVO, NAO DILUIDO

Dilunigbes dos antigenos

Amostras :
‘ 1/5 1/15 ’ 1/45
395 ... ... e +4+ SR
18 b bk - oo
266 ... .. M S+ R S T EEEREE
TR ——— e i ,‘ﬁ.‘..‘..‘..++w§w+ —
SN it o P
EM .......... 4t B o +44
104 .. | o + + _
PTL. ........ e S RS

Verificamos pelo Quadro XV que t8das ag amostras liberaram
polissacarideos que funcionaram como antigeno nas reacbes de pre-
¢ipitacdo com géro posifivo.

REACOES DE FIXACAO DO COMPLEMENTO

No presente estudo, referimos resultados obtidogs em rea-
cOes de fixacBo do complemento, empregando duas téenicas, a de
WADSWORTH, MALTANER & MALTANER (1947) e a de STEIN & VAN
Neu (1950). Em nossa tese de doutoramento {(1955), estudamos
a padronizacdo do antigeno, para seu emprégo em ambas as téenicas
o referimos a modificacfio da téenica de STEIN & VAN NGU por nés
utilizada. Concluimos, naquels ocasifio, que o emprégo simultdneo
das duas técnicas ers realmente interessante, porgue, além de per-
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mitir a compara¢io dos resuliados para um mesmo =6re, a téenica
de WADSWORTH, MALTANER & MALTANER (1947) se revelou mais
gensivel, enquanto que a de STEIN & Van NgU (1950) foi mais
espeeifica,

Em nosso trabalho anterior, explicamos a padronizac@o dos
elementos das reacles de fixaclo do complemento e ndo voltaremos
a fazé-lo aqui. Para facilitar ao leitor, descreveremos resumida-
mente os dades fundamentais referentes aog elementog da reacfo
e 48 técnicas que utilizamos,

A} Hemdeios de cerneiro -—— Suspensio 8 5% padronizada em
colorimetro fotoelétrico (Evans electroselenium) em densidade
optica igual a 0,54 ou 0,56, quando se lisa 0,1 ml da suspensio
em (,9 ml de Agua destilada. ¥Foi usada sempre mistura de
hemacias de dois carnseiros.

B)Y Sdro hemolitico — Soro de coetho anti-heméaeias de carneiro,
padronizado de tal modo que a sensibilizacfo das hemaicias
era &tima para a dose empregada.

C) Complemento — Mistura de soros de 15-20 cobaios, titulado
em unidades 50% de hemdlize.

D)  Solugdo fisiolégica tamponada com Veronal e contendo cileio,
magnésio e gelatina.

)  Antigene — Polissacarideo obtido de varias amostras de
P, brasiliensis ¢ titulado de achrdo com o que ja fol exposto
em nossa tese de doutoramento (1955},

P} Soros — Colhidos e mantidos estérilmente a -25°C até o mo-
mento do uso, quando eram inativados a 55°C, 1/2 hora.

Segundo referimos em nossa tese de doutoramento (1955), os
glementos da reaclio de fixaclio do complemento, com excecio do
antigeno, foram padronizados do mesmo modo, para o emprégo nas
duas téenicas de gque nosg utilizamos.

Também os volumes dos reagentes e os periodos de ineubacdo
foram os mesmos e, pela ordem em gue sfo distribuidos, s8o os
seguintes:

SO0 e 0,05 ml
Antigeno ................... 0,10 ml
Complemento . .............. 0,10 ml

Solucio fisioldgica .......... 0,05 ml
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Incubacio a 2-4°C, durante 18 horas.
Sistema hemolitico .......... 0,2 ml

Incubacdo em banho-maria a 37°C, durante 15 minutos.
Selucio fisiolégica gelada — 0,5 ml

Agitacio, Centrifugacfo. Leitura da densidade 6ptica do
sobrenadante em colorimetro.

Finalmente, queremos chamar a afenclo para o fato de gb
termos feito o cdleulo do titulo aproximado dos soros, pela técnica
de WaDsSWORTH, MALTANER & MALTANER e, ainda, para o fato de,
por esta téemica, o titulo ser dado para 0,06 m! de sbro, engqtianio
gue os titulos, pela téenica de STEIN & VaN NgU, representam o
ntmero de unidades de complemento (50% de hemélise) fixadas
por 1 mi de s6ro. Como frabalhamos com volume de 0,05 ml na
execucdo da reaclo, os evenluails errog ficam multiplicados por 20
nos resultados. ‘

REAGCAO DE PRECIPITACAO

Na padronizacio da reacdio de precipitacio, baseamos-nos prin-
cipalmente no trabalko de SMITH & colab. (1950). Apoiados na
indiseutivel experiéncia désses AA., & que passameoes a executar a
reacdo nos moldes em que serd exposta.

Antigeno — Polissacarideo obtido de vérias amostrag de P.
hyagiliensis, segundo téenica j& publicada por Fava NETTO (1955).
Nio experimentamos outros antigenos, pois, segundo SMITH & colab.
{1950), a parte polissacaridica da coceidicidina funciona como bom
antigeno em provas de precipita¢fio ¢ mesmo o polissacarideo puri-
ficado de Hagsip & colab. (1943) se comportou como bom antigeno.
Também a experiéncia de NorDEN (1951), com antigenos obtidos
de Sp. schencki, demonstrava que os polissacarideos funcionam bem
em provas de precipitacio. Seguindo NORDEN (1951), fizemos ten-
lativa para verifieacio da diluigSo 6tima do antigeno, realizando
provas cruzadas. Veriﬁcamos@ue o sbro, quando diluido, perde
rapidamente a sua capacidade precipitante e gue ums mesma di-
lui¢lo do sbro d& prova positiva com diluiefes numerosas do anti-
reno, A escolha de uwma das diluigdes do antigeno seria, entio,
arbitraria, As diluicdes, que empregamos na realizacio da prova,
foram baseadas na experiéncia de SMITH & colab. (1950). Sabe-
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mos que as provas de precipitaciio, em sua aplicacfio elinica, sfo
gimplesmente qualitativas e, o que realmente importa, & usar virias
diluicbes do antigeno, para evitar reacles falsamente negativas por
excesso de antigeno.

Soros —— Separados estérilmente e usados, quase sempre, logo
apds a sua separagfo. Alguns foram conservados em geladeira por
1 ou 2 dias antes do uso e outros usades apds terem sido congelados
a4 -259C, Hvitamos sempre o seu congelamento, pois os soros de
vacientes de blastomicose apoés serem congelados apresentam, as
vézes, auto-precipitac@o, o que forrna inexeqgiiivel a prova. Antfes
do uso, os soros foram inativados a 58°C, durante 1/2 hora.

Solugdo fistoldgica — Como diluente dos elementos, utilizamos
solucdo de cloreto de s6dio quimicamente puro a 0,85% e mertio-
iatada a 1/5.000.

Tubos de ensoio — Empregamos tubos de 10x75 mm ou
10 x 100 mm,
Téenien da reaclo — Pava cada prova ulilizdvamos § fubos

de engaic. Todos recebiam 6,2 ml de s6ro nac diluide, Os guatro
primeiros recebiam a seguir, 0,2 ml das diluicGes do antigeno, a 1/5,
1/15, 1/45 e 1/135. (O 1dltimo tubo recebia 0,2 m! da solucfio fisio-
logica mertiolatada. O 5.° tubo servia, portanto, como testemunho
do sOrc. Em cada dia de execugdo da prova, incluiamos série de
4 tubos, que recebiam, respectivamente, 0,2 ml das diluicbes do
antigeno e 0,2 ml de solucfo fisioldgica mertiolatada. Eram os
testemunhos dag dilnicbes do antipenoc.

A seguir, os tubos eram agitados e coloeados em estufa a 37°C,
durante 2 horas. Agitados novamenie e colocados em geladeira
{(2-4°C), durante 48 horas. A leitura se f8z pela verificacio de
deposito preeipitado no fundo do tubo e também com leves batidas
no fundo do tubo para suspender o precipitado. A leitura deve
ser feita contra a luz da janela e com fundo escuro. Og testemu-
nhos do antigeno e do sbro nfo devem apresentar qualguer pre-
cipitado,

Quando iniciamos 2 realizacio das reacfes de precipitacio,
utilizdvamos além do s6ro puro, uma série de tubos com sbéro diluido
a 1/2. A inclusfo dessa série, no entanto, nfo apresentava inte-
résse pratico e a abandonamos. Também tentamos fazer a verifi.



is8

Rrvista po INSTITUTC ADOLFO LUTZ

cacio do aparecimento de anel de precipitacio pela superposicio
cuidadosa de 0,2 mi de antigeno, nas suag varias diluiges, sdhre
0,2 ml de sbro nfo diluido. O anel de precipitacio se formava
somente em alguns soros e ndo apresentava correspondéncia com o
precipitado que se verificava apds 48 horas de geladeira. Esse
processo de leitura também foi abandonado. Finalmente queremos
ressaltar que o critério para referir grau de intensidade da reaclo
em cada tubo fol puramente individual, motive pelo qual tivemos
de ler pessoalmente tidas as reacges realizadas. Fregqlientemente
nos defrontamos com soros que revelaram quantidade de precipitado
muito malor daquele gue convencionamos referir como 4 cruzes e
que assim foram anotados, por ser a reacfio maximsa que resolvemos
eonferir,

Com as diluicdes de antigenos por nos utilizadas, raramente
notamos fenémenocs de zona, isto &, inibicio da reaclio por excesso
de antigeno.

Nao empregamos antigeno néo diluido, como fizeram SuMiTe &
eolab. (19580), porque notamos em variag tentativas que, no teste-
munho do antigeno ndo diluideo, formava-se pegueno depdsite pul-
verulento e pretendiamos referir, como o fizemos, reacdes fracas
de 1 a 2 cruzes de precipitacho.

RESULTADOS

Do inicio de nossos estudos em 1953, a marco de 1959, obser-
vamos, no Departamento de Microbiclogia e Imunosogia da Facul-
dade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, 314 pacientes de
blastomicose sul-americana. Até novembro de 1955 realizamos s0-
mente reagdes de fixacho do complemenio; 83 casos foram estu-
dados 36 por éste método e nfo serfo aqui referidos. Objeto déste
eapitule sfo os resultados obtidos pela realizacfio simuitinea das
reacbes de fixaclo do complemento e de precipitacio em 220 casos
de blastomicose sul-americana, bem como as observacdes feitas em
11 casos especiais, que serfo referidos separadamente e ainda estu-
dos imunolégicos realizados em familisres de pacientes de blasto-
micose.

J4 assinalamos em nossa tese de doutoramento que o estudo
imunoldgice dos pacientes de blastomicose sul-americana é de pri-
mordial interésse para o seguimento dos pacientes, na verificacfio
da queda do teor de anticorpos no sdro e mesmo na verificacfo da
cura sorologica, ao lado da cura clinica. E natural, portanto, gue
tenhamos resultados de exames de numerosas amostras de séro de
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um mesmo paciente. Julgamos desnecessario apresentar, neste tra-
balho, os resultados obtidos em todos og sores por nds examinados.
Ag conclusdes gue o estudo evolutive permite poderfo ser obtiidas
da aprese:ntagéo de grupos selecionados de casos representativos.
Esta exposicgo serd feifa, no entantfo, apés a andlise dos resultados
verificados nos 220 pacientes em conjunto.

Para cada paciente que observamos, fizemos ficha da qual cons-
tam, além dos dados de identificacéo, o fempo de duracdo da moléstia
a0 se obter o primeiro s6ro para exames (pelas reacdes de fixaclo
do complemento de precipitacdo} e a observacfio clinica (por
anamnese, exame fisico e exames subsidiidrios) dos tipos de lesbes
apresentadss. E muito importante salientar que ha heterogenei-
dade acentuada nas observaches, pols que a maioria dos pacientes,
sendo do Hospital das Clinicas, possui dados mais seguros no que
diz respeito 4 extensfo das lesGes, enguanto que, em outros pacien-
tes, os dados foram obtidos pela anamnese e exame fisico sumério
g observacdo ambulatéoria no Departamento de Mierobiologia e
Imunologia e em outros Servigos.

Na analise conjunta dos resultados, no entanto, baseamos-nos
nas informacdes de ordem cliniea para assim pormos & prova os
dados imunoldgicos por nés obtides,

Baseando-nos nas informaces de ordem elinica, conseguimos
geparar os pacientes em 3 grupos distintos, fomando como refe-
réncia a condigio por éles apresentada quando examinamos o8 seus
soros, pelas provas de fixacfo do complemento e de precipitacéo,
pela primeira vez.

Grupo A — Pacientes com lesfes localizadas, sem repereussio
ganglonar evidente. Incluimos aqui, também,
alpuns casos raros de lesfes localizadas, como
abscesso da regifio ileo-psoas gue, apesar de se-
rem metastdticas, comportaram-se como lesbes
tinicas, sem evidéncia de outras localizacbes no
mesmo paciente.

Grupo B — Paclentes classificados como de forma dissemina-
da da moléstia, por apresentarem mais que um
tipo de lesio {mucosa da béea e pulmio; mucosa
e ganglionar; cutinea e ganglionar) ou formas
declaradamente generalizadas.

"
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Grupo C — Pacienfes que, quando foram submetidos ao pri-
meiro exame soroldgico, j4 se apresentavam clhi-
nicamente eurados.

Para analise dos resuliados imunelogicos obtidos no estudo
dos 3 grupos de pacientes, organizamos os Quadros XVI a XX,
onde a 1.2 coluna refere a duracio da moléstia antes do primeiro
exame e a8 colunas seguintes, pela ordem, o nimero de cagos em
cada grupo; o numero de reacdes de precipitacdo positivas; o nd-
mero de reacber de fizacdo do complemento positivas; o titulo
minimo de anticorpos fixadores do complemento, obtido dentro do
grupo, pela técnica de WADSWORTH, MALTANER & MALTANER; o
titule méximo em anticorpos fixadores do complemento pela mesma
téenica e finalmente, na Gltima coluns, 5 média dos titulos obtida
pela técnica de WADSWORTH, MALTANER & MALTANER. Podemos
verificar que, para cada grupo, existem dois quadros separados, de
acordo com a duracio dz moléstia até 11 meses e 1 ano ou mals.
Faz excecio o grupo C, em que o8 pacientes, guandoe observados
pela primeira vez, j4 apresentavam a moléstia hé mais de 11 meses.
Na @ltima linha temos os totais de cada quadro: na 2.2 coluna o
total de casos, em seguida o total de reacdes de precipitac@o posi-
tivas e a percentagem de positividade dentro do grupo; depois, o
total de reacbes de fixaglo do complemento positivas e a respectiva
percentagem de positividade. Finalmente, na dltima subdivisdo de
cada quadro, apresentamos o cidlenlo da média geral, para o grupo,
do teor de anticorpos (titulo médio geral}.

Os Quadros XVI1 e XVII apreseniam os resultados obtidos em
22 pacientes que foram classificados eclinicamente como formas
jocalizadas da melégtia. Verificamosz que, nos pacientes cuja mo-
Iéstia apreseniava evolugio de menos de 1 ano, obtivemos 106%
de resultados positives pela reaclo de preeipitacfo e somente 66,6%
de resultados pogitivos pela reaclo de fixacio do complemento pela
téenica de WADSWORTH, MALTANER & MALTANER. Nos pacientes
cuja duracdio da moléstia era de 1 ano ou mais, obtivemos 409% de
positividade na reacfio de precipitacio e a positividade da reacio
de fixacdo do complemento aumentou para 8(0%. O titulo médio
geral de anticorpos fixadores do complemento nestes grupos ¢ bem
maior para aquéles pacientes cujs moléstia apresentava duracio de
menos de 1 ano,
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QUADRO XVI
FORMAS LOCALIZADAS

1

Reacdo i Reacdo de fixaglo de complemento,
| de pre- | pela iecnica de Wadsworth, Malta-
i N2 de | cipitacho ner & Malisner
Duracho o
CRSOS | posttivi- | Positivi- | Titulo | Titulo | mituio
{ dade dade rninime | maximo | médio
I [ 1 I
tmés ......... A R 26 1 2 26
1 : i
f l %
4 meses ....... 1 ‘ 1 ! — —_ | — ! —
6 meses ....... 2 2 1 - } 50 l 25
8 meses ....... 2 2 2 3.6 , i4 % 9
g meses ....... 4 % 3 ( 3 2 5 i8 ‘t ki
i
10 meses ....... 2 2 1 —_ 51 f 25
f { | T
Total .......... 12 12 i médio
(1009} {686, 6% ; geral
: | E 14,6
GQUADRO XVII
FORMAS LOCALIZADAS
Reaciio | Reacio de fivacio do complemento,
de pre- pels técnica de Wadsworth, Malta-
. N de | eipitacho ner & Malianer
Duracho
| GBSO positivie Posttivi- | Tituky | Titulo | Titulo
‘i i dade dade i‘ minimo | maximo médio
1
1ane ......... 3 2 3 i 9.5 j 13 11
2 AN0S ........ g — 2 B2 E 7 ll 6
| 1
4 aNGS ... g — 1 J— % 2 1
[ i f
| ; % |
B ancs ........ 1 1 f e | . i . : —
[ |
E ! | k
6 anos ........ i | 1 | 1 6 | é ! 8
I I i ]
; j |
10 anos ........ 1 j l 1 2.5 |f 25 é 25
[ [
- ’ i ; [ iftula
Total ..., 10 | 8 i ¢ omeédio
g (40% ; (BO% ‘ geral

5,8
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Os Quadros XVIII e XIX mostram os resultados obtidos em
pacientes que apresentavam forma disgeminada da moléstia. Po-
demos verificar gque nfo ha diferencas acentuadag entre ag percen-
tagens de positividade nas reaces de precipitacio ¢ de fixaclo do
complemente, nos pacientes eom duracio da moléstia de menos de

1 ano e 1 ano on mais.

titulo médio geral obtido nestes dois grupos,
nestes quadros a alta positividade da reaclo de fixacdo do com-
plemento (acima de 95%).

QUADRO XVIII

FORMARS DISSEMINADAS

O mesmo acontece no que diz respeito ao
Chama a atencfo

‘ Reacio | Reaclo de fixacfio do complemento,
¢ de pre~ | pela téenica de Wadsworth, Malta-
- NS de [ cipitagia ner & Maltaner
Durache A PR U————
CASOS | Positivi- | Positivi- | Titwlo | Titulo | Titulo
| dade | dade minimo | méagime médio
f \
Tmés ...y, 3 | 3 | 3 16 115 63
i : ,,,,,,,
2 meses ....... 7 8 7 21 145 67
s )
. fg i
3 meses ....... 6 2\ 3 [ 5 — 128 51
- ] R
4 meses ....... 11 1 116 116 116
e e oo e 1 _
B meses 4 I 3 3 ‘ . 80 28
I [ .
6 meses ....... 17 \ il i8 — 92 25
I S ¢ i
[ |
T meses ......- 7 i &€ | 7 8 188 55
A | | R
. 1 l
8 meses ....... | 9 1 g8 | 9 2 | 109 48
i
10 meses ....... 4 f 4 4 9,5 63 27
T N ] f
11 meses ....... 1 | 1 i 47 47 47
Titilo
Total .......... bg 4G 56 meédio
! geral
(18%) | (95%) 442
|
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QUADRO XIX
FORMAS DISSEMINADAS

' ‘ Beacko i Reacdo de fixaclo de complemento,
. de pre- pela técnica de Wadsworth, Malta-
N No de | cipifacdo ner & Maltaner
Duracho
£AROS et - ; ! .
Positivi- | Positivi- Titulo © Titulo Titulo
dade dade minimo E maximo meéedio
i
lano ....... | 31 | 19 28 —- 335 36
: s -
2 anos ......| 19 l 15 18 — 180 44
i
3 anos ...... 4 ] o120 1 2 211 51
] o
4 anocs ...... 6 \ ] ] 6 2,8 37 26
5 anos ...... |1 ‘ 11 4,7 320 63
! I -
6 znos ...... % 3 , 4 i0 130 44
O T E
7 8008 ...... [ 4 ! g 3.5 44 24
8 anos ...... 6 6 ’ 6 11 % 177 80
]
9 anos ...... 1 —— 1 13 13 13
]
s 10 anos ...... 9 7 } 9 5 129 31
J g Titulo
Total ........ a7 80 103 médio
| ! geral
(74,893 | (96,3%) } 41,1

€ Quadro XX refere os resulados obtidos em pacientes con-
siderados clinicamente curados, no momento do exame.

Devemos assinalar que muitos dos pacientes incluidos em qual-
quer um dos quadros apresentados estavam em tratamento, mas
g0 foram incluidos nos 2 primeiros grupos aquéles pacientes con-
giderados ndo curados, enquanfo que, no wltimo grupo, 86 foram
incluidos pacientes clinicamente curados.

Devemos assinalar ainda que, nos 220 casos por noés analisados,
sdmente em 8 obtivemos resultados negativos pelas reagles de
fixacho do complemento e de precipifacio ao primeiro exame. A
gensibilidade dada pela associacfio das duas reacdes seria de 96,37%.
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QUADRO XX
CASO8 CLINICAMENTE CURADOS

‘ 4 Reacho Reaclo de fixaclo do complemento,
! | de pre- | pela técnica de Wadsworth, Malta-
. | NS de . cipitagdo ner & Maltgher
Duracio J _ —
| ©8S9% | positivi- | Positivi- | Titulo | Titulo | Titukb
| dade dade minimo [ maximo i médic
I . S, o
’ ! b i
Lanoe ......... | i1 3 ! 5 — f 11 45
I ; { _ e i —
2 an0s ........ 3 —~— f 3 4.5 8 r g
_ e R I
h ;
3 A0S ........ 8 2 | 6 38 | 10 6
i i
- 5 B U ]
i 1 ] 1 35 | 35 3,5
- | i
% | |
2 — o 28 | 2,8
P B v
6 BNOS ........ 5 2 g | — 34
,,,,,,,, ; | L.
T aN08 ..., 2 1 J 2 2,7 5 38
§ anos ...... . 3 | — } 2 5,5 65 8
il anos ........ 1 — { i ; 34 3.4 3.4
12 8105 ... 2 ? 1 § 1 2 2 2
- | = = |
13 ancs ........ 1 ! — : — \ — ; — —
,,,,,,,,,,,,,,,, . [ |
i ! !
! ! : Titulo
Total ... ...... 32 ; 10 | 25 i i médio
| (313%) | (T8,1%) r f geral
| | ,

Acontece porém que éster 8 casos negativos se encontravam assim
distribuidos pelos grupos que estabelecemos: 1 entre as formas
localizadas, 2 entre as formas disseminadas e 5 entre as formas
clinicamenie curadas. Analisando, entfo, a sensibilidade das pro-
vas, exeluindo as formas clinicamente euradas (32 casos), teremos
a incidéneia de 3 resultados negativos em 188 casos, o que da uma
sengibilidade de 98,4%.

Voltamos a recordar que esta sensibilidade, revelada pela asso-
ciaclo das duas provas, refere-ge a0 primeiro exame efetuado no
séro de cada paciente. R facil supor gue se os exames se repefi-
rem, a sensibilidade aumentara.



ESTUDO EVOLUTIVO DAS FORMAS LOCALIZADAS

QUADRO XXI

N

&

§

[

Duracao
da

moléstia

AA,

1 més

|

i

!

4 meses

9/ 5/56
36/ 7/56
1/10/56

/12/56
4/ 2/87
21/ 6/57
27/ 8/57
20/12/57
25/ 2/58
31/ 3/58
19/ 6/b8
15/ 9/58
16/12/58
16/ 4/09
31/ 6/59
217 /59

6§ meses

R.F.C Reacdio de preeipitacdo
Antigeno 1:
5 15 45 135
26,9 488 R et (a8 =
36,0 135 e 4 b -
31,0 320 +4 + — -
4.0 195 At 4 +-4- -
12,0 219 ~ — — -
4,0 @ - - — -
320 380 - -- — —
§,2 50 - - -— -
34 8¢ -+ - -
54 101 44 - - -
8,2 54 o — — -
4,5 80 et ++ +4- -
28,0 640 -+ — e -
24 —_ 4t -+ -
35 49 -+ - - -
3.6 : 40 +- b + .
- 258 et At + =
- - b -t + —

Ohsarvacges

GQuando visto pela primeira

vez, apresentava sdmente le-
sAo da gengiva, Nio apre-
sentave adenopatia nem le-
sio pulmonar a0 exame ra-
diologico. Em 30/7/58, a
les®o mucosa ja havia cica-
trizado. Continuou sempre
sob lratamento e sem apre-
sentar trecsidas ciinicas da
moléstia. Em 17/4/59, ra-
diografia dos pulmbes revela
fer havido comprometimens
to dessa viscera.

Apresentava sOomente lesfes
da mucesa oral.

Verificadas sdments lesles
do l&bio inferior.

(Continna)

U ISOOIKOISYIE YO COIDOTONAWY GEALSH O VIVd OYSINSTHINGD

get



QUADRO XXI

(continuacao)

! Duracéio R.P.C Reacds de precipitacao
Nome I da Data Antigeno 1: Obs:rvacies
{ Testi W.M.M 8. V.M.
; maestia 5 15 45 135
! e
JF. . 8 meses 30/ 8/58 36 66 + - - — Lesfio mucosa do palato, Em
} 27/10/58 7.0 320 ++ P - — 27/10/568, apesar do trata-
; mente, havia pilorado da le-
s&0.
JM. | 9 meses 15/ 3/58 9.0 493 ++ -+ - - LesAo mueosa da gengiva e
18/ 8/56 13,0 139 -+ ++ -+ -+ asscaiho da boca. Em 11/5/
11/ 3/57 3.5 47 - — — 59, héa 2 anos sem tratamen-
i1/ 5/58 - - — - — — t0 e clinicamente curado.
C.C. 10 meses 26/11/56 — - -+ +-F-+ 44+ -4 Verilicadas Iesdes milcosas
28/ 2/57 2,0 166 teft -+ — i da hoca., Nic apresentava
18/ 9/57 27 a5 e ++ — — | adencptia, Queixava-se de
20/12/57 23 — et -+ — — tosse e escarro. BEm trata-
| mento.
- [ .
ACY.]l 1 anc 26/ 6/56 95 349 41 At e Les&o do palato mele. Nio
23/ 8/56 7.0 95 - + + + havia adenopatia. Queixa~
25/10/56 2.0 - - - - - i va-se de tosse e escarro. Em
11/ 1/57 - e —_ - — - 23/8/56, & leso mucosa (4
22/ 8/57 ¢ - - ++ + — - havia cicatrizade. Continua~-
va em tratamenio, guando
viste pela Gliima vez.

{Cortinua)
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QRUADRO EXI

(continuacac)

Duragio R.F.C Reacho de preelpita.%af -
Nome da, Data Antigeno 1 Observacses
. wW.M.M 5.V.N T
moléstia |3 1 15 45 l 135
- S ai— { """ =
|
ABF.! 1 ano 22/ /57 13,0 (1] l — b= LesOes da lingla estenden-
i | do-se para epiglote e larin-
11/ 9/87 29,0 91 | = ge. NAoc apreseniou leslo
’ pulmonar. Em 17/9/57, es-
25/11/57 88 160 - - tava clinicamente curado.
Continuoy em tratamento
238/ 1/58 6,5 160 - + - até 21/11/58.
17/ 3/58 116 kb - -
20/ 5/58 4.2 113 - -
237 1/58 28 50 | bo— -
18/ /58 2.0 48 il -
|
21/11/58 3.0 a0 i - -
I ]
- 25/ 2/59 3,1 - | - —
l
23/ 5/59 49 | - — -
|
19/ 8/59 - - i — -

{Continua)

ISOOTMOLSYIE VO ODIDQIONNK] OULESH O Yavd OVIINEINING))

1549



QUADRO XXI (continuaciio)

1 . a S0 de procipitacd
| Dusngso . mme. | oo do proipitasdo
Nome E da Data | Antigeno 1 Observagbes
; o E W.M.M 3. V.N J """"""""""""""" '"I‘“_*—“"l """""""""
molestia | - TR 6% | 13
~ I b L L R S .
1
s, 2 % anos 7/11/55 | 7.0 185 - |- - - Quando visto peia primeira
‘\ ver, apresentava grabuloma
23/ 1/58 4.5 127 I - A hipertrofice difuso do Idbio.
! Hra recaida de blastomicose
3/ 4/58 7.0 260 [ - i - - mucosa, apds haver aban-
| donado o tratamenie por
6/ §/58 6,0 48 P+ [ - 1 ano. Em 23/1/56, estava
: | | elinicamente ecurado. Em
17/ 8/56 1,5 108 i - - 193/%/58, ha 23 meses sem
| tratamento, e clinicamente
15/10/58 38 62 ] = - eurado.
14/12/56 3,0 1z - - -
' !
’ 19/ 3/57 2,5 - - -
18/10/57 - - - -
! 19/ 7/58 | - - - - -
| E |
| | | |
VI, | & anos 18/12/56 6,0 | 100 S R > + I . Diagnéstico por biopsia da
! j | \ | faringe. Nfo apresentava
| | f | j I adenopatis nem lesfo pul-
I I [ | monar.
| | | | ; |

85T
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QUADRO XXII

ESTUDO EVOLUTIVO DAS FORMAS DISSEMINADAS

Observagdes

Duracio R.P.C. Reagao de precipitacéo
Nome da Data Antigeno 1:
L W.M.M S.V.N. |7y E
moléstia 5 15 . ‘1 126
Pz 1% més 13/ 4/67 69 2,228 4t E + - -
13/ 8/57 29 320 + - - _
14/10/57 31 320 ' - _
21/11/57 21 640 o + —
: 18/ 1/58 18 §98 iy | _
17/ 3/58 17 823 | - ~ _
12/ 5/58 2 475 A BT ot +
14/ /58 15 468 o i 4 _
15/ 9/68 24 830 4 - I~ .
4/11/58 26 B40 e - -
12/ 1/59 13 1,470 % - - -
‘ 12/ 3/50 15 a5 | - - -
;! 11/ 5/59 10 180 f + . _
EE 14/ 1/59 15 508 - - b -

Lesdo mucosa na epiglote,
Extensas lesbes pulmonares.
Em 13/8/57, lesdes mucosas
cicatrizadas. Continuou sem-
pre em iratamento até 14/7/
B89, COlinicamente cwrado e
passando bem.

(Continua)
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QUADRO XEKII (continuacio)

Duragio R.¥.C % Reacfo de precipitagio
Nome da Data Antigeno 1: Observaghes
. W.M.M. 8. V.N.
moléstia § S 45 185
; ! i R
C.R. 2 meses 5/11/66 133 5.120 I A+ — - Adenopatia cervical. Lestes
f granulomatosas ndo ulcera-
107 /5% 118 3.507 ; das no rosto, Bm 5/1/57, 4
havia cicatrizagio completa
25/ 2/57 11 1.413 - — - - das fistulas dos génglios
; cervicais com  diminunicido
8/ /6% 16 63 - - -~ acentuada do tamanho dos
! mesmaos. Continuava em tra-
XA/ 8/5% 30 20 e - - . tamento em 7/8/88. Clinica-
i mente curada.
28/ 8/58 4,0 160 -+ - - I i
29/ 4/69 - 139 e o IE = S T
7 8/59 22 - - - -] e
I l

(continua)
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QRUADRO XXII (continuacio)

" 5 R.F.C 5 e
| Duracéio Reacfio de precipiiacio ) 1
i : .
Nome | da Data Aniigeno 1: Ohservacbes
1 L W.M.M 8.V.N | JE A T l
| moléstia 6 . 45 135 |
1 i
l L . ,
17/ 8/56 92 735 S - i - i Lesio da faringe, do pala-
BEBP.! 3 meses 23/10/56 il 640 - — i to e pulmenar. Em 30/3/57,
18/12/56 18 320 + - as lesfes mucosas estavam
28/ 2/57 9.5 254 - - completamente cicatrizadas.
30/ 3/57 2% 160 Em 10/8/5% mantinha-se cli-
18/ 8/57 11 97 - ! - nicamente curado mas em
! 23711/5% 8,7 93 - - tratamento, sendo que o
i 8/ 5/58 31 88 - - mesmo fol nterrompido va-
i1/ /58 2,9 - - - - riag vézes duranie o periodo
15/12/58 45 161 - e de observacho.
23/ 3/59 - 28 fort -
17/ 4/59 - — o - — -
11/ 8/59 2,3 40 -+ - -
............... !
GPYV.| 6 meses 17/ 1787 30 B0 b s E = | Blastomicose pulmonar gra-
| 22/ 2/5% 12 1.613 e e : = | ve mais caquexia. At 13/3/
I 13/ 3/58 7 698 A bt i 58 tratamento drregular, Ra-
1 ! | diografia reveln lesbes pul-
! ! 1 | monares em atividade.
i § i
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QUADRO XXII (continuacio)

Duraciio ®.F.C. [ Reagho de pzecipita(}ftimmﬁww.
da Data ‘ Antigeno 1: Observagses
W.M. M, S.V.N. Y e
moléstia : i
f
8 meses 26/10/55 3B 1.809 Forma ganglionar, guando
20/ 9758 258 6.450 visto pela primeira vez. Bm
B/ /67 608 25.063 20/9/56, forma culfinea e
19/ 8/87 365 20.480 ganglionar generalizada. Re-
4/ 2/58 185 G.450 sisténeia & sulfa, Melhora
317 3/58 138 1.722 pela asscciagfo com Vitami-
12/ 4/88 96 ] 3.978 na D, até 12/4/58
4/ 6/58 203 14.479 -
24/ 6/58 62 | 1.896 Em seguida, guadro de sep-
24/ /58 14 i 422 ticemia blastomicética. Tra-
4/ 9/58 17 254 tamento com Anfotericina
1/18/58 14 ~1.080 ! B e cura clinies.
22/12/58 8 368 - ‘
21/ 5/58 19 ' 640 + P Lo - Em 1959, novo fratamento
2/ /59 3 341 - P - com Anfotericing B hasea-
1 do na evoluclic sorolégica.

{conbinua)
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QUADRO XXII (continuacio)

Lesdes laringeanas e pulmo-

Em  1/4/59, clinicamente

Duragio | ) R.F.C, B “mﬂfagaa de ;)recip:ta@ao
Nome da Data Antigeno 1: Opservacdes
o WM. M. 8.V.N. T
moléstia 5 15 45 136
H.YV, 1 ano 8/ 3/5% 31 " 538 b gt s
nares.
2/ B/57 18 184 R S B S IR
4/ 7/5% 65 44+ e é frod 1 foin curado em tratamento.
6/ 9/57 8 144 - o+ ‘r } -
|
21/ 2/58 3.1 i - e [ ! -
l |
1/ 4/59 2.9 40 {--F |- - | -
' 1
|

{continua)
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QUADRO XXII (continuacio)

Duragio R.F.C. 0 Reacfio de precipitacho
Nome da Data. Antigeno 1: Observagoes
L W.M.M 8.V.N - T B
molestia 5 15 | 45 e
- v é i
DEV.] 1% ano 20/11/568 21 1.114 N |; R Lesbes da bica, laringe ¢
: 6/12/85 29 8i0 I bk pulmbes. Hm 19/4/56, me-
! 4/ 2/586 9 1.650 [+ R Inors do quadro pulmonar,
19/ 4/56 20 51% .- ! lesio mucosa ainda com gi-
| 14/ 9/58 31 438 Lo naizs de inflamacho.
i 3/11/586 10 320 — [
I 17/ 1/57 13 480 - - P Bm 14/9/86, recaida das le-
i 6/ 2/57 15 845 | - s0es mucosas apesar do fra-
36/ 3/57 8.5 190 434 tamento.
! 8/ 6/57 16 452 - e i |-
{ 18/ T/57 7 254 — - P Em 1858, foi internade para
25/11/58 65 106 - - - observagho e sua evolugho
17/ 2/89 5 63 — i — - foi considerada boa. Sempre
! 13/ 5/5% 5,5 8¢ + - - b em tratamento duranie o
26/ 5/59 7.4 180 [ — - P periodo de ohservacio,
] ; 14/ 7/5% 7 121 — P — E
1 1

{(continua)
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QUADRO XXIT (continuacio)

Duragio R.F.O. . Reaco de precipitacao 1
da Data . Antigeno 1: | Observagdes
! L WML M. S.V.N. i T o
s I - : i ‘ S "y —— ,,"‘,'1 PR

} 2 ancs e i8/ 4/b8 39 805 e o S -+ - . Lesdes da gengiva e gan-
| 3 meses ] | i glionares generalizedas. Re-
| 28/ 4/58 14 i 422 o §oh + i caida quando visto pela pri-
% 5 j ! meira ves, com resisténcia
i 31/ 5/58 14 160 | ! & sulfa. Tratado com An-
| ! | fotericina B, teve recaida e
; 5/ 8/68 | 22 i 640 - [ - i fof novamente iratado.

\ :

; 21/10/58 18 216 | - P= ] - -

; 9/ 1/59 51 10 - P | - |

; \

! 6/ 3/68 | 7.8 160 | - P - ‘

t i |

[ T80 44 160 - -

(conbinua)
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QUADRO XXII (continuacio)

Pe.

Observaces

Duragio R.F.C J Reacfio de preecipitagio
da Data Antigeno L:
- W.M.M. 8.V.N. | ‘ -
moléstia 5 135
i
o I 1 T ~
31 anos | 23/11/56 40 1,049 P +
28/ 1/57 46 T2 — —
16/ 8/57 17 320 4 -
21/ 8/57 14 71 -
2/ /N 137 24 360 -
10/ 9/57 230 7,240 I
20/11/51 35 5% | i
14/ 1/58 21 a9 | ~
8/ 4/58 27 502 b e
12/ 8/58 21 422 _
18/ 9/58 21 190 [ . _
14/10/58 10 490 !
9/12/58 39 2.560 -
31/ 1/58 8,7 127 -
23/ 3/59 6,5 173
6/ 6/58 27 254 e

Lesfes mucosas, ganglionatres
¢ pulmonares. Em 23/11/56
havia abandonado o trata-
mento hd 1 ano, apés cura
clinica. Referia anorexia e
dores abdominais indefini-~
das.

Reinicion o tratamento e
passou relativamente bem
duranie tode ¢ perfodo de
observacio.

Nao abandonou o trafamen-
to.

(continua)
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QUADRO XXIT {(continuacio)

Nome

Duracio

da

Reacio de precipitagio

Antigeno 1:

S.V.N.
\ |
20/ 1/56 L ogaze |
17/ 9/56 ios.az0
26/11/56 1522
13/ 4/57 2.560 -
18/ 6/57 2.560
18/16/57 3.620
8/ 8/58 1.280
5/11/58 557
21/11/58 220
22/12/58 845
26/ 8/59 2.257
24/ 9/59 1.522

QObservacies

. Lesbes mucosas, cubtdéneas e

ganglionares. Nio se curou

¢ completamente. Fases de
© meihora € de recaida com

tratamento sulfamidico, No
2° semestre de 1958, trata-
mento com Anfotericinae B,
cura  clinica. Bm  26/6/59,
volton apresentando recaida
ganglionar. Trafamento com
sulfa de eliminaciio prolon-

S e ‘ sads.

(eontinua)
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QUADRO XXM

(continuagio)

Nome

TR.

| Duracio .KR"F.X'C.,_ ‘ Reagio de precipitagio
da Data } f Antigeno 1. Ohbsarvaces
1
‘ :
4 anos 28/11/65 | 22 T8C [ R -+ Lesfes pulmonares € muco-
7 2/56 | 9 254 |- - sas. Cura clinica por trata-
3/ b/b6 22 148 | : . mento sulfamidico. As lesbes
17/ /56 ‘ 15 188 o } . ‘ pulmonares conlinuaram em
20/ 8/56 ‘ 42 139 A |k Pk P i atividade, sendo que, em
18/10/56 | 53 160 R Lo ‘| - i \ 1/7/87, foi werificada esca-
10/ 1/57 i 6 30 - b Lo © vacBo. Em  21/10/58, apos
8/ 3/57 | 3.5 49 | | - ‘ i | passar 2 meses sem trata-
1/ /87 | 35 50 . : b= Lo . mento, houve recaida de le~
23/ 9/57 58 - : | i { sho mucosa. Em 19/8/59,
25/ 2/88 | 2.1 i1 : Lo — B . chinicamente curado. HExa-~
12/ 5/58 . 2.6 e | i i ! me radiologico apresentando
22/ /88 | 2,8 24 | i [ ¢ quadro de {ibrose pulmonar
21/10/58 2.8 B7 | i X . estaciondria.
21/ 2/59 | 31 40 |- - =
20/ 8/59 22 |- | - \
5 !

tcontinua)
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QUADRO XXII {(continuagio)

Duracho B RFC Reaclo de precipitacéo
Nome |  da Data Antfgeno 1: Observaghes
W.MLM SVN., .
moléstia 5 15 45 135
o = = ! ;
ZJD. | 5 anos 7/11/65 8,5 422 et 1 -1 Legbes tegumentares, linfa-
i3/ 1/568 19 720 A + ticas e pulmonares. Sempre
31/10/56 14 411 ot + em tratamento irregular com
4/ 1/57 88 1.522 ; - regcaidas, Em fins de 1854,
227 2757 58 866 P foi tratado com Anfoterici-
21/11/68 38 320 P na B,
23/ 3/59 2 40 R o+
l__
8.8, 8 anog 31/16/58 177 §.758 t et L b } Forms generalizada. Cague~
2/12/58 24 905 S ‘ +of 1 xia. Tratamento com Anfo-
22/12/568 16 452 [ e -- P tericina B. Cura cliniea.
16/ 1/89 11 416 Pkt ‘ + P Terminou o frataments em
8/ 3/59 12 648 R s Docbeede 8 bbb 24712788, Continuou elinica~
3/ 4/89 3.2 403 \ - [— mente eurado, sem trata-
E [ mento.
i i i

(continua)
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QUADRO XXIT (eontinuacio)

08T

T Duracéo ; l Reacfio de precipitacfic
! O .
H | 5 .
Nome | da Datsa i Antigeno 1. Observagdes
g o S V.N ]] ................................ T —— —
i moléstia ! 5 115 | 45 135
o |
RRN.| 9 anos 2/ 4/58 211 | Lesfes tegumentares, gan-
; glionares e pulmonares. Tra-
12/ 4/88 99 i80 + ] A & tado com Anfoiericina B.
: Recaida mucosa. Novo fra-
28/ 4/58 14 211 -4 | — tamento. Cura clinica man-
| tida até 16/1/58.
6/ b/58 6,2 80 e 4+ |
I i
| 31/ 5/58 1 320 - Db Fotek + |
|2/ 7/58 23 I N A |
237 /58 2,6 I R T R ‘
| |
i 11/ 8/58 2,1 - - ; Po—- | |
|
13/ 9/58 - - ik | b bk \
16/10/58 - I R = A {
\ I
16/ 1/88 — bt | P [ i
| |

(continua)
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QUADRO XXII (continuacio)

Duracio R.F.C Reacfo de precipitacéio
Nome da, Antigeno 1: . s
Data Observacdes
i WM. M S V.N [ : T
moléstia 5 | 15 | 45 | 13
| | :
! 4/11/85 95 380 Al 4+ + Forma generalizada.
JR. |15 anos 8/ /87 g 293 -+ |+ L - Numerosas recaidas.
2/ 4/58 12 254 gt ' L Tratado com Anfoiericina
12/ 4/58 9 211 - - B, & partir de 2/4/68. Alta,
20/ 4/58 9 184 ! - clinicamente curado, em
31/ 5/58 11 170 Lo 4 - 20/8/58. Em: 2/10/58, recaida
27/ 6/58 6,5 97 Lo - eom lesfo cuifnes na ore-
20/ 8/58 95 101 [ - 1ha E. Nove fratamento com
2/10/58 8 452 At poE -+ - Anfotericina B. Alta clini-
; 5/12/58 5 89 i o= — — camente curado.
9/ 1/59 3,7 186 =} ot + -
30/ 1/59 1.6 160 + o - ;
16/ 2/59 54 160 + [+ - |-
19/ 6/5% 8 160 bt 1} b + ;
J
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QUADRO XXIII

ESTUDO EVOLUTIVO DAS FORMAS CLINICAMENTE CURADAS
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Duracio ! 5 R.F.C. Reacdo de precipiiacio
Nome da Dats Antigeno 1: Observactes
o W.M, M. S5.V.N. i i T
moléstia 5 : 15 45 [ 135
i :
! | )
8.0, 3 anos 6/12/56 36 86 Joepe 4+ — P Lesdes muceosas e pulmona-
11/ 2/56 2 43 R - |- res. Cura clinica das lesfes
12/ 4/56 3 80 | P [ - mucosas apds 20 diag de tra-
18/ 6/56 2,7 47 Akt R -f | — tamento. LesSes pulmona-
2/10/56 p 25 4 | -+ - res — dtima evolugfo., Du-
19/11/56 2,2 40 P — P rante o periodo de observa-
12/ 1/57 %4 47 e [ ¢80, manteve-se clinicamen-
15/ 3/87 - 28 - R b te curado e em tratamento,
1L/ /8% - - -+ - sende que fazia pequenas
28/ 9/57 2 - + + - interrupgbes, Bm  17/2/58,
12/12/57 - + - - hé b meses sem tratamento
7/ 3758 - - -+ - - - e clnicamente curado.
1/ 8/58 3,3 20 - e - -
17/ 2/59 2.3 i - - - P
____________ | .
i
ALC. 3 anos 8/ 9/58 8,5 P 4+ 3 et - Blastomicose da mucosa bu-
10/ 5/5% 5 5G - - - - cal e pulmonar. Quando
'visto pela 1.2 vez, ha 2 anos,
sem tratamento e clinica-
mente ecurado.

(continua)



QUADRO XXIIT {continuacie)

| Duragfo | TensRo de precipltasto
t
| fr .
Nome % da Daia Antigeno 1: Obssrvacdes
; L i
| moléstia 5 15 | 45 135
,,,,,,, E l e i _
AAL.| 4 anos 20/ 9/58 35 35 A + L - - Forma ganglionar, Péz tra-
tamento durante 4 pucses,
| + Ha 4 anes sem iratamento,
‘ { mantendo-se  clinicamente
i i eurado.
.G, T anos 18/ 1/5% - - - - - - ‘ Lesdes mucosas, gangliona-
8/ 3/58 - = - - - - i res e pulmoenares. Bm 14/1/
. 687, ha 26 mes:3 sem suifa e
clinicaments curado,
JPN. ! T anos 9/11/55 2,7 160 e ferfrrrd- -4 ++ LesOes pulmonares, mucesas
13/ 8/56 2,6 32 - - e - e gabglionares. Duranie o
3/12/56 2,1 46 + ]+ bo- periodo de observagfio, man-
22/ 3/57 - 20 R + e | = | teve-se clinicamentz curado.
24/ 6/57 - — + - P P — . Aspecto radiolégico de fi-
26/ 9/57 - 538 ++ - + | — . brose pulmonar e fumoragio
18/ 8/58 3 40 0 - - | - mediastinica. Em fratamen-
] &/ 1/58 2,2 160 - - P | — to.
T 5 l

{continua)
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QUADRO XXIII (continuacio)

Duragio B.1.C. o Reacio de plecmifagao
Nome da Data Antigeno 1: Ohsarvacdes
y W.M.M S.V.N. T -
moléstia 5 | 15 45 135
PhB. 8 anos 2/ 6/58 8,5 171 — - - - ! Tesbss mueosas e pulmona-
2/ 8/56 13 180 - ~ - - res. Quando visto pela pri-
26/10/58 4.2 243 -+ b - - meira vez, estava chnica-
30/10/56 7.0 145 - - el - mente curado e assim se
14/12/56 8 164 - - — - manieve durante o periodo
8/ &/87 3.0 97 - - - - de observagio. Quadro ra-
28/ 7767 - - - - — - diologico pulmenar revelan-
8/ 1/58 29 40 - - — - do lesbes fibrosas, EBm {ra-
24/10/58 32 80 - - - — tamento até margo de 1857,
M.P, 13 anos 28/ 9/58 — - - — - — LesGes milcesas e ganglionha-
res, ‘Fratamenio duranie 3
amos, HA 10 anos sem fra-
tamento.
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Passemos agora a referir og resuliadog obtides no estuds evo-
lutive dos pacientes pertencentes aos viries grupos.

O Quadro XXI registra os resultados verificados numa série
de casos classificados inicialmente como formas localizadas da mo-
léstia, Neste quadro, constam na primeira coluna, as iniclais do
paciente; na segunda, a duracfo da moiéstia antes da primeira
amostra de sbro, em seguida, as datas de colheita dos soros; o
resultado das reacles de fixacfo do complemento pela téenica de
WansworTtH, MALTANER & MALTANER; o resultado da reacBo de
fixacdo do complementio pela téenica de STEIN & VAN NgU; o re-
suttado da reacfio de precipifacfio com as gquatro diluictes de anti-
geno e, finalmente, ag observacgdes mais importantes sdbre o caso.

Procuramos incluir, neste quadro, casos com varios periodos
de evolucho da moléstia antes do inicio de nossa observacfo. Veri-
ficamos a inclusfio, nesfe grupo, de caso classificado inicialmente
eomo forma localizada da moléstia (paciente A.A.) que, contudo,
era de forma disseminada, como poderiamos verificar de inicio, se
contdssemos com todos os dados de ordem clinica. Submetido a
exame radiolégico, apds conhecimento do comportamento soreldgico,
revelou lesbes pulmonares residuais, indicando comprometimento
também dessa viscera, ao lado das lesGes mucosas, que o paciente
apresentava.

O Quadro XXII, organizade do mesmo modo gue o guadro
anterior, apresenta os resultados obtidos nas formas disseminadas
da moléstia. S&o apresentados 15 casos, onde podemos verificar
os vérios tipos de evolucdo da forma disseminada da blastomicose
sul-americana. Neste grupo de pacientes verificamos, como regra
geral, a presenca de altos nivels de anticorpos fixadores do ecom-
plemento e a positividade da reacBo de preeipitacio, quando a mo-
léstia se encontra em atividade. Verifica-se ainda que, nesta forma
de blastomicose, ndo hd influéneia da duracio da moléstia s6bre a
positividade da reaclo de precipitacio, sendo que as precipilinas
se enconfravam presentes em paciente cuja moléstia existia ha
15 anos.

Finalmente, no Quadro XXIiI, também com a mesma organi-
zacho, expomos os resultados obtidos em 7 casos clinicamente cura-
dos.  Verificamos, neste guadro, casos clinica e sorolégicamente
curados (F.G. e M.P.). Nosg outros, baixo teor em anticorpos fixa-
dores do complemento, com a reagdo de precipitaclo ainda positiva
em alguns soros.

4
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Passemos aos resultados obiidos em 11 casos de blastomicose
sul-americana, que apresenfaram aspectos especiais. O caso T E,,
13 anos, masgeulino, cbr preta, era portador de blastomicose sul-ame-
ricana e lepra tuberculéide. (s soros obtidos neste caso revelaram
sempre alto nivel de anticorpos fixadores do complemento. Foram
examinadas quatro amosiras de sbro durante os meses de outubro
e novembro de 1954, com os seguintes resuliados respectivamenie
pelas téenicas de WADSWORTH, MALTANER & MALTANER e de STEIN
& VAN Nau — titulos de 78, 59, 63, 45 e 2.818, 2.560, 2.118 e 2.348.

Dols casos apresentavam associscio com {uberculose pulmonar.
Um déles - A. P., 45 anos, masculino, branco, eom lesdes ulcerosas
da gengiva e extensas lesbes pulmonares aos Rx. Hxame direto
positivo para Paracoccidioides brosiliensis, em material de lesfo da
gengiva e no escarro. Exame bacterioscopico e cultura do esearro
positivos para B. K. Examinamos doig soros désse paciente; 1, em
26/12/58, revelou titulos em fixacdo do complemento de 2 e 100,
respectivamente pelas téenicas de WADSWORTH, MALTANER & MAL-
TANER e STEIN & VAN NGU e reagfo de precipitacio fortemente
positiva; outro sbro, em 22/2/57, em que tanto as reacdes de fixa-
¢do do complemento como de precipitaciio foram mnegativas,

Qutro caso — J. M., 51 anos, masculino, branco, com lesdo de
laringe (biopsia e exame de escarro positivog para Poracoccidioides
brasiliensis). Tratado com Sulfag e Iodeto de potassio, piorou bas-
tante, sendo que, apés 9 dias, o exame de escarro fol positivo para
bacilos dlecool-dcido-resistentes e a radiografia dos pulmébes revelava
lesfio de apice. Um exame sorologico para blastomicose demons-
trou titulo de 2,2 pels técnica de WADSWORTH, MALTANER & Marp-
TANER (na fixacfo do complemento), reacdo negaliva pela fécnica
de STEIN & VAN NGU e precipifinas negativas.

Um caso internado no Hoapital das Clinicas, com diagnéstico
de mal de Addison — ¥. P., 33 anos, masculino, branco, ha 5 ancs
apresentava lesdes nasais e da bca com enfartamento ganglionar
satélite, sendo que t0das as manifestacbes regredivam rapidamente
pelo tratamento suifamidico. Apresentou, depois, varias recaidas.
Quandeo se iniciou nossa observacho, apresentava sdmente sinals de
insuficiéncia supra-renal, Examinamos, désse paciente, 7 amostras
de soros, com os seguintes resultados:
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QUADRO XXIV

RESULTADGS CBTIDOS NO CABO F.P. REFERIDO NO TEXTO

: Reacgio de precipitacio
Titulo pels Titulo pela
técnica de técnica de o
Data Wadsworth, | Stein & Van | Ahtigeno
Maltansr & Negu T WT ; s
Maltaner | | 175 l 1/15 E 1/45 ‘ 1/135
14/ 6/56 6.5 184 b S T
[ N R P E
21/ 7/56 55 197 b -t
—I - — ; .....
28/10/68 | 48 63 -
12/12/58 27 28 - - -
26/12/58 - - — S -
- i . !
8/ 1/59 24 40 R
/4759 - - - S -
:

Registramos, também, b casos de blastomicose sul-americana que
apresentaram sintomatologia nervosa. Um dos pacientes — B. R., 47
anog, mascyline, branco, era portador de paraplegia flicida, com
lesdes ecicatrizadas na lingua e no 4nus. Niao teve confirmacio
laboratorial de blagtomicose, no Hospital das Clinicas. HExamina-
mos 3 amostras de soros, com resultados negativos pelas reacses
da fixacio do complemento,

Oulro paciente, E.B., era portador de forma localizada na
epiglote, em 1956. Em dezembro de 1257, foi operado de {umor
cerebral, que se verificon ser blastomiedtico, sendo gue o paciente
faleceu no pés-operatdrio. Examinamos duas amosiras de séro, uma
em julho de 1956, com titulo 4,5 pela téenica de WADSWORTH, MAL-
TANER & MALTANER ¢ 103 pela técrnica de STEIN & VAN NGU e outra
em outubro de 1956, com titulo 2,5 e 22 respectivamente pelas
téenicas referidas. Em ambos os soros verificamos auto-precipi-
tacio nas provas para pesquisa de precipitinas.

O paciente E. A. 8. de 46 anos, masculine, pardo, apresentava
blastomicose ganglionar e quadro de paralisis progressiva no lado
egquerdo, em 1953, Examinamos 7 amosiras de soros em 1954, de
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junho a outubre, com titulo méximo de 2,8 pela prova de WaDs-
WORTH, MALTANER & MALTANER e provas sempre negativas pela
téenica de STEIN & VAN Nat. Outra amostra de sdro, examinada
em 23/5/58, fol negativa pelas provas de fixaclio do complemento
e de precipitaciio. O paciente apresentava, entfo, segilela de para-
lisia espéstica do Jade esquerdo,

O paciente J. P., 48 anos, masculino, branco, apresentava lesio
da mucosa oral em 1854 e, e 1956, reaclo de fixacdo do comple-
mento positiva no liquor Titulo de anticorpos fixadores do com-
plemento no s6ro, em 28/6/b4 — 28/7/56 e 10/2/56, de 10, 15 ¢ 13
pela téenica de WanswoRTH, MALTANER & MALTANER e de 113, 373
e 857 pela iéenica de STEIN & Van Ngu.

Finalmente, o caso F. V., 38 anos, branco, masculino, diagnos-
ticado por biopsia de ginglio cervical, estava em tratamento desde
dezembro de 1953, quando, em agdsio de 1955, passou a apresentar
parestesias dos membros inferiores. Internado, em 1/9/55, com
diagnoéstico de blastomicose pulmonar mais paraplegia flacida por
mielite transversa em Dy, Hste paciente, melhorado, apresenta
ainda em 23/6/59, seqiiclas da lesfio neuroldgica, reveladas pela
marcha. A evoluclo soroldgica déste paciente foi 2 seguinte:

QUADRO XXV

RESULTADOS OBTIDOS NO SORO DO CASO F.V, REFERIDQ NO TEXTO

Reacdo de fixacio do com- ' Reaglo de precipifacio
plemento pelas déemicas de . .
Data ";;adm;;;h """ [ _ Antigeno a
: 1 Stein & Van [
Maltaner & I Neuw o1 Cus | ouss | s
T ) T !
17/ /85 17 J 172 ’ i g
97558 5 | e e
16710758 o J aag E
27/ 3/66 | 1 ? 220 - - i =
15/10/56 R am IR
10/ 6/87 27 290 +F |+ 5
20/ 8/57 30 85 - ==
15/ 1/58 18 183" T =TT
R TE i p T S
25/11/568 14 I e e
23/ 6/59 8 BT D S “"gmlfm Efm """"

Os exames realizados no Lguor, déste caso revelaram os se-
guintes resultados:
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QUADRO XXVI
RESULTADOS OBTIDOS NO LIQUOR DO CASO F. V. REFERIDO NO TEXTO

Reacdo de fizacfo do com- Reacho de precipifacgho
plemento pelas técnicas de
Data Wadsworth Antigeno a
AUSWOTLL, | gtein & Van
Maltaner & ]
Maltaner Rgu 1/6 1/15 | 1/45 l 1/185
14/ 9/55 62 § !
28/ 9/65 2,8 - [
18/10/65 2.8 - 51
2/12/56 - — - - - -
4/ 1/56 —_ —_
20/ 1/68 - - - - - -

As outras quatro observacdes de nossa casuistica consistem de
casos particulares que servem para demonstrar o valor diagnédstico
dag provas imunoldgicas.

O paciente, A. A., 32 anos, masculino, branco, foi observado
a partir de um inquérito epidemiolégico, realizado em candidatos
a carteira de saidde, no “Instituto Clemente Ferreira”, pela reacdo
intradérmica & paracoccidioidina. Realizamos as rea¢fes sorolégi-
cas em duas amostras de séro com os seguintes resultados: em
16/9/58, reacbes de fixacio do complemento positivas com os titulos
de 20 e 353, respectivamente, pelas téenicas de WADSWORTH, Mal.-
TANER & MALTANER e de STEIN & VAN NGU e reaclio de precipita-
c8o positiva (++) com as diluicGes 1/5 e 1/15 do antigeno e positiva
(+) com a diluiciio 1/45; em 11/10/58, reacdes de fixaclo do com-
plemento positivas, apresentando titulos de 18 e 905, respectiva-
mente, pelas técnicas de WADSWORTH, MALTANER & MALTANER e
STEIN & VAN NGU e reacfo de preeipitaciio positiva () com di-
luicdo a 1/5 do antigeno e positiva (+) na diluico a 1/15. Nu-
merosos exames de escarro negativos para Paracoceidioides brosi-
lensis e para bacilos Aalcool-Acido-registentes. Quadre radioldgico
compativel com o diagnoéstico de blastomicose pulmonar.

Outro paciente fol submetido a exames soroldgices por ser
filho de doente blasbomiedtico. Trata-se do paciente E, B., 28 anos,
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masculino, brance. H4a 10 anos apresenta tosse, escarro e perfodos
febris acompanhados de indisposicao geral. Por apresentar soro-
logia positiva, fol submetido a uma série de exames de escarro até
resultado positive para Paracoceidioides brasiliensis, o que ocorreu
apés 1 ano de observacio. Fizeram-ge entfio, varios tratamentos de
1 a 2 meses com Sulfa. Apds o primeiro tratamento, a melhora
foi muito evidente na tosse e na quantidade de escarro. A soro-
logia déste paciente revelou os seguintes resultados:

QUADRO XXVII
RESULTADOS OBTIDOS NO CASO E.B. REFERIDO NO TEXTO

Reacaoe de fixagho do com- Beacfo de precipitacio
plemente pelas técnicas de e e e - -

Data """;;7 a 0 Antigene a

BUSWOrL, | Stein & Van [ ‘
Maltaner & ) i )
| Maltaner Neu 1/5 i 115 145 ) 1/135
; P o 1 !

4/ 6/56. | 50 103 — - - _
30/10/56 25 56 SR R
20/ 8/57 2,8 ; 49 + — — _
30/ /57 2,5 44 — _ _
13/10/57 39 ‘ 40 — I -

.............. 3 N . } . .

11/ 3/68 2.7 a0 — — _ -
31/ /58 47 |+ - _ -

9/10/58 2.4 101 - - -
17/ 2/5% 24 40 - - - _

- . E — SRS SN SV— m' -

26/ 5/58 30 a5 : _ | _

Ag duag ultimas observacbes desta série referem casos em gue
¢ diagnéstico de blastomicose foi suspeitado ser incorreto através
dos resultados obtidos pela sorologia.

O paciente 0. A., 61 anos, masculino, branco, referia a seguinte
histéria: hd 2 anos, dor de gargantas e lesfo da mucosa bueal. A
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opsia revelon tratar-se de blastomicose. Tratamento com Sulfas
até eicatrizacio da lesfio mucosa. Continuou, no entanto, com
adenopatia cervical e repetiu tratamentos com Sulfas, irregular-
mente. Atendemos ao paciente, pela primeira vez, em 22/10/58,
gendo que & sorologia revelou, pela fixacio do complemento, titulo
2 pels téeniea de WADSWORTH, MALTANER & MALTANER e resultado
negativo pela téenica de STEIN & VAN NgGU ¢ a reaclio de precipi-
tacio também negativa. Outro exame, feito em 27/11/58 revelou
o mesmo resultado, apds tratamento durante 1 més, sendo que as
condiches do paciente continuavam inalteradas. Foi entio feita
biopsia de génglio cervical, por nossa sugestfo. O exame histopa-
toldgico demonsirou tratar-se de carcinoma.

No paciente A.'T., 51 anos, masculino, branco, teve inicio a
moléstia em 1951, com uleceracdes na laringe, e rouguiddo. Foi ira-
tado com Sulfa. Em 1955, necessitou ser fraqueostomizado. Em
1958, foi operado das amigdalas. Em outubro de 1958, apareceu
ginglio no dngule direito da mandibula que aumentou continuamente
de tamanho, transformando-se em massa tumoral dura, de limites
mal definidos. Centinunava tragueostomizado. Tratamento sulfa-
midico sem melhora da tumoracdo. Dois exames soroldgicos para
blastomicose em 19/2/569 e 11/3/89 negativos por fixacfe do com-
plemento e por precipitaciio. Resultado de biopsia em 25/3/59 —
carcinoma plano celular.

Outra pesquiza que julgamos de interésse, no estudo da blas-
tomicose sul-americana, fol a da verificacio do possivel contigio
inter-humano. NHo se conhecem casos de “blagtomicoge-doenca”,
em que se possa responsabilizar o econtigio inter-humano como ori-
gem da infeccdo. Devido a nfio dispormos, ainda, de antigeno pa-
dronizado para realizacio de reacbes intradérmicas na pesquisa de
“blagstomicose-infeccin”, procuramos realizar ingquérito entre og fa-
miliares de pacientes de blastomicose, pela verificacio de anticorpos
circulantes. Realmente, &8 vézes, a “micose-infeccio” pode, por
maior estimulo antigénico, ocasionar o aparecimento de anticorpos
eirculantes. Durante os anos de 1956 a 1959 examinamos soros de
47 familiares de doentes de blastomicose sul-americana.

No Quadro XXVIII, estdo expostos os resullados enconirados.
A primeira coluna refere o grau de parentesco com relacio ao
doente; a segunda coluna, o nimero de casos em cada grupo e as
outras colunas, o nimerc de resultados positivos da reacfio de fixa-
cdo do complemento pela téenica de WADSWORTH, MALTANER &
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MALTANER; o nimero de resultados positivos da reacio de fixacao
do complemento pela técnica de STEIN & VAN NGU e o niimero de
resultados positivos das reacdes de precipitacio.

QUADRO XXVIII
RESULTADOS OBTIDOS EM FAMILIARES DE DOENTES DE BLASTOMICOSE

Reacio de figxacdio do Reacio de precipifacéo
complemento pelas tée-
No bicas de Antigeno a

n ]
Parentesco C;is%s Weadsworth |

Maltaner & | Steln &
Maltaner | Van Ngu 1/

1/16 ‘ 1/45 | 1/135

: | i I
Conjuges .... > 20 1 g 4 2 i ] I 0
,,,,,,,,,,,, - -

Filhos ....... ) 14 1 H i o | o 0

|
s B

Pais ........ i 5 i} i 0 H 0 I‘ ¢ ; 0
Outrog paren- i i

88 ...l i 0 L ¢ 1 ¢ 1 0 o
] I |

Totel ...c.... j 41 2 ‘ 1 6 : s oo 0
| ;

Devemos assinalar que o titulo da Unica reacfo positiva enfre
o8 cdnjuges, na fixacio do complemento pela téenica de WADSWORTH,
MALTANER & MALTANER, foi de 2,2; que as 4 reacdes de precipi-
ta¢do positivas com antifeno a 1/5 e as duas com antigeno a 1/15,
eram fracamente positivas e assinaladas com uma cruz () somente.
A reaclo de fixaciio do complemento, positiva pelas dvas téenicas
utilizadag, no grupo dos filhos, foi obtida sdmente no caso E. B.
referido anteriormente no Quadro XXVII. As oufras duas reacbes
de precipitaciio positivas, uma no grupo des pais e outra no grupo
de outros parentes, eram fLracamente positivag (+). Finalmente,
queremos ressaltar que 86 pesquisamos parentes gue residiam junto
com o3 doenfes de blastomicose e gue apresentavam possibilidades
de contigio.

COMENTARIOS

As provas imunolégicas aplicadas no estudo de infeceles tém
sua eficiéneia estreitamente vineulada & obtencéio de bons antigenos.
Porqgue reconhecemos é&ste fato é que Incluimos, neste trabalho,
novas pesquisas sdbre o antigeno que utilizamos e que 4 teve seu
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estudo reslizado, parcialmente, em nossa tese de doutoramento.
Como & referido no Quadro I, z reprodutibilidade do antigeno, gue
j& foi preparado 22 vézes, é muite razojvel, dado gue a variacio
na capacidade fixadora é relativamente peguena, de uma partida
para outra. Agora sabemes, também, que a conservacio do anti-
geno se faz muito bem em geladeira, em condicbes estéreis, durante
3 anos, sem variagho nas suas propriedades. A natureza polissa-
caridica do antigeno induziv-nos a realizar as experiéneias de imu-
nizaclo de coelhos referidas no Capitulo II. Queriamos demonstrar
sua condicfio de antigeno hapteno em relaclio a éste animal. Real-
mente nio verificamoes a producho de anticorpes pela injecfo endo-
venosa em coelho. Também nfo conseguimos demonstrar producio
de anticorpos por injecio intramuscular e endovenosa de vacina
constituida por suspensiio de células leveduriformes mortas pelo
calor, do Paracoccidioides brasiliensts. A dnica conclusio possivel
degsa experimentacio lmitada seria a de que o Paracoccidicides
brasiliensis, tal como fol empregado, fem baixo ou nulo poder imu-
nogénico para o coelho,

Interessamo-nos, também, em verificar se t6das as 8 amostras
de Paracoceidioides brasiliensts, que normalmente utilizamos no
preparc do antigeno, geriam produtoras de “polissacaridec-antigeno”.
Pesquisas semelhantes foram realizadas por SMITH & colab. (1950)
e PAPPAGIANIS & KoBAaTASHI (1968}, no gue diz respeito & obtencho
de coceidioidina; por ScHUBERT & colab, (1958), no estudo do valor
antigénico de virios lotes de histoplasmina e por SCHUBERT &
AJBELLO {1957), na verificacfio das diferencas entre varias amostras
de Histoplasma capsulatum empregadas como antigeno, sob forma
de células leveduriformes, em reaces de fixaclo do complemento.

Numa experiénecia preliminar (Quadro II), verificamos que as
amostras 18 e A8 de Paracoceidioides brasiliensis liberavam maior
guantidade de “polissacaridec-antigeno”, comparativamente iz ou-
tras amostras, apresentande por isso, poder fixador O6timo para 3
¢ 6 unidades de complemento, em diluigbes maiores. Repetimos a
experiéneia, anctando também, as percentagens das gsuspensdes de
gue partimog para extracdo dos antigenos em relacfio ao péso das
células (Quadre IT1). Realizamos para andlise mais pormenorizada
dessas prepavracbes, curvas de isofixacfio para o sistema blastomi-
cose (Quadros IV a VI e Grafico 2}, como aconselhado por ALMEIDA
(1956), e caleulos feitos de acébrdo com RAPPORT & GRAFF (1957).
Ag eurvas de isofixacio indicavam que, usando 0,02 ml do séro {no
easo misturs de soros de pacientes de blastomicose), estdvamos
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utilizando excesso de anticorpos e, portanto, maior fixacfo de com-
plemento iria depender Unicamente de maior quantidade de antigeno
presente. Tinhamos, entflo, condicdes ideais para obtenclo das
linhas de regressfo antigeno-complemento, como foram feitag (Qua-
drog VII a XIV e Grafico 3). Ji na experiéneia anterior, em-
pregando o mesmo método de trabalho, conseguiramos linhas de
regressiio antigeno-complemento para 5 antigenos de amostras se-
paradas (Grafico 1). Podemos observar, pela comparacfio dos
CGraficos 1 e 3, representados no Grafico 4, que as diferencas entre
os antigenos se verificaram de modo semelhante nas duas experién-
cias, Habe tipo de
) oRfFIGo 4 _ insericdo grafica,
FUPOOS | £ 3 FOTOGUTIGRS LA R A0 A oo igual ao utiliza-
do por ALMEIDA
{1958), indica,
» quando tédas as li-
nhas de regressio
’ convergem para
um mesmo ponfo,
g que asg diferencas
entre ag vAariag
preparagdes slo
guantitativas,
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i
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GUMPLEMENYTO

Reconhecemos

que o nGmero de

¥ experiéneias veali-

¢ zadas nesta verifi-

cacdo fol insufi-

ciente para conclustes definitivas, mas a coincidénecia dos resuliados,

obtide nas duas vézes, parece Indicar, com certa seguranca, que

exigtern amosiras de Paracoeceidioides brasgiliensis que Hbertam

maior guantidade de “polissacaridec-antigeno”, comparativamente a
outras.

anrionn §' g’ g-mm Eﬂgm,

Iniciando os comentérios referentes ao capitule de resultados,
devemos definir nosso ponto de vista no modo de encarar o estudo
imunolégico de uma infeeclio qualquer. Ele fem seus fundamentos
no que acontece guando agente infeceioso penetra o organismo de
hospedeiro suscetivel. A penefragiic do agente infeccioso pode
causar:

a) Infeccho {(sem doenca), na qual nio existem manifesta-
¢hes clinicag e 86 podemos dela tomar conhecimento
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guande dispomos de prova infradérmica fiel, que nos
revelard a producio de anticorpos cuti-sensibilizadores
por parie do organismo infetado;

b} Infecclo benigna, em que hi sinals clinicos da molégtia,
mas esta evolui esponfineamente para a cura. Nestes
cagos, além da pogitivaclo da prova intradérmica, veri-
fica-ge a produclo de anticorpos circulantes gue persis-
tem durante tempeo varidvel no sangue do hospedeiro,
apés & cura da infecco. Neste tipo de infeecho, devido
as manifestacfes clinicas presentes, podemos estabelecer
com certa precisiio o tempo necessario ao aparecimento
de anticorpos cuti-sensibilizadores e dos varios tipos de
anticorpos circulantes apés o inicio da infecclio. Sabe-
mos que anticorpos cuti-sensibilizadores persistem no
organismoe infetado geralmente pelo resto da vida e
guando desaparecem 86 o fazem muito {ardiamente.
Aqui temos, no entanto, um tipe de infecclo gue se preata
muito bem para verificar guanto tempo demora para
desaparecerern os anticorpos circulantes apds a cura
clinica;

¢y Infeccio grave, sob forma erdnica progressiva ou de
infeccio generalizada. Nestes casos pode-se verificar
reaclo Infradérmica negativa, correspondendc a mau
prognostico, pois indica fase de anergia do organismo
infetado. Os anticorpos circulantes geralmente estfo
presentes em niveis variaveis, de aclrdo com a etiologia
da infeccio,

Ja vimos, no Capitulo I, o que se conhece da imunologia da
cocelidioidomicose, histoplasmose, blastomicose norte-amerieana e
blastomicose sul-americana. Poderemos salientar o trabalho de
SMITH & colab. (1950) s6bre a coceidioidomicose, ecujos achados
podem muito bem ser enqguadrados no esqguema gque acabamog de
tragar. Nao vamos discutir ¢ que se passa em outras micoses pro-
fundas, mas chamar a atencfo para nossos achados no estudo imu-
nolégico da blastomicose sul-americana,

Durante a execucgio déate trabalho, nfo dispinhamos de anti-
geno padronizado para a execucio de reacles infradérmicas. Co-
laboramos no entanto, em {rabalho de Lacaz & colab. (1959), onde
parece ser conclusdo légica que a blastomicose-infecco existe. Nada
sabemos sbbre & possivel importéincia da reacfio intradérmica no
progndstico dos casos de blastomicose sul-americana. Conclusdes
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désse tipo, além de dependerem de reacfo intradérmica digna de
conflanca, necessitam seguimento prolongado dos pacientes para
serem alcancadas.

Dos rvesultados do presenie trabalho, conseguidos através da
pesquisa de 2 tipos de anticorpos circuiantes {(precipitinag e fixa-
dores do complemento), variag conclusdes podem ser obtidas.

Inicialmente chama a atenclo do exame dos Quadros XVI a
XX o pequeno nimero de Tormas localizadas da blastomicose sul-
americana existente em nossa casuigtica, j4 que 22 easos, num total
de 220, constituem apenas 10%. FEsta peguena incidéncia de formas
localizadas parece depender da falha em se diagnosticarem formas
benignas, iniciais e loealizadas da moléstia. Queremos chamar a
atencio do leitor para o fato de que o esquema a que submetemos
o estudo imunolégico da blastomicose sul-americans néo correspon-
de exatamente ao agrupamento de nosscs resuliados, isto é, as
formas benignas de infeccdo geralmente sfo localizadas, mas algu-
mas podem apresentar certa disgeminacfio, como em raros pacientes
que obhservamos, de lesfo pulmonar e mucosa. Nestes casos encon-
tramos comportamento imunologico préprio da forma localizada da
infeccdo e a evolugho elinica apds o tratamento demonstra que s8o
formas benignas. No grupe de formasg localizadas, pudemos veri-
ficar, como j4 assinalamos, a inclusfo de alguns casos de formas
disseminadas, como ¢ reexame clinieo demonstrou, depois que o
comportamento imunologico levantou a suspeita. DPela anélise dos
Quadros XVI e XVII, verificamos que as precipitinas estavam pre-
sentes em 1009 dos pacientex em que a evolugiio da moléstia era
de menos de 1 ano, enguanto que os anticorpos fixadores do com-
plemento estavam presentes em 66,6% dos casoz. Isto indica que,
déstes anticorpos circulantes, as precipitinas aparecem mais preco-
cemente e o8 anticorpos fixadores do complemento mais tardiamente.
Nos pacientes em gue a duracdo da moléstia era de mais de 1 ano,
as precipitinag foram positivas somente em 409% dos casgos, o que
indica que éstes anticorpos desaparecem maig rapidamente da cir-
culacio. Podemos verificar que o comportamento dos anticorpos
fixadores do complemento foi diferente, pois a percentagem de
positividade é maior nagueles ecasos em que a duracio da moléstia
era de mais de 1 ano. Outro fate importante, que se verifica pela
anilise dos Quadros XVI e XVII, é que o teor em anticorpos fixa-
dores do complemento (titulo médio geral), nos soros dos pacientes
com moléstia durando mais de 1 ano, é significantemente mernor
do gue nagueles apresentando moléstia com duracfio de menos de 1



CONTRIBUICAO PARA G ESTUDO IMUNOGLGGICO DA BLASTOMICOSE. . . i

ano. Em nossa opinife isto indica circunsericdo do foeo infeccioso
por parte do organismo que, entlo, fica sujeito a menor estimulo
antigénico,

Os resultados encontrados, neste grupo de pacientes, foram
08 seguintes: precipitinas aparecendo precocemente e também desa-
parecende rapidamente da eirculacdo; anticorpos fixadores do com-
plemento aparecendo mais tardiamente em teor sempre haixo, porém
maior nas formas de curta duracfico e persigtinde durante muito
tempo. Estes achadoz sfo econfirmados pelo estudo evolutive dos
pacientes (Quadro XXi). Em alguns pacientes déste grupo, o
tratamento proporciona cura cliniea que nfo se acompanha de cura
imunologica e isto é indicado pela persisténcia das precipitinas
(caso C.C. do Quadro XXI, representado no Grafico 5. Neste gra-
fico, bem como nog demais gue repregentam o estudo evolutivo de
pacientes, as ordenadas representam osg titulos de anticorpos fixa-
dores do complemento
pela técnica de Waps- GR»C(F'“ICO 5
WORTH, MALTANER &

MALTANER. A8 eolunas | » »~. gy ASTOMICOSE  1OCALIZADA
representam, em aliu-

va, a soma das cruzes EVOLUGAO SOROLOGICA
conferidas as reagles ] PRECIPITINAS - BN

de precipitagho eom as

4 diluicGes do antigeno, . ANTICORPOS FIXADORES

sendo que 1 cruz foi re- _ BO COMPLEMENTO - ——
presenfada por 1 mm

de altura)., A imunclo- st

gia indica, entéio, que a
moléstia nio estd cura-
da e vrecaidas podem
ocorrer pela interrup-
cio do tratamento.

Pela analise dos
Quadros XVIII ¢ X1X,
concluimos que as for-
mas disseminadaz da
blastomicose sul-ameri-
cana fe caracterizam
imunologicamente por apresentarem alto teor de anticorpos fixa-
dores do complemento. Baramenfe encontramos suséncia de anti-
corpos fixadores do complemento em pacientes désse grupo, pois
a reaclo nos d4 sensibilidade de 95% e 96,3% respectivamente para
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os que apresentam evolucio de menos de 1 ano e de mais de 1 ano.
Também as precipitinas est®o presenies ns maioria dos casos, com
freqliéneia de 78% e 74,8%. Pensamos que & alfa percentagem
de reacdes de precipitacdo positivas em pacientes com moléstia de
longa duracio corresponde, em nossa casuistica, principalmente
4 termos feito na organizacio dos Quadros XVIII ¢ XIX a
anotacdo do primeiro exame dos pacientes e em sua maloria éles
compareciam 2o exame por apresentarem recalda da moléstia.
Realmente a observacéio do Quadro XXII, que contém o estudo evo-
Iutivo désses pacientes, nos ensina que as precipitinas desaparecem
com certa rapidez quando o paclente é gubmetido a tratamento
eficiente, pars reaparecerem por ocasido das reecaidas. A presenca
de precipitinas no gdro dos pacientes désse grupo indica, a nosso
ver, atividade da moléstia. J& verificamos a correspondéncia de
reacOes de precipitinas positivas com outras provas da chamada fase
aguda do sbro (Fava NETTO & colab.,, 19569). Fregiientemente o
reaparecimento das precipitinas se acompanha simultinea ou pos-
teriormente da elevaclo do feor de anticorpos fixadores do comple-
mento. Pelo exame do Quadre XXII, verificameos, ainda, que os
anticorpos fixadores do complemento persistem durante muito tempo

apds a cura eliniea

GRA’F[CG c do paciente. A posi-

tividade da reacdo,

2001 S.5. -BLASTOMICOSE  DISSEWMINADA com feor de anticor-
_ . pos de titulo igual ou

EVOLUCAO SOROLOGICA maior que 10 pela

ol | Precipinas BE técnica de WaDS-
_ WORTH, MALTANER &

. ANTICORPOS FIXADORES MALTANER indica, a

izol DO COMPLEMENTO " nosso ver, que a te-

rapéutica ndo pode
ger interrompida.
Em certos pacientes
désze grupo a queda
do teor de anticorpos
fixadores do comple-
menlte & répida e
rrande, indicando
que Eles se compor-
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832 283 fam imunoldgicamen-
Q 2l- mw te como casos agu-
m ayEe er dos. O Grafico 6 (ca-



COoNTRIBUICAO PARA O EsTubo IMUNOLGSICO DA BLASTOMICOSE. .. 178

80 3. 8.) represents evolucio désze tipo. Em outros casos o estudo
evolutive nao indica melhora imunolégica correspondendo & melhora
clinica, que é muito répida e evidente (caso J. R. — Quadro XXII).
Deria exemplo de forma disseminada crénica. O Grafico T re-
presenta & evolucho gorologica em caso resistente ao fratamento

sulfamidico. Verificamos, nésse easo (P.I. 1. — publicade por
CUNHA & eolab., 1959), a

elevacfio progressiva do sRAFIE 7

teor em anticorpos até W00, £ p g . (L ASTOSUGOSE  DBSEMINADA

19/8/1957, quando, por EVOLUGAD  SORDLOGICA

influéneia de tratamento ™7 o W

ln Lienc a e & i LNTICORPDS FIXADORES

gssociado com Suifa mais £20) 00 COMPLEMENTO }"—

Vitamina D, (iniciada em
dezembro), melhora elini-
ca se acompanhou de que-
da do teor de anticorpes.
Em junho de 1958, no en-
tanio, o paciente apresen-
tava recaida da moléstia
sob a forma septicBmica,
com elevacio dos anticor-
pos fixadores do comple-
mento. B exemplo, portan-
to, de recaida elinica e
sorolégiea. O Grafico 8 nos
mostra recaida inicamen-
te sorolégica. Trata-se do
paciente P. . que, duran-
te o periodo de observacio,
manteve-ge clinicamente
curado, apresentando sdmente queixas mal definidas mas teve re-
caida da moléstia, revelada sdmente pela sorologia, durante o se-
gundo gsemestre de 1957. Como regra, 0 comportamento imunoclégico
dos pacientes désse gruno se caracteriza por alto teor em anticorpos
fixadores do complemento, precipitinas presentes sempre que a
moléstia se encontra em atividade, desaparecimento das precipitinas
em numerosos casos por influéneia do tratamento e queda progres-
siva no teor dos anticorpos fixadores do complemento. Recaidas
sao fregiientes com reaparecimento das precipitinag e aumento do
teor de anticorpos fixadores do complemento. As recaidas podem
ser clinicag e sorologicas on gdmente soroldgicas.
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O que caracteriza o

GRAFICO 8 N

grupo de formas ciini-
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EVOLUGAD SCROLOGICA dro XX) é a percenta-
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180 D0 COMPLEMENTO. vas, a freqliéncia ainda

relativamente elevada
de reacfes de fixacéo
do complemento positi-
vas, ¢ o baixo teor de
anticorpos fixadores de
complemento encontra-
do no sdro désses pa-
cientes. Em muitos dés-
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TR LISt L aasw I . ses paclentes, acredita-
S g¢ g 2 g 7 T2 ® & 0 mos que ésse baixo teor

de anticorpos fixadores
do complemento, com reacio de precipitacio negativa, indique
verdadeira cicatriz sorolégica, sendo que devem ser considerados
curados. O estudo evolutivo désses casos (Quadro XXIII) demons-
Trou-nog gue & suspensio do tratamenio pode zer feita apds a esta-
bilizaclo por 6 meses ou mais do teor de anticorpos em titulo menor
que 5. Neste quadro incluimos casos de cura clinica, com negati-
vacdo completa das reacdes sorologicas (ecasos F. G. ¢ M. P.), indi-
cando que, certamente, ha casos de cura da blastomicose sul-ame-
rieana, pois o caso M. P. estd curado ha 10 anos.

Em nogsos resultades, mostramos ainda a poszibilidade de
aasociagdo da blastomicose com outras moléstias, como a lepra e a
tuberculoge, Chama a atencfio, nos dois casos de associaciio com
tuberculose, termos verificado baixos nfveis de anticorpos fixadores
de complemento, fato que nio podemos saber se devido a serem
infeceBes localizadas de blastomicose ou & associacio com tuberculose.

O caso em que a blastomicogse produzin mal de Addison e aqué-
les em que a mesma apresenfou localizacfio nervosa, sfio aqui refe- -
ridos principalmente com a finalidade de chamar a atencio que a
imunologia pode auxiliar pouco no diagndstico clinico. TRealmente,
por ge tratar de localizacles metastaticas e, na malcr parte das
vézes, lesbes Hmitadas, nfo encontramos og anticorpos circulantes
em altos niveis. Faz exceclo o easo F. V., em gue a localizaclio
nervosa ge verificon quando a moléstia ainda se apresentava em
plena atividade, com altos niveis de anticorpos fixadores no sangue,
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apregsentando também anticorpos fixadores do complemento no
Hguor. Verificamos por éste caso gue a evolugdo pode ser acom-
panhada através de reagbes praticadas no liquor. A grande im-
portidneia que conferimos &4 apresentacfo dessas formas nervesas
& a sua fregiiéneia; em cérea de 300 casos, aqui apresentados, 5
tinham sinais de localizacfio nervoga. Devemos assinalar que, para
60 casos de blastomicose sul-americana, enconfra-se 1 com localiza-
¢80 nervosa. O diagndstico & realmente dificil e julgamos que se
deve sempre ter em mente a localizaciio metastética no sistema
nervoso central, dando-se o devido valor & informacdo da existéncia
de blastomicose no passado.

Apresentamos, em nossa casuistica, 2 casos de blastomicose
descobertos através do estudo imunolégico, 0 que vem demonstrar
¢ interésse da imunologia na orientacfio do diagnédstico.

Maior interdsse apresentam os fltimos 2 casos que referimos
e nos guais chegou-se a diagnédstico de cincer quando o estudo imu-
nwlogico revelou que era pouco provavel a etiologia blastomicdtica.

- Quanto aos resuliados obtidos em familiares de doentes de
blagtomicose, o estudo foi realizado justamente com a finalidade
de comprovar que os resultados seriam negativos, Na realidade,
clinicamente nfo haviam sido descritos casos de contagio inter-
humano da blastomicose sul-americana e 36 poderiamos esperar
resposta em anticorpos circulantes em individuos que apresentazsem
sinfomas da infecclo. Nio podemos saber se o contagio se faz sob
a forma de blastomicose-infeccdo. Esta investigacfo poderd ser
feita através da realizacio de provas intradérmicas, com antigenos
padrvonizados. O ecase de Dblastomicoze que encontramos através
désse estudo, segundo nossa opinifo, enconira explicacio mais logica
numa possivel contaminacfio a partir da mesma fonte de infeccio
do gue na transmissfo inter-humana. ¥sta verificacio de caso de
blastomicose em filho de doente poderd, no entanto, sofrer outra
interpretacfio, desde que ge demonstre, por outros meios, que o con-
tagio inter-humano existe.

CONCLUSOGES

O anfigeno que empregamos demonstrou-se eficiente em rea-
¢hes de precipitacio e de fixaclo do complemento. Consegue-se
boa reprodutibilidade nos resultados guando se trabalha com varias
amostras de Peracoccidioides brasiliensis na sua obtenciio, As
curvag de igofixacio mostram que éle pode ser titulado facilmente,
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empregando-se o método da titulaclo cruzadsa, onde sfio usadas va-
riag diluicbes do antigenc contra varias diluicbes de sbro positivo.

O antigeno é bom no que diz respeito 4 conservacho, pois suas
propriedades antigénicas nfo se alteram guando mantido em gela-
deira, em condicdes estéreis, durante 3 anos.

O Paracoccidioides brasiliensis parece ter baixo ou nulo poder
imunogénico para o coelho, quandoe empregado sob forma de células
leveduriformes mortas pelo calor.

Verificamos diferencas guanto & capacidade de liberacio de
“nolissacaridec-antigeno” pelas diversas amostras de Paracoccidioi-
des brasiliensis. Essas diferencas sfo quantitativas,

A associacfo de duas provas sorclégicas — precipitacio e fixa-
cdo do complemento -— permitiu-nos revelar anticorpos no’ soros
de 98,49 dos paecientes de blastomicose sul-americana.

O estudo imunolégico de 220 casos de blasiomicose sul-ameri-
cana posgibilitou-nos classificar os cases de “blastomicose-doenca”
em duas formas prineipais;:

a) Dblastomicose benigna, que geralmente se apresenta sob
forma localizada e que ze caracteriza por apreseniar
baixo teor em anticorpos fixadores do complemento;
nossos achados indicam-nos que as precipitinas sio os
anticorpos que aparecem primeiro e também sdo os pri-
meiros a desaparecer. '

b) blastornicose grave, moléstia disseminada que clinica-
mente se apresenta sob a forma cronica progressiva, ou
sob forma generalizada e que se caracteriza por apre-
sentar alto teor em anticorpos fixaderes do complemento
e precipitinag presentes, sempre que a moléstia se en-
contra em atividade.

0O estude imuneldgico evolulive, que fizemos em pacientes de
blastomicose, permitin-nos verificar gue geralmente as precipitinas
sio os primeiros anticorpos que desaparecem da circulacio, guando
o paciente é fratado eficientemente. Constituem, por cutre lado,
indicacfio, as vézes, mais precoce que o aumento do teor em anti-
corpos fixadores do complemento, de reeaida da moléstia, quande
reaparecem na circulacio.

Os anticorpos fixadores do complemento persistem durante mais
tempo na circulacio apés a cura clinica. Acompanhando a cura
clinica, geralmente verificamos 2 queda no seu teor, sendo raros



CONTRIBUIGAC PARA O ESTUR0 TMUNOLOGICO DA BLASTOMICOSE. .. 183

- -

08 £as0s em que & baixa no teor é muito lenta e pesterior & cura
clinica. As recaidas, geralmente, sfo acompanhadas de elevagio
significativa no teor em anticorpos fixadores do complemento. Sdo
TArcs 03 cascs em que 86 reaparecem ag precipitinas e aquéles por
168 observados foram submetidos a novo tratamento. No estudo
avolutive de caso de blastomicose, quando o titulo em anticorpos
fixadores do complemento £6r superior a 10 (téenica de WADSWORTH,
MALTANER & MALTANER) ou as precipitinas estiverem presentes,
nio se deve interromper o tratamento. Em alguns cases, o titulo
inferior a 5 parece constituir ecicatriz sorolégica e julgamos que o
tratamento poderd ser initerrompido quando isto se verificar por
maijs de 6 meses.

Verificamos a ocorréncia de recaidas reveladas Umicamente pelo
estudo soroldgico.

H4 raros casos de blastomicose sul-americana nos quais os anti-
corpos circulantes estfo ausentes.

Existermn em nossa casuistica casos curados clinica e sorologi-
camente. Pensamos que 8les realmente possam existir em maior
ntimero, desde gue o8 casos de forma henigna da moléstia consti-
tuem o minoria em nosso trabalho,

Nossas pesquisas indicam que a imunologia é de pequena ajuda
no diagnostico de formas localizadas e metastaticas da moléstia,
como verificamos nas localizac¢les nervosas e dag glindulas supra-
renais.

Demonstramos, em alguns casos, o grande valor diagnédstico
assumido pelas provas sorolbgicas, gquando interprefadas & luz dos
dados clinicos.

N&o conseguimos demonstrar, pelo estudo sorolégico de fami-
llares de pacientes de blastomicose, o contiagio inter-humano da
moléstia.

SUMMARY

CONTRIBUTION TO THE IMMUNOLOGICAL S8TUDY OF SOUTH AMERICAN
BLASTOMYCOSIS

In the first chapter of the paper a review is made of the
literature conecerning the immunology of the more important deep
myecosis. Types of antigens, immunoclegical reactions used, cross
reactions observed and the resuits supplied by the immunological
study are described. In this way, a review of the literature about
Coceidioidomycosis, Histoplasmosis, North American Blastomycosis
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and South American Blastomycosis is made. Regarding the South
American Blastomycosis, suggestions are made to achieve a better
knowledge on the immunology of this disease.

In chapter two, the material and methods used in eomplement
fixation and precipitin reactions are deseribed. In this chapter,
gome findings about the antigen are included. First, a table {(table
1} with data regarding 22 batches of antigen prepared up to 1959
are presented. The data refer To the strains of Paracoccidioides
brasiliensis, the days of culturing and the optimal fixing capacity
of the antigens with 3 and 6 units (50% hemolysizs) of complement.

An experiment on preservation of the antigen is recorded.
It ecan be kept in the ice-box under sterile conditions without
preservative for a period of time as long asg three vears. Under
these conditions there is no meodification in the properties of the
antigen. In this chapter it is also reported an experiment about
immunization of rabbits using as antigen the polysaccharide and
a suspengion of veast-like cells of P. brasiliensis. It was not possible
to obtain any antibody in the experimenis which were carried ont
with only two rabhits, and the resulis have been included in order
to eall the attention about the difficulty of obtaining hyperimmune
serum from these animals. Another experiment recorded in this
chapter deals with the vpossibility of obtaining “polysaccharide-
antigen” from each strain employed in the preparation of the
antigen (most times 8 strains were used — table I).

In order to make this study, iso-fixation curves were prepared
ag advised by Almeida in 1956. The protocols of these experiments
are given in tables II to XIV and the results are represenfed in
diagrams 1 to 3.

Each one of the eight antigens was obtained from a separate
strain of P. brasiliensis and it was also tested in the precipitin
reactions with a human serum from a patient with South American
Blagtomycosis. Al antigens gave positive resuls as can be seen
in table XV. 1In this chapter, the principal features of the com-
plement fixation reactions which had been studied in a previous
work as well as the technigque followed in the precipitin reaction
are also mentioned.

In chapter III, the results of precipitin and complement fixation
reactions In 220 patients of South American Blastomycosis are
presented, each serum was tested by the two kinds of reaction at
the same time. The results of complement fixation (Wadsworth,
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Maltaner & Maltaner) and of the precipifin reactions in 22 cases
of localized forms of South American Blastomycosis are presented.
Some cases had had the disease for less than one year (table XVI)
and others for more than one vear {(table XVII} when their blood
was ecollected.

Tables XVIII and XIX show the results observed in the
disseminated forms of South American Blastomycosis in 59 patients
with less than one year of duration and 107 patients with more
than one vear of duration before their sera were fested. In fable
XX, results concerning 32 patients considered clinically cured when
their blood was collected are presented.

In table XXI, there are the resuits of the immunological
follow-up of 10 patients with the localized form of South American
Blastomycosis who were chosen according fo increasing periods of
illness duration before ecoliection of the first blood specimen. It
can be seen that some of these cases were classified in this group
at the beginning of the observation but according to their immuno-
logical behavior they were cases of disseminated forms of South
American Blastomycosis (e.g. case ALA. in the fable XXI).

In table XXII, we have the immunological follow-up of fifteen
cases of disseminated forms of the disease chosen according to
increasing periods of illmess duration before collection of the first
blood specimen. In table XXIII, likewise, we have the immunolo-
gical follow up of seven cases of clinicaliy-cured forms. Some
cases in the last three tables had only one serum tested and they
were included on account of the period of evolution of the disease
and in order to demonstrate the general behavior in each group.
In this chapter are also presented the regults of the immunological
study of 1 case of South American Blastomyecosis associated with
leprosy, 2 cases associated with tuberculosis, 1 case with Addison’s
disease, beecause of the metastatic localization of the {llness in the
adrenals, 5 cases with metastatic localization of the disease in the
central nervous system, 2 cases in which the diagnosis of cancer
was made after the immunological examination suggested that they
were not cases of South American Blastomyeosis and two cases of
South American Blastomycosig in which the diagnogis was first
made by the immunclogical data.

Finally, we have the resuits of an immunoclogical study among
47 relatives of fhe patients which was made with precipitin and
complement fixation reactions in order to show the inter-human
transmission (table XXVIIl).
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Chapter IV records the discussion of the resalts cbtained
regarding the antigen employed, the preservation of the antigen
and the preparation of antigen from different strains of Parceocci-
dioides brasiliensis, Regarding the patients of South American
Blastomycosis, an attempt is made to adjust the results to a very
general scheme of the eveolution of an infection when a microorganism
penetrates the human body. When this happens, the following may
oceur

a) infection without disease
by mild infection - generally lecalized forms
¢)  severe illness — disseminated forms

It is emphasized that the author had not a good antigen for
making skin tests and that the first of these forms, e.g., blastomy-
cosis infection without dizease, has not been demonstrated. Studies
made in 1959 by Prof. Lacaz ef alif suggest that this form exists
in the South American Blastomycosis like in other deep mycosis

Regarding the localized forms of Scuth American Blastomycosis
it may be remarked: a} the rarity with which they were observed
in this research, only ten per ceni: b) the time of appearance of
the two kinds of antibody; ¢} the low titer of the complement-
fizxing antibody; d)} the persistence of the antibody in the sera of
the patients after freatment. The precipitin was the first antibody
to appear in the blood of the patients and the first to disappear
after treatment. Diapgram 5 rvecords the immunclogical evolution
of a typical case of thiz form of South American Blastomycosis.

Regarding the disseminated forms of South American Blas-
tomycosis, the higher titer observed in the ecomplement-fixation
reaction may be remarked. These titers may come down with some
rapidity after treatment in cases supposed to be of acute dissemi-
pated forms, as shown in diagram 6. In other casaes, treated with
sulphadrugs without improvement, the titer remains high as shown
in the diagram 7, where the titer only came down when the patient
was subjected to other treatments like suivha and D, vitamin in
December, 1957, and Amphotericin B in June, 1958, In this case,
clinical and serological relapses could be seen. In other chronical
cases, a clinical eure may be achieved without decrease in the titer
of fixing antibodies {as we can see in Table XXII — case J.R.).
In diagram 8 there is a case of serological relapse during the year
of 1957 without symptoms or signs of elinical relapse. Regarding
the wrecipitin in the disseminated forms, it is present when the
digease iz in activity.
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The follow-up of the clinically cured ecases shows that the
complement-fixing anfibody remains in the sera after the treatment,
and after precipitin has vanished, as revealed by the high percentage
of complement-fixation reaction positive in these cases. A dis-
cussion is made of the cases associated with other illnesses, of the
cases of metastatic loealization in adrenals and central nervous
system, and of the investigation in relatives of the patients.

Chapter V records the conclusions of the present work. First,
about the antigen used (a polysaccharide from Paracoccidioides
brasiliensis) :

a) this antigen is good for the precipitin and complement-
fixation reactions;

b) it can be obtained easzily using various strains of
Paracoccidioides brasilensis;

¢) it can be titrated very well by block fitration;

d) it can be kept in the refrigerator for a period as long
as 3 vears without any modification in its properties;

¢) the vield of polysaccharide iz guaniitatively different
in different straing of P. brasiliensis.

The immunological study of 220 patients of South American
Blastomyecosig allows the following conelusions:

Using the two kinds of test — vprecipitin and complement
fixalion reactions — eirculating antibodies may be demonstrated
in 98.4% of the patients of South American Blastomycosis. These
patients ean be classified into two main elinical immunological forms.

a) mild-blastomycosis, usually of the localized forms and
characterized by a low titer in complement-fixing anfi-
body. In these forms the precipitin ig the first antibody
fo appear in the serum of the patients and the first to
disappear after treatment;

b) severs-blastomycosis, clinically manifested as dissemina-
ted or generalized forms and immunologically characte-
rized by high titer of complement-fixing antibody and
precipitin reaction positive when the illness iz in activily,

The immunological follow up showed that the precipitin ig the
first antibody to disappear in the serum of these patients when
they recelve a good treatment. On the other hand, the precipitin
is the first antibody to reappear in the circulation by the time of
the occurrence of relapses of the dizease.
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The complement-fixing antibody remains for a long time in
the blood of the patients elinically cured. In the majority of cases
n decrease in the titer of these antibodies can be found at the same
time ag the c¢linical improvement. The cases where the titers show
a late fall, after some time of clinical improvement, are rare.
The clinical relapses are accompanied by a rigse in the titer of
complement-fixing antibodies. The cases in which only preecipifin
reappears are rare and some of them have been {reafed again.

In the evolution of a case when the titer in complement-fixing
antibody iz higher than 10 (by the tfechnique of Wadsworth,
Maltaner and Maltaner), or if the precipitin reaction is positive,
the treatment should not be interrupted. In some cages, the titer
below B, when observed over a period of time lasting more than 6
months, may be considered a “serclogical scar” and the treatment
can be interrupted. There are relapses that were characterized
enly by the serclogical result without clinical manifestation. Very
rare cases of South American Blastomycosis do not present any
precipitin or complement-fixing antibodies in the blood.

In this paper, some cases have bheen reported with elinical and
gerological eure, and the true number may be higher on account of
the very low number {only 10%) of loealized forms registered here.
The immunological study does not help so much in metastatic
localized forms of South American Blastomycosis as in the nervous
and adrenalg localizations referred in this paper. On the other
hand, cases are presented where the immunological study associated
with elinical data was of much help in the diagnosis. In the study
of the relatives of patients with South American Blastomycosis it
was not possible fo demonstrate any inter-human fransmission by
the precipitin and complement fixation reations.
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