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“Ap término de um periodo de decadéncia sobrevém o ponto de mutagao. A luz
poderosa que fors banida ressurge. Ha movimento, mas este nio € gerado pela
forca... O movimento é natural, surge espontaneamente. Por essa razao, a
transformac3oc do antigo torna-se facil. O velho € descartado, € o novo €
introduzido. Ambas as medidas se harmonizam com o tempo, n3o resultando dai,

portanto, nenhum dano”™.
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t. INTRODUCAD

Nascida dentro de uma cifncia médica preocupada com a cura das
doencas, a Iwmunologia se desenvolwveu dando énfase 3 existéncia de formas
especificas de resisténcias hs infeccbes (SILVERSTEIN, 1979; SILVERSTEIN,
1991). 0Os estudos com soros imunes, obtidos da imunizag3o natural ou
artificial de animais, confirmaram que os anticprpos possuem propriedades
altamente especificas. Isto permitiu uma grande expansio do conhecimento
dentro da imunologia, o que culwinou com o surgimento de uma metodologia
soroldgica voltada para testes de diagndsticos de doengas (SILVERSTEIN, 1991).
Colocada neste trajeto, 2 imunologia desenvolveu modelos experimentais que
rescaltaram & precisio e a especificidade das reacdes sorologicas e estas
idéias foram estendidas ao sistema imune como um todo.

As respostas especificas que um organismo fosse capaz de executar
eram resultado da ativa¢io especifica de clones definidos de linfdocitos por um
dado antigeno (JERNE,1955). Como resultado de uma expansio dos’ principios
seletivos de forua;ﬁo de anticorpos proposto por JERNE, BURNET (1957) propos a
teoria da selegio clonal.

BURNET foi o primeiroc a propor gque a reatividade imunplogica esta
fragrmentada ewm clones linfocitarios, fato hoje amplamente confirmado. Esta
teoria propunha que, no pet;iodo de embriogénese, © organismo {orsaria uma
grande variedade de linfécitos, havendo em seguida um processo de eliminag3o
daqueles que reagissem Com autocantigenos: materiais provenientes do proprio
organismo. Em qualquer contato com o antigeno haveria uma expansao dos
clones correspondentes ao material detectado; taso contrario, eles

permaneceriam com pouras celulas. Com o desaparecimento, ainda na wvida
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embrionaria dos correspcndentes.aos constituintes do proprio organisso ficaria
jmpedida a formacio de anticorpos contra eles, desenvolvendo-se, nos termos
desta teoria, uma toler3ncia do orgaznismo aos autoconstituintes. Desarranjos
nestes mecanismos caucariam 2gressdes imunoldgicas ao Pproprio Corpo, as
chamadas doengas autoimunes.

Esta vis3o clonal sustentou toda uma teoria de que as atividades
imunoldgicas sio centradas nos antigenos. Estas idéias tiveram muita aceitacio
e, de certa forwma, ainda dominam o pensamento imunoldgico atual

Ua inicie de wmudanga desse peasawanté imunoldgico centrado no
antigeno, surgiu com JERNE ({(1974) que prdpos a primeira teoria sobre
atividade imunoldgica a se opor a teoria clonal: a teoria da REDE IDIOTiIPICA.
_Esta teoria se baseou na existéncia dos anticorpos que reconhecen
determinantes em moléculas de outros anticorpos formados pelo mesmo organiswmo.
Dando destaque a evidéncias anteriores de que os anticorpos eras capazes de
reagir uns com os outros (OUDIN & MICHEL, 1943; KUNKEL, 197¢ ), e= interacbes
denominadas idiotipicas. m

JERNE (1974}, smostrou a possibilidade de - se estabelecer
uma extensa rede de conexbes dentro do sistesa imune. Através da
complementariedade entre paratopos e idiotopos (por¢Bes caracteristicas dos
anticorpos), todos os anticorpos poderiam estar unides numa rede idiotipica.
Durante usma resposta inune:;o organismo poderia formar anticorpos capazes de
induzir o aparecimento de anti-anticorpos e, estes, de outros anti-anticorpos.
Desta wmaneira, afirmou gque 3 reatividade imunoldgica  ndo esta wvoltada pars
fora do erganismo a espera de contatos eventuais com corpos estranhos, wmas

esta voltada para si mesma (VAZ, 1989; 1988; VAZ and FARIA, {790).



€ provavel gque o orsanismo =6 registre perturbacdes na harzonia de
seu prdprio funcionamento, cem discriminar se 0 gque esta interagindo @
estranho ou n3o (VAZ & VARELA, 1978).

ApOs a introduc3o da teoria da rede idiotipica de
JERNE, wvisDes wodernas a respeito do sistema imune tem sido fortemente
influenciadas pelas idéias de Autonomia previamente desenvolvida por aqueles
que trabalham com sistemas complexos como o cérebro. De acordo com estas
idéias, o significado de uma interac3o com um ser vivo resultante da propria
organizacdo do sistema e de sua histdria ( COUTINHO et alii, 1985 )

A detec¢io de anticorpos naturais reagindo a auto-
cowponentes do organismo, es individuos humanos normais adultos GILBERT et
alii ., 1?82) e ew camundongos (DIGHIERD et alii, 1983; ACHINICH & Z0LLER,
1991} , bemn tomo os dados indicando que a  maioria  dos anticorpos
n2turais s3o wmultiespecificos (ARAUJO et alii, 1987) indicam que © sistema
imune possui autonowmia quanto 2 sua organizacio e re-organizacao de seus
componentes; que sdo caracteristicas de um sistema voltado para si mesmo (VA7
& VARELA, 1978), capaz de manter sua atividade independente da presenﬁa de
antigeno, reforcando a idéia da existéncia de uma conexidade interna do
sistema imune (COUTINHO et alii,1984; COUTINHO, 198%; VAZ & FARIA, 199@).

A principal consequéncia desta nova vis3o da imunologia foi o
direcionamento da discussia ;bbre a atividade imunoldgica e o surgimento de
novas maneiras de se elaborar os protocolos de investigacao. Bgntro des%a
perspectiva, © estudo da atividade interna do sistema imune podera gerar
informagbes mais relevantes a respeito da fisiologia do sistema do que o

estudo com largas doses de antigeno, como as vrealizadas em abordagens
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tradicionals {COUTINHO et alii, $9B5). Esta atividade pode ser medida pelo
nivel de producao e declinio de linfdcitos, como também pela geragdo de
télulas efetoras.

De f{fatp, nesse contexto de um sisterma fisiologico pouco tem sido
expiorado sobre a funcionalidade global da atividade 1munoldgica. Isto fica
pais vidente com respeito ao papel do tecido linfoide associado as mucosas,
que ja se dewonstrou em camundongos representar o maior potencial da producao
total de anticorpos { VAN DE HEIJDEN, et alii, 1987 ).

0 sistema imune das mucosas € constituido por tecidos linfdides
associsdos as suyperficies mucosas (MALT = Mucosa-Associated Lumphoid
Tissues) das vias intestinais, respiratorias e urogénitais {STROBER & JAMES,
1991) .

0 tecido linfdide associado ao intestino (6ALT = Gut- Associated
tymphoid Tissue) consiste de dois agregados lin{éides: o primeiro formado por
tecido linfdide organizado e conhecido como placas de Peyer; o segundo
definido como tecido linfdide difuso e composto de linfocitos intraepiteliais
e da lamina propria (BIENENSTOCK et alii, 1987; DOE, 1989 ; STROBER & JAMES,
1991; HOLMGREEN et alii, 1992).

A primeira descri¢ao das placas de Peyer (PP) data de 1677 e {01
estabelecida pelo anatomista J.C.PEYER, o qual foi o primeirc a observar esse
estrutura em humanos (MESTECKY & McGHEE, 1987; GEBBERS & LAISSUE, 1989).

A anilise histoldgica das PP de diferentes espécies de wamiferos
(FAULX et alii, 1971; ABE & ITO, 1977; LANDSVERK et alii, 1991; HOGENESCH &
FELSBURG, 1992) tem permitido reconhecer no foliculo gquatro regites: centro
germinativo, area fTolicular, parafolicular e de cdpula (Figura { e 2}.

0Os centros germinativos nas PP sio geralmente largeos e bem
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desenvolvidos . Eles apresentam zonas claras e escuras sexelhantes a topografia
apresentada pelos orgios linfdides secundirios (bago, linfonodos, etc). Hesta
regilo predeminan células B, embora células T dispersas tanbém estdo presentes
(ABE & ITO, 1977). &ssim como em outros centros germinativos, as células
B sio altamente diferenciadas e expressam Igh de superficie; entretanto, ao
contriario de células B de outros centros germinativos, uma grande {fragdo
(cerca de 40%X) expressam IgA (STROBER & JAMES , 1991 ).

A area folicular circunda o centro germinativo e estd densamente
povoada por pequenos linfocitos. Esta areae s;nilar na topografia e nos
tonstituintes celulares, as dreas timo-independentes presentes no baco e
linfonodos (ABE & 170, 1977). Esta area corresponde aproximadamente a um terg¢o
(1/3) do volume da placa e contem metade do total de pequenos linfécitos (ABE
& 170, 1977).

A ﬁre§ parafolicular localiza-se entre e ao redor dos foliculos e @
rica em linfocitos T (ABE & ITQ, 1977; STROBER & JAMES, 199{). A grande
maioria dos linfocitos T CDB+ presentes nos ag;ésados linfdides ;e Wucosas Sao
encontrados nestas areas (STROBER & JAMES, 1991). A area imediatamente abaixo
do epitélio do agresado linfoide compreende a cupula (ABE & ITO, 1977). Esta
area € rica em células que expressam antigenos de histocompatibilidade (MHC =
Hajor Histocosmpatibility Complex) de classe 11 {macréfagos, células
dendriticas e células B) e eé‘lin§6citas T. A maioria destes 1linfocitos sdo
CD4+, um nimero pequeno destes linfocitos n3o expressam nem €D4+ ou CDB8Y
{STROBER & JAMES, 1991).

0 epitélio localizado logo acima da cdpula possui algumas

caracteristicas impoartantes e tem sido denominado € Omo
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er1telio associado ao foliculo linfdide (FAC= Follicle-fissociated Epithelium)
(MESTECKY & HMcBGHEE, 1987). fste epitélio contém células cubdides . Poucas
celulas  globdides, e células especializadas na tomada de antigenos
desominada  célula epitelial associada ao foliculo (FAE Cell) oy sisplesmente
celulas membranosas (células M) (BOCKMAN & COOPER, 1973).

s células M  exibem microvilosidades curtas e irregulares,
citoplasma rico em vesiculas pinocitéticas e glicocalix f.ins (OWEN & * JONES,
1974). A tomada de proteinas pelas células M n3o resulta de uma degradacio
enzimatica lispssomal, e proteinas intactas, provavelmente imundgenos,
alcangam a regiio de cupula das placas de Peyer (DUCROC et alii, 1983; NEUTRA
et alii, 1987). As células M n3o expressanm antigenos de histocompatibilidade
(MHC) de classe I] e parecem nio estar envolvidas no processo de apresentagio
de antigenos (STROBER & JAMES, 1991). A ocorréncia de linfécitos Ch4*e ceélulas
dendriticas expressando MHC de classe II, adjacentes 3 células M de individuos
humanos (BJERKE et alii, 1988), sugere que as celulas M podem ter importante
parel na induciao da respa.;.ta imunoldgica.

A participacdo dos tecidos linféides assoctiados ao intestino (GGT)
na producdo de IgA ji estd bem estabelecida (MESTECKY & - McGHEE, 1987). Os
plasmocitos produtores de IgA da mucosa intest inal s3o derivados de células B
provenientes de PP (CEBRA et alii, 1977; CEBRA et alii, 1980 ).

Com relacao a células B produtoras de Igh em PP, a regilo de cipula
€ despravida de plasmicitGs produtores de IsA (CRABE et alii, 1976,
BIENENSTOCK & DOLEZEL, 1971; SMINIA & PLESH, 1982), indicando que a maturag3ao
de linfécitos B n3o ocorre naquele local. Em contraste, as PP do homem contém
plasmocitos produtores de IgA (SPENCER et alii, 1986).

A sintese de IgA é altamente dependente de linfdcitos T (ELSON et



alii, 1979, McGHEE et alii, 19B?). Diversas citocinas produzidas ror
linfocitos T e outros tipos celulares, influenciam no  processo  de
diferenciacho de linfocitos B para a producdo de Igh. Nos estagios iniciais
subpopulacdoes de células B que est3ao expressando IgM, sob a influéncia de
¢élulas 1 passam a expressar IgA de superficie, f{endmeno conhecido como
“ewitch”. 0 fator de crescimento beta (TGF 8 ) e a interleucina IL-4 tém sido
identificados como importantes citocinas para este “switch™ especifico, e nos
estagios finais, ha influéncia principalmente de interleucinas IL-5 e IL-6, de
I6F 8 e provavelmente de interferon gama (INFy) ( HCGHEE. eth alii, 1989).

A participacio das PP na atividade do sistema imunologico tem sido
investigada, e algumas hipoteses sobre seu papel na resposta imunologica tem
side apresentadast 1 - induclo de vresposta imune local no intestino  ( COOPER
& TURNER, 1967; HENRY et alii, 196%; POLLARD & SHARDN, 1970; FAULK et alii,
1974; CRAIG & CEBRA, 1971; LEVIN et alii, 1973; HUSBAND & GOWANS, 1978;
RICHMAN, et alii, 1981; KAWANISHI, et alii, 1983; KAWANISHI &-HIRABELLA; 1988;
ENDERS et alii, 1988 ); 2 - desenvolvimento de tolerdncia sistemic; {
MATTINGLY & WAKSMAN, 1978; NGAN & KIND, 1978; CHALLACOMBE & TOHMASI, 1986;
HACDOMALD, 1982, 1983).

Alguns pesquisadores tém estudado os efeitos da inativagdo das
placas de Peyer sobre a resposta imune local e sistémica (HEATLE et alii,
198Y; ENDERS el alii, 1984 }.‘SBESATB et alii, 1998), sugerindo que as placas
de Pewer, participam de maneira importante na regulagio da resposta imune
sistémica, quando antigenos | dependentes 530 administrados
intragastricamente. A inativa¢3o destas, poderia acarretar mudangas na tomada

e apresentac3o de antigenos 3 nivel do intestino delgado, remo¢@o de celulas T



supressoras & conseqiientemente uma extensa reac3o imunoliogica no bago.

Ua aspecto central da abordages de Jerne ap sistema jgunoldgico, ¢€
que um distdrbio desencadeado pelo antigeno afeta muito wais linfocitos que
squeles capazes de interagir diretamente cos O antigeno, e a at ivacgso
policlonal é um bom exenplo disso.

A ativagio policlonal de células B efou T é wmuito freqiente em
diterentes Processos infecciosos, causados por exemplo, por protozoarios (p’
IMPERID LIMA et alii, 1985 ), por wvermes (CRANDALL & CRANDALL, 1971; LOPES et
alii, 1991)., por bactérias (HEDEIROS et alii, 1991), etc. A fase aguda da
doenca de Chagas em camundongos ¢ caracterizada por uma maci¢a proliferagao de
linféritos T e B que continua na fase cronica (MINOPRID et alii, 19B6); uma
alta e pervsistente producio de autoanticorpos tem sido observada em
camundongos infectados pelo Trypanosoma cruzi e parte destes sdo similares aos
anticorpos maturais (TERNYNK, et alii, 1990). Anticorpos poliespecificos
encantradns na fase crbnica da doenga no howmes, sio provavelmente
dec‘:;:rrentes da ativagio policlonal de célul‘as B comp observada e
camundongos (TERNYNK et alii, 1990). A origems da ativacao policlonal de
células B n3o € conhecida, ¢ possivel que este processo dependa de células T,
ja que © tratamento de camundongos infectados com anticorpos anti L37T4 eliwmina
células T auxiliares, e também a ativac3o policlional (MINOPRIO et alii, 1987).

0 alto nivel de.ativagio de linfocitos aparece muito cedo na fase
aguda da doenga e ¢ observado em OTga0ns linfoides periféricos, como © bacto €
linfonodos CMINDPRID et alii, 1986; D° IHPERID LIMA et alii, 1985, 1984). N3o
se tenm in FormagBes do que s passa a nivel das =muCcosas, especialmente nas

placas de Peyer, durante esta ativagdo.
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Considerandoe o0s seguintes fatos: a) o trato gastrointestinal e usm

local de intensa atividade imunologica; b) as placas de Peyer participam na
realizacdo destas atividades e ¢) os eventos iniciados ao nivel do trato
gastrointestinal podem ser importantes na atividade gliobal do sistesa
immunoldgico, utilizando camundongos isogénicos CS57BL/é, normais e infectados

rom Trypanosoma cruzi, 0s objetivos deste trabalho foram :

1} ~ Determinar o numero, tamanho e distribui¢ipo das placas de Peyer

20 longo do intestino delgado;

2) - Analisar histologicamente o baco e as placas de Peyer do

duodeno - jejuno e do ilea,

3) - Determinar © numero total de células formadoras de
imunoglobulinas, presentes no baco e nas placas de Pever do duodeno - Jejuno e
ileo;

4) - Anidlisar os liquidos intestinais.



2 - MATERIAL E METODOS
2 1 - ANIMAIS

gyt ilizamos camundongos da linhagem LS7B1/6, fémeas, com B szemanas de
idade, obtidos a partir de colonias SPF, provenientes do Centro de Bioterismo
da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB/UNICANPY.

Apds a retirada dos aniwmais das condi¢bes SPF, estes eram
imediatamente sacrificados ou ent3o alojados no Biotério do Departamento de
Microbiologia e Imunologia, do Instituto de Biologia, da UNICAMP, em gaiolas
coletivas, comportando de & até 25 animais cada. #Agua e racic foram
distribuidos “ad libitum”.

Ds animais foram distribuidos em 2 grupos experimentais: controle

e infectado, onde os mesmos eram mantidos ou n3o em condicdes SPF.

2.2 - ESTIMULACAD DDS ANIMAIS COM Trypanosoma cruzi

Os animais foraw infectados por via intraperitoneal, com 1&‘ formas
tripomastigotas da cepa Y de Trypanosoma cruzi (PEREIRA DA SILVA e
NUSSENZMEIG, 1953), obtidos por sangria axilar de camundongos CBA, mantidos no
Pepto de Micro-Imunologia. Apos a contagem pelo método de BRENER (1968)-, 0s
parasitas foram wantidos em solugio salina tamponada com fosfatos (pH 7.2), de

5
modo a conter 1€ tripomastigotas por ©,1 ml de inocule.

2 3 - RETIRADA DE ORGX0S E UBTENCXD DE CELULAS

s camundongos do grupo controle e infectado (no sétimo  dia) foram
sacrificados <sob efeitoc do éter . O bago e o intestino delgado foram

retirados, sendo o bago transportado para um frasco pequeno estéril, contendo
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meio BSS, pH 7.2, imerso em banho de gelo D intestino foi transferido gpara
tima placa de Petri, contendo salina fisioldgica, pH 7 2, também inersa em
hanho de gelo. A seguir o bago fo1 macerado delicadamente para liberac3o de
células. A suspensio de células obtidas foi homogeneizada virias wvezes,
utilizando uma pipeta Pasteur, e apds a sedimentaci3o dos grumos, o
sohrenadante foi transferido para tubos cB8nicos graduados, sendo entao
centrifugados (5 a 8 minutos, 1560 rpam). Apds a centrifugagde, as células eras
ressuspendidas em meio BSS, pH 7.2,. Esse processo foi repetido por trés
vezes. No final.as células eram recuperadas em uer volume de 1 ml de meio BSS
¢ mantidos em banho de gelo.

fe intestinos obtidos de camundongos normais e infectados dJoram
submetidos @ uma lavages do lumem com salina fisiolodgica estéril, pH 7.2,
volume constante (V = 3 #l). Os ligquidos derivados desta lavagem foram
reunidos em fun¢3o da sua origem e centrifugados (20 minutos a 16 000
rpm) 3 temperatura de 8 C. 0s sobrenadantes obtidos foram mantidos a -26°C.

&prds a lavagem do lumem intestinal, as placas de Peyer (PP) foram
enumeradas e delicadamente retiradas do intestino delgado. As PP localizadas
no duodeno =~ jejuno e ileo foram respectivamente transferidas para frascos
contendo meio BSS, pH 7.2, mersulhado em gelo. & seguir eram desmanchadas
delicadamente para liberac3o de cé€lulas. A partir desta fase , o procedimento
ytilizado para obten¢3o ?e suspensobes celulares de placas de Peyer, Foi o

mesmo seguido para as celulas do baco. No final, as células eram recuperadas

em um volume 2 m] de meio BSS, pH 7.2 , e mantidas em banho de gelo
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2 4 - ANALYSE MACROSCOPICA DAS PLACAS DE PEYER (PP)

As placas de Peyer do duodeno-jejuno e ileo de camundongos norsals @
infectados, foram imersas em acido arético a 2% por um periodo de 24 horas
(CARLENS,192P8). Assim evidenciadas ( placas brancas ), os diametros de todas as
PP localizadas ao longo de intestino delgado foram determinados sem o estiramento
do mesmo. FEm adicio determinou-se o comprimento do intestino delgado. Apos =
compactag3o do tecido linfdide pelo acido acético pode-se determinar o numeroc de

foliculos das FPP.

2.5 - DETERMINACAD DO NUMERO DE CELULAS SECRETORAS DE ANTICORPDS

0 numero de células secretoras de imunoglobulinas nos bagos e nas PP
do duodeno-jejuno e 1ileo, {foi determinado segundo o metodo de PFC reverso
uti]izando. hemitias sensibilizadas com proteina A , descrito por BERNABE et alii
(3981), que permite a enumeracio de células secretoras de Igs, independente da

sepecificidade antigbnica deos anticorpos secretados.

2.5.1 CONJUGACAD DAS HEMACIAS & PROTEINA A DE Staphyloccus aureus

Hemacias de carneiro mantidas em Alsever, entre uma e duas semanas,
foram lavadas trés vezes com soluc3o salina. Em presenca de 2ml de solucdo
.85 M de cloreto de cromo ¢ €rCl3), cada aliquota de t6oul de papa de
" hemacias de carneiro, foi mistursda com igual wvolume de proteina A na
concentracio de ©,5 mg/ml. Esta preparacaoc foi incubada em "banho Maria™ a
30° C por uma hora. Apds o periodo de incubac3o, as hemdcias foram novamente

lavadas em so0lug3o salina e a seguir em BSS contendo glicose, prontas para
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uso, sendo smantidas a 4°C até 2 utilizagSo As hemacias podiam ser conservacas

em solucao 1% de sulfato de maonésio ( MgSOy), por um periodo miximo de uma

Serana.

2.5.2 - PREPARACAD DO 4GAR

Foi usado Bacto-Agar a @ 5X em meio BSS. Apds a completa dissoluglo
do 3gar ( por fervuras consecutivas ) , este foi adicionado de uma soluc3o de
DEAE-DEXTRAN, na concentragap fTinal de .75 mg/ml. 0 agar foi mantido em

“banho Maria® a 46°C , até o uso.

£.3.3 ANTISOROS DE COELHO ANT] - IMUNOGLOBULINAS DE CAMUNDORGOD

{ ANTI - Ig TOTAIS, ANTI - IgM )

Os imunessoros de coelho dirigidos contra diferentes isotipos de
imunogliobhulinas de «casundeongn, foram preparados conforae psquemas de
imunizacio convencionais, tendo sido produzidos por imunizaclio com uma mistura
contendo adJjuvante coxpleto de Freund, ;njetada ¢.5 ml em uma das coxas do
aniwal. Uma insécas “booster” de 1@ wg da mistura fol realizada apds 39 dias,
pela via wvenosa. A sangria foi realizada 15 dias apds a ditima injec3do.
Inje¢bes contendo 1 =g de Irunoglobulinas totais de camundongo emulsificadas
em adjuvante de Freund, foram aplicadas em 2 coelhos intramuscularmente ¢ apos
30 dias submetidos 2 sangria. 0 soro obtido foi utilizado como anti - Ig
tntal de camundongo. A obténc3o de antisoro anti - IgM foi realizada com =
imuniza¢3o de coelhos com proteinas de mieloma de IgM desenvovido em
camundongos; © soro resultante desta operagdo foi submétide a uma absorgio por
afinidade em coluna de Sephadex - Proteina A, para eliminar Igh contaminante.

A seguir foram determinadas as especificidades e titulacBes para a realizac3o
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6p ensaic de PFC. Para usp os antisoros foram diluidos em meio BSS, conforme a

indicacio dos titulos obtidos.

2.9.4 COMPLEMENTO

Como dfonte de complemento, foi uwutilizada a mistura do
soro de 26 cobais normwais. fsta mistura de soros era liofilizada e armazenada

a -P0%C até o momento do uso. 0 titulo do compiemento determinado era expresso

em 5S¢ CH unid./ml.

2.59.95 UBIERC'&O DE CELULAS £ PREPARACAD DAS PLACAS

As células de bagco e de PP foram colhidas conforme descrito

anteriormente (item 3 3)

A suspensio final é feita em 1@ ml] para baco e 2m) de meio e, a

partir destas solugbes, s3p realizadas dilui¢Des diferentes de células, que

°_wvariam de acordo com o antisoro especifico a ser usado.

Em pequeﬁos tubos de hemolise (@,8 »x €,3), contendo separadamente
106ul da diluicio adequada de células espifnicas e de PP, adicionou-se
sucessivamente: 1) POul de suspensBo hemacias conjugadas 3 proteina A a 38X
£) 2@ ou 40pl do antisoro especifico; 3) 50yl de complemento de cobaia ; 4)
25epl  do agar. 0 conteido do tubo foi ligeiramente agitado em vortex e
espalhado uniformemente ea uma placa de Petri (106 x 160)

fts placas de Petri_foram incubadas durante & horas em estufa a 37A8C,
em atmosfera umida . A seguir, foi realizada a contagem visul, 6as placas de

hemolise. Todos os ensaios foram feitos em duplicata.
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gl DOSABGEM DE PRDTEINAS

A concentragdo de proteinas do lavado intestinal (item 3.3), foi
determinada pelo wétodo de LOWRY modificado, segundo HARTREE, 1972, wutilizando
tomo  pedrdo albumina bovina ( Sigma ). As zmostras foram precipitadas com TCA &
28 A seguir, os precipitados eram ressuspendidos em acetona gelada, e

centrifugados por 3 vezes 0Os precipitados obtidos foram recuperados em solug3o

de Na(H €,1 N e dosados.

2.7 IMUNOBIFUSAD
‘Para a pesquisa'dé imuncglobulinas nos liquidos intestinais Joi
empregado a teécnica de imunodifus3o, segundo as condi¢bes de OUCHTERLONY

(1958), utilizando antisoros especificos anti - lg Totais, anti - IgA e anti-

IgM.

2.8 - ANALISES HISTOLOGICAS

% baco e p;acas de Peyer do duodeno - jejuno e ileo de camundongos
normais e estimulados foram colocadas em frascos com fixador de BOUIN e
zantides nesta  solugd3s por P4 horas . Apos este tempo, os materiais eram
lavados com agua por 12 horas, desidratados em alcool 7¢%, BeX e 162% ,sendo
as trocas realizadas a cada 3¢ minutos. & seguir, eram diafanizados er xilol e
embebidos em parafina liquida;;em estufa termostatica a uma temperatura entre
58 e 60°C. Os org3os eram ent3o cortados com microtomo e obtidas seccbes de &
um de espessura. ApOs desparafinizacio e hidratag3o, as sece¢Bes foram coradas
com hematoxilina~eosina, lavadas rapidamente em agua destilada, desidratadas

em alcoois, diafanizadas e montadas em bdlsamo do Canada.
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Ut ilizou-se wmicroscopio Zeiss, com ocular ¥l B x com reticulo de
integracao de 25 pontos e objetiva de 4€08 x , para as determinacles morfométraicas

dos centros germinativos e das areas foliculares das PP ¢ do bago dos animais

normalis ¢ estimulados |

2.9 - ANALISES ESTATISTICAS

Pars anéliée dos dados referentes as placas de Peyer (nuimero, didmetro,
ndmero de foliculos) , ao numero de PFC bem como para as medidas de concentragdo
de Igs do lawvado intestinal, os va’!ores foram expressos pelo calculo das médias e
desvio padr3o das médias, para cada grupo estudado. Para wverificacSo de

diferencas de wmédias obtidas, foi aplicado o teste T de student ( SPIEGEL,

1977 ).



3 - RESULTADOS
3.1 ANALISE HMACROSCoOPICA DAS PLACAS DE PEYER

pas placas de Peyer (PP) dos camundongos utilizados, puderam ser
jdentificadas e enumeradas a olho nu. A lavagem intestinal e a compactscBo das
PP com arido acético possibilitaram a determinacio do tamanho e do nimero de
foliculos das wmesmas.

As PP foram visualizadas como uma massa nodular branca sobre a borda |
antimesentérica, distribuidas irregularmenteao longo do intestino,
representacio diagramitica (Figura 3). 0 tamanho das PP variou conforme o
nimero de foliculos, placas pequenas (0,80 =a > PP ( {,f mm) consistes de um a
dois foliculos e placas majores (1,1 ma ¥ PP ( é,e mm), de qualro a seis.

0 tamanho do intestino delgado dos camundongos do grupo controle e
infectado n3o0 apresentaram diferencas estatisticawente significativas. Os
valores wvariaram de 34 a 40 cm, com media de 34,2 + 1,92, para o5 animais
normais e 36,8 * 1,85 para os animais infectados.

| 0 nimero total de placas de Pever, dos animais provenientes de
coldnias SPF, de B sewanas de idade, variou de 5,8 a 7,8 , com média de &,12 ¢
8,66 (P ¢ ©,05, Tabela 1). Estes mesmos animais, quando mantidos em biotério
convencional {(n3o0 SPF) por sete dias, tiveras suas PP aumentadas ea numero,
com média de 7,0 % 9,98 (P ( 0,85, Tabela 1). Cow o objetivo de avaliar esse
aumento no numero de PP, os mesmos animais foram mantidos por 13, 3¢ e 259
dias em condigdes convent-ionais. 0Os animais que permaneceram 15 e 3¢ dias
naquelas condigdes, tiveram um ‘aumento no ndmero de PP diretamente ™~
proporcional ao seu tempo de permanéncia. Esses tivram suzs PP aument adag;?

para 7,4 * 1,12 e B,2 ¥ @,64, respectivamente (P ( ©,85 figura 4). Os animails
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que permaneceram 259 dias em biotério convencional , apresentaram uma veducao

no nimero de PP, com meédia de 6,6 % 1,2, Essa média nao difere daguela obtada,
com as PP de camundongos SPF, de B semanas de idade (Figura 4). O tamanho e o
nimerp de {foliculos desses mesmos animais, n3o apresentaram  variagoes
estatisticamente significativas, durante a perzanéncia naguelas condi¢Oes,
embora haja uma tendéncia de aumento no tamanho das PP nos 3@ primeiros dias (
Figura 5 3.

Os canmundongos infectados com Trypanosoma cruzi tiveram no sétimo
diaﬂ de infecgdo, suas placas analisadas. Tanto os aniwais mantidos en
i'sol'adbr, gquanto aqueles mantidos ewm condigbes convencionais, apresentaram uma
redugao dﬁ numero de PP para 4,85 * 8,83 e 5,29 * 1,25, respectivamente ( P

( ©,05, tabela 2). Esses animais apresentaram também diminui¢3o no tamanho

(Figuras éa e 7a } e uma tendéncia de diminuig3o do nimero de foliculos de

suas placas (Figura 7b).

3.2 - ANALISE HISTOLOGICA DAS PLACAS DE PEYER £ DO BACO PELA COLORACAD

HEMATOXILINA - EDSINA ( HE )

fs placas de Peyer (PP} consistem de agregados linfdi_des conhecidos
como {foliculos. Cada placa esta dividida em quatro regibes - Centro
Germinativo (CG6), 4Area Folicular (F) , Area Parafolicular (PF) e Area de

Cupula (C)} (ABE & ITO , 1977), Figuras i, B e 10

Cada placa conti-rz_ha de § a & CG, bem desenvolvidos. 0 CG consiste

de uma zona Clara e uma zona escura (ABE & 170, 1977}, comum nos orgios_

linfdides secundarios, que pode ser observado nas figuras i, B, 9, 1¢ ¢ 11
aparéncia clara € devido a uma abundincia relativa de células reticulares com

linfdcitos grandes espalhados entre elas (ABE & ITO, 1977). A =zona escura,

o
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localizada mals proxima da camada muscular ( CM ) tem esta aparéncia devido a
crande concentrag3o de grandes linfocitos com citoplasma basofilo, (ABE & 170,
1977}, figura |

A rela¢do entre peguencs e grandes linfocitos existentes no €6 de PP
de animals normais e infectados & mostrado na figura 12. Nesta figura, podemos
ohservar que placas de Peyer do ileo de animais normais apresentam 6,25 wvezes
mais linfocitos grandes em relacg3o aos existentes nas placas de Peyer do
‘undeno-jejung. is PP de animais infectados com Trypanosoma cruzi,
apresentaram um aumento significativo de grandes linfocitos em relagio a
jinfocitos pequenos existentes no CG de PP de aniwmais do grupo controle (4,4
vezes para PPDJ e 1,9 vezes para PPI).

#i area folicular circunda o centro germinativo, especialmente 3 zona
clara, (Figuras 1, 9 e 11) Esta ;'rea ¢ densamente povoada cOm Ppequenos
linfocitos, uns poucos linfocitos grandes s3o observados { ABE & 170, 1977).
A area folicular das placas de Pever do ileo provenientes de animais normais,
apresentaras ur ausento de B8BX na quantidade de grandes linfocitos
em relagao a area folicular de placas do duodeno -jejuno {(Figura 13 ).
Esta area como a parafolicular n2o puderam ser distinguidas nas PP dos animais
infectados (Figuras 14 a 17).

Os bag¢os dos tamundongos infectados sostraram uma redugdo de 18X na
relagio polpa branca/ orgdo, comparado com bagos de animais normais (polpa

branca/orgdo = 50X) , figuras 18 e 19 .



3 3 - AVAL 1ACKD DA EXPANSED POLICLONAL EM CAMUNDONGOS INFECTADOS COM  TYruypanosoma

cruzi

Sete dias apos a infecgB0 , foi realizada a contagem de PFC no bago
e nas PP do duodeno - jejuno e ileo, para Igs totais e IghH.

Na figura 2@, acha-se representado o perfil dessa contagem de
linfdcitos B (nimero de PFC / 18 células de bago) em animais infectados. Nesta
figura, podewos observar que no cétimo dia de infec¢Bo, hia um aumento
significat ivo no numero de PFC - Yg Totais e de PFC 1gM quando comparados com
o PFC de bacos de animais normais. 0 nimero total de celulas secretoras de
Igs no bago de animais infectados , foi de 1000 x 10 e o de celulas secretoras
de IgH, 27¢ w 1@& . Estes wvalores sio 3.7 e 5.6 vezes  ma1i0res,
respectivamente, aos encontrados €m animals NOrmals.

Os resultsados do numero de PFC com células de placas de Peyer - do
duodeng -~ jejunc {F¥ou: @ placas de Peyer do ileo (PPI) estdo representados na
figura 21. O numero de cé‘issl)zs secretoras de Igs totais em 18 células de PPDJ
de animais normais, foi de 1841, e o nimero de IgM foi de 282. Em 1® células
de FPDJ de animais infectados 1B&® células estavam secretando Igs Totais e
690 IgH, representando, respect ivamente, um aumento de 3,4 e 1,7 vezes e=m
relac3o aos animais nao infectados. As PPI dos animais normais apresentaram em
1@ células, 1463 secret;;{do Igs Totais e B87¢ secretando IgM, contra,
fespectivamente, £40B e 794 dos animais infectados; com aumento de 1,6 vezes e

diminuicao de 1,15 vezes, enm relac3o aps animais normais.
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3 4 - ANALISE DO NOHERD TOTAL DE CELULAS NUCLEADAS DO BaCO , DE PPDY E PPI

s mudan¢as nos numeros de celulas nucleadas do bacp e de PP,de znimails
normais mantidos em bioterio convencional , ectio representadas na figura Z22.
4s wmudangas decorrentes da infecg30 sfo apresentadas nas figura €3 0 nidmero
total de células do bago aumentou e o nimero de células das PP diminuiu, enm

retaclo aos respectivos orgdos nos animais normais.

3.5 - DOSAGEM DE PROTEINAS € IMUNODIFUSAQ DE OUCHTERLONY

Nossos resultados sugeresm um aumento na concentrag3o de proteinas,
presentes no liquido intestinal, de camundongos infectados, com relag3o aos
normais, SPF ou ni3o. A presenta de i1munoglobulinas nos liquidos intestinais
obtidos feoi comprovada pela técnica de imunodifus3o de OUCHTERLONY (1938)
(tabela 3 ). Ds animais infectados apresentaram reagdes de precipitacio mais

intensas em relacdo aos animais normais ( Tabela 3 ).
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NUMERO DE PLACAS DE PEYER DE CAMUNDONGOS DE 8 E 9 SEMANAS DE IDADE, NORMAIS,
SPF OU MANTIDOS EM BIOTERID CONVENCIONAL POR ATE SETE DIAS.
ANIMAIS N DIAS PPTx PPDJ%x PPIxx
25 o 6,12 + 8,66 3,80 + 0,70 2,40 * 9,58
SPF
69 7 6,50 + 1,13 3,50 ¢+ 9,88 3,00 t 0,70 *
B.C 12 7 7,60 + ¢,90% 3,80 + 1,00 3,20 + 1,00«
N - NUMERD DE EXPERIMENTOS.
»* - VALORES MEDIOS, ACOMPANHADOS DD ERRD PADRX0 DA MEDIA.
*» - DIFERENCA ESTATISTICAMENTE SIGNIFICATIVA EM RELACAO0 AOS VALORES DOS
ANIMAIS SPF, @ DIA ( P 0,05 ).
PPT = PLACAS DE PEYER TOTAIS, PPTDJ = PLACAS DE PEYER DO DUODEND - JEJUND,

PPI = PLACAS DE PEYER DO iLEQ.

SPF LIVRE DE PATOGENDS fSPECiFICﬂS

BEC BIOTERIC CONVENCIONAL ( NXO SPF )
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TAB. 2
NGMERG DE  PLACAS DE PEYER DE CAMUNDONGDS NDRMAIS E INFECTADOS COM
Trupanosoeza cruzi
GRUPD N ] PPDJ PPl
CONTROLE s %% ¥
SPF 7 4,8 + 0,92 3,8+ 1,26 3,86 % 0,858
BC ¢ &,8 % 1,05 3,6 ¥ 1,22 3,2 * @,97
INFECTADD ( 7 dia )
SPF 7 4,8 % 0,69 2,57 + 41,13 2,2+ @,4B«
BC L4 5,2+ 1,26% 3,35 £ 1,14 1,9+ 0,405

s . . e G e g S S S e L

e . . ot e . S i b A e e e A M TR AN Sl T AL i 7= S S

N = NOMERO DE CAMUNDONGOS .
#% = VALORES MEDIDS, ACOMPANHADOS DO ERRO PADRAD DA HeDIA
*» =P ( 0,85

PPT = PLACAS DE PEYER TOTAIS;, PPDJ = PLACAS DE PEYER DD DUDDEND & JEJUNO,

pP1 = PLACAS DE PEYER DO iLED
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TABELA 3

ANALISE DOS LAVADOS INTESTINAIS DOS CAMUNDONGOS NORMAIS E IRFECTADOS .

LRUPD UDLLIME [} PROTEICA RFLACXD TMUNDLOGICA

REC (1)} ug/mi PRECIPITACAD
NORMAL Anty - Igil Antl - IgH Anti - IgA
BC a8 664 + + +
18reCTADD 7 1106 34 . ++
NORMAL & 692 + + +
SPF
INFECTAD{J 8 1154 +++ + +4

e s s e St S e e S e A A S . O A . G O o= P 0 e P e . ok i, S Al TR MO A 7 L e = e et i . e g o, - P VY e . . e e e o

{1 CONCENTRAL AD DETERMINADA SEGUNDD HARTREE, 1972. .
IMUNODIFUSXO DE QUCHTERLONY, 1958.
BC = BIOTERICY CONVENCIONAL, SPF = LIVRE DE PATOBENOS ESPECIFICOS.

+, +,++ e +++ = ARCO DE PRECIPITACXO CONFORME INTENSIDADE DA REACAD

-



FIGURA § . Esguema de uma 'biaca de Peyer .GL, centro germinativo claro; GD,centro

germinativo escuro; F, drea folicular; PF;, area parafolicular; €, cupula; V,

viiosidade; MC, camada muscular. Redesenhado de Abe & Ito, Arch. Histol. Japan.,

40:(5), 4@7-20, 1977.
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FIGURA 2. Placas de Peyer de ruminantes. PPj (A), PPi {B)_Cupula (C), foliculo
B §
(F),drea de células T interfolicular (T). Redesenhado de Landsverk et =alii,

Vet . Immunol . Immunopathol .P8:1-16,1951.
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FIGURA 3 - Distribuic3o das placas de Pevyer, ao longo do intestino delgado, de

camundongos norrais e infectados ( sétimo dia de infecg3o0 ). (@) = animais

normais SPF, (b)) = animais ig;jfectados SPF, (c) = animais normais nao SPF e (d)

animais infectados n3o SPF. (n) = & animais por grupo. B = duodeno, I= 1leo.



MHumero de PP

(23)

10

30

W erpJ PPl

FIGURA 4 - Numero de placas de Peuer de camundongos normais, wmantidos em

biotério convencional.
{n} = Nimero de¢ animails.
] = ( P{ ©.05, em relagi3o aos animais do grupo @ dia ).

PPT = Placas de Peyer totais, PPDJ = Placas de Peyer do Duodeno - Jejuno e

PPI = Placas de Peyer do ileo.
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FIGURA 5. - Tamanho (a) e numero de foliculos (b) das placas de Peyer de
camundonges normais, mantidos em bioterio convencional. Nimero de ahimais, wvide
-?igura 4. PPBJ = Placas de Peyer do duodeno - jejuno, PPl = Placas de Peyer do

ileo.
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FIGURA & - Tamanho (a) e u‘ﬁ.mem de foliculos (b) de placas de Pever do duodeno =
jejuno ( PPdj ) e do ileo { PPi) de camundongos normais e infectados com 7.

cruzi, mantidos em biotério convencional. N = & animais por grupo, (%x P ( @ €3).
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FIGURA 7 - Tamanho {3) e do niumero de foliculos (b) das placas de Pever de
camundongns SPF  normals e infectados com Trypanosoma cruzi ( setimo dia de
infec¢ao ). Numero de animais igual a & por grupo.

* = Niferenga significativa em relacio aos animais normais ( P { 8.5 ).
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em que se observa um corte transversal de uma placa
quatro foliculos. Camundongo normal. Vé-se o centro
folicular (F), a drea parafolicular (Pf), a cdpula,

camada muscular (MC). Note que o0s r(ompartimentos

celulares est3o bem delimitados. Coloraciv pela hematoxilina - eosina.

Aumento 64X.
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FIGURA ¢ - Micrografia mostrando detalhe de um foliculo de placi de Peyer do
jejuno de wum camundongo normal, evidenciando a =zona clari do centro
germinat ivo (GLY e a drea folicular (F). Coloracao pela hematoxilina

epsina. Aumento 512 X.
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FIGURA 1@ - Hicrografia de uma secclo longitudinal de placa de Peyer do ileo
de camundongo normal. Acham-se visiveis dois foliculos. 0 centro
germinativo (G), area folicular (F), parzafolicular (PF) ¢ a regilo de
cdpula (C) est3o bem demarcadas. Observa-se ainda as vilosidades (V) e a

camada muscular (MC). Colorac3o pela hematoxilina - eosina. Aumento &4 X.
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FIGURA 11 Micrografia de um foliculo de placa de Peyer do ileo, de unm
camundongo normal. Vé-se a delimitagd nitida existente entre a zona clara do
centro germinativoe (GL) e a regio folicular (F). Coloragdo pela

hematoxilina — eosina. Aumento S1P X
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FIGURA 12 - Percentagem de grandes linfocitos presentes no centro germinativo
de placas de Peyer, de camundongos normais {(a) e infectados (b} ( <étimo dia
de infecg3o ), mantidos em biotério convencional, PPDJ = Placas de Peyer do

duodenc - jejuno, PPl = Placas de Peyer do ileo. 4rea analisada = 97B,5 mn%
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FIGURA §3 - Percentages d;:granﬁes linfocitos presentes na area folicular de

placas de Peyer do duodeno - jejuno EPPdj, (a)l e de placas de Peyer do 1ileo
[PPi, ¢(b}] de camuﬂdongoé norsais, SPF de 8 semanas de idade.

Area analisada = 170,90 mmﬁ
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FIGURA 15 - Micrografia de um foliculo de placa de Peyer do jejuno de um
camundongo  infectado com Trypanosoma cruzi (sétimo dia de infecgaon). Esta
micrografia ilustra a falta de demarcagip gque ccafre. entre a area foplicular
e o centro germinativo (G}, decorrente do processo infeccioso. Coloragio

pela hematoxilina - ecsina. Aumento Sif2 X.
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FIGURA 16 - Micrografia de um corte Jongitudinal de placa de Peyer do 1ileo

de um camundongo infectado com Irypanosoma cruzi (sétimo dia de infecc¢do),

mostrando os compartiment os celulares nio definidos. Camundongo C354BL/6

infectados com Trypanosoma <ruzi { setimo dia de infecclo ). Camada muscular

(MC). Coloracdo pela hematoxilina - eosina. Aumento 44 X,
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FIGURA 17 - Micrografia de um foliculo de uma placa de Peyer do ileo de um
camundongo infectado com JTrypanosoma cruzi ({setimo dia de infec¢ao),
mostrando que o animal infectado, apresenta o centro germinativo e a drea

folicular n3o definidas. Coloracio pela hematoxilina - ecsina Aumento 512 X.
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FIGURA 18 - Micrografia de um corte longitudinal de parte de um bago de
camundongo normal. Polpa branca (PB) circundada por polpa vermelha (PV).

fspecto normal. Coloragdae pela hematoxilina — eosina. Aumento 64 X.

43
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FIGURA 19 -~ Micrografia de um corte longitudinal de parte de um bigo de u=m

camundongo infectade com Trypanosoma truzi (sétimp dia de infec¢de). Polpa

branca {(PB} e vermelha {(PV) mal definidas. Coloracio pela hemtoxilina-

eosina. Sumento 64 X.
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FIGURA 2@ — Numero de ééla!as formadoras de placas por bago de camundongos

norsais e infectados { sétimo dia de infecgdo ), wantidos em  bioterie

convencional . # P { .83 ( n = & animals por grupo ).
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FIGURA 21 - Numero de celulas formadoras de placas ( x 10 células de placas
de Peyer do duodeno - jejuno { a ) e do i1leo ( b ) de animails nhormais e
infectados [ 7 dia de infec¢80 1, mantidos em condi¢bes convencionais. % P

{ 2.85. {( n = & animals por grupo ¥ .
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FIGURA 22 - Numero total de células nucleadas por bago (a} e por placas de

Pegyer (b) de camundongos normais, mantidos es condigdes convencionais.

* P {9.05 n = 6 animais por grupo.
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FIGURA 23 - Nimero de células nucleadas por baco {a) e de placas de Peyer (b), de
camundongos normais e infectados ¢ 7 dia) , mantidos em condi¢Oes convencicnais; .

* P { @ @853, 6 animais por grupo.
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4 & DISCUSSED

-~

& existéncia de reas0es cruzadas, a imensa diversidade dos anticorpos e
a detecg3o de anticorpos naturais multiespecificos corroborarzs com 2% ideias
de JERNE ( 1974 ) apontando para uma etapa de novas abordagens , centrada no
entendimento de uma ficiologia do sistema imunolédgico.

No entanto, uma quest3ao adquire importancia critica guando se opta por
estudar o© sistesa imunoldégico, sob essa perspectiva: como wedir na pratica as
atividades internas do sistema imuncoldgico, se a metodologia tradicional wutiliza
quantificacoes "especificos” para antigenos 7

A resposta para esta questlo , veio pelo desenvolvimento de métodos
voltados para as atividades fisioldgicas do sistema imunoldgico, por exeamplo,
wetodos de determinacio do numero total de células secretoras independentes da
especifidade (BERNABE et alii , §1981).

A estrutura e fung3o dos orgdos linfdides associados &as mucosas
permanecem ainda pouco explorados. A importancia de se estudar, por exemplo, as
placas de Peyer sob o ponto de vista anatomico e inunofirsiclégico diz respeito a
SU3 ASSOCiaCRA0 Com L;in?ecc&es. reagbes inflamdtorias , e processos neoplasices. O
interesse aumenta quando se estuda tumores, freqientemente desenvolvidos nusa
estreita relac3o com o tecido lin fdide associado com mucosas.

Atendendo aos objetivos deste trabalho, partimos inicialmente para 2a
compreensio da organizacido dés placas de Peyer em camundongos normais, wantidos
em condigDes convencionails mou SPF (livres de patdgenos conhecidos), determinando

sey numero, tamanho, nimero de foliculos e distribui¢do, assim como  nimerc de

celulas nucleadas tolais.

Quanto ac numero, nossos experimentos demonstraram gque 05 camundongos de

8 semanas de idade SPF, possuem cerca de & placas de Peyer, distribuidas
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irreguriamente, a0 longo do intestino delgado e esse numeroc atinge o apice
(19 PP, com media de B,2 + ©,466) quando o5 animais possuen 12 semanas de idade
{figura 4).

CORNES (1965), invest i gando placas de Peyer de intestinos humanos
mostrou que estas atingem o miximo na puberdade (cerca de 248) e declinam com
a idade. Em nossos experimentps, os camundongos mantidos por 25¢ dias em
hictérie convencional, apresentaras PP em ndmero semelhante aqueles de B
cemanas, sugerindc que as PP de camundongos também declinam com a idade,
cemelhante ao que acontece com as PP de humanos.

Estudos realizados com camundongos SPF, mostraram que apos a
exposigao destes animais ac ambiente, as PP aumentam de tamanho (SMITH et
alii, 1987). Nossos resultados demostraram que, a transferéncia de animais SPF
para condi¢Oes convencionals geromove ue aumento no numsero de PP, com uma
tendéncia de zumento no tamanho destas {Tabela § e Figuras 4 e 5). [Este
aumento se deu nos primeiros 3¢ dias de permanéncia naguelas condigbes, e pode
ser devidoe a presenga de uicrorgénisnos que estejar interagindo com o tecido
linfoide de mucosas.

Em diversas espécies, cowmd ovinos (REYNOLDS et alii, 1985; REYNOLDS &
KIRK, 19BY¥; LANDSVERK et alii, 1991 ), bovinos ( LANDSVERK, 1984 ) e suinos (
BINNS & LICENCE, 1983; PABST et alii, 1988, 1990 ), ha dois tipos de Placas de
Peyer, definidos pela localizac®o diferenciada, desenvolvimento , estrutura e
fungio: placas discretas do’duodeno - jejuno e placas longas e continuas do 1ileo
terminal .

As PP do duodeno de humanos comp de camundongos, apresentam-se mais
discretamente do gque as encontradas no jejuno e ileo ( CORNES, 1945; ABE & 170,

1977 ); fato igualmente observado no precente estudo.
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Os camundongos infectados ComR Trypanosoma cruzi (sétimo dia de
infecg3o), mantidos ou nlo em isolador (SPF) exibiram uma reduc3o no nisero e
tamanho de suas FP (Tabela 2 e Figuras 6 e 7). 0 nuimero de foliculos presentes
nas PP do 1leo desses animais sofreram também reduc3o, contriario &s PP do
duodeno - Jejuno, que nio variou o seu numeroc de foliculos em fungio da
presensa do agente infeccioso (Figura 7 b ).

A andlise de PP através da microscopia de luz team revelado a
existéncia de diferencas marcantes entre placas de Peyer do jejuno e do 1ileo
de espécies de mamiferos ruminantes ( CARLENS, 1928 ; REYNOLDS & MORRIS, 1983
;  BINNS & LICENCE, 1985 ; PABST et alii, 1988 ; REYNOLDS & KIRK , 1989 ;
LANDSVERK, 1991, Figura 2 ) e carnivoros ( HogenEsch 8§ FELSBURG, 1992 ). Nio
hd evidéncias para a existéncia de diferencas regionais entre PP do homea e
de roedores (CORNES, 19465 ; SOBHON, 1971).

Os resultados do presente trabalho confirmam a inesisténcia de
diferengas vregionais entre placas de Peyer de camundongos , Témeas, da
linhagem isogeénica CS7BL/6 , jﬂé que observamos um padrap morfologite comum
entre placas oo duodeno - jejuno € ileo ( figuras B e 10 ).

A andlise histoldgica dos compartimentos celulares -que constitues
cada placa, revelou que 2 densidade de pequenps linfocitos € wmaior nas areas
foliculares € menor no centro germinativo ( ABE & ITO, $977 ). A andlise
realizada c¢om PP do dunden? ~ jejuno e ileo , revelou que PP do ileo possues
maior numero de grandes linf'é_c-itos. presentes tanto nos centros germinativos,
como nas areas foliculares em relagZo as PP do duodeno - jejuno (?iguras 12 e
13). As PP de animais infectados mostraram profundas alteragdes em sua

citoarquitetuv-a (Figuras 14 a 17) . Os centros germinativos de placas de Pever
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do ilep apresentaram uma porcentages de grandes linfocitos sumentada nos
animais infectados, em relacio 20s animais normais ¢ Figura 12 ).

Realizamos tambem andlise histoldgica dos bagos de camundongos
infectados, gque confirmou o srande comprometimento do orgioc com © processo
" infectioso inicial, ja descrito em estudos de imunoparasitologia. (SANTANA, 199@)
{(figuras 18 e 1% ).

fs wudangas no numero de células nucleadas de bago e de PP totais,
ocorridas durante a permanéncia dos aniwmais em condi¢Bes convencionais ( Figura
22 ), demonstraram um aumento nos 3@ primeiros dias e uma tendéncia de queda com
o avangar da idade. As células de bago aumentaram cerca @ vezes nos animais
infectados ( Figura 23a ), enquanto células de PP diminuiram ( Figura 23b ). D
aumento de ceélulas do bago pode ser explicade pela intenga proliferacio de
linfocitos B ( Figuras 12, 13 e 28 ) que ocorre na infecg3o experimental pelo
Trypanosoma  cruzi( MINOPRIO, 1986 ), 33 a diminui¢3o do numero de ceélulas de PP
pode ser explicado pela reduc3o do nimero e tawanho destas , citado
anteriormente.

A respeito da imunidade da mucosa intestinal de camundongos, os estudos
tem se concentradc na determinac3o guantitativa de imunoglobulinas,
particularmente 1gA, presente nas secrecbes intestinais. Nossos resultados, ainda
que de natureza semiquantitativa, sugerem que os liquidos intestinais de
camundongos infectados posssuem uma concentrag3o maior de proteinas associada a
uma maior concentracao de IgA em relacio aos camundongos normais.

& analise do PFC de células de PPDJ e PPI , de camundonéos normais
indicam que a produ¢3o de Igs difere nos dois sitios. 0 aumento do nimero de

PFC encontrado nas PPl de camundongos infectados, para lgs totais, e reducio

possa estar

do numero de PFC para IgM sugerem que o fendmeno de switch



intensificado nos animais infectados cos T, cruzi ( Figura 2fb ).

De um modo geral , procuramos demonstrar que & possivel uma correlagao

da ativag@o policlonal, observada na fase aguda da doenga de Chagas, ao nivel do

baco, linfonodos, e ao nivel da wmucosa intestinal, particularmente nos

compartimentos de linfdcitos T e B presentes nas placas de Peyer, de

ramundongos C[57B1/6, causando profundas alteragBes na citoarquitetura destes

orgaos linfoides



5 - CONCLUSOES

{ - HNip hd evidencias para diferencas morfoldgicas entre placas de Peyer do

duodeno-jejuno e ileo de camundongos:

2 - #As placas de Peyer de camundongos provenientes de coldnias S.P.F., aumentam

em niémero guando estes snimais sHo transferidos para condi¢bes convencionais ;

3 - 0s centros germinativos e dreas foliculares de placas de Peyer do 1}
possues . gquantidade wmaior de grandes linfocitos em comparagic aos centros

germinativos e areas foliculares das placas de Peger do dusdeno - jejuno;

4 - Placas de Feyer do duodeno — Jejuno e do ileo respondem de maneira diferente

a2 infecgaoc pelo Trypanosoma Cruzi;

5 - 0s linfdcitos de placas de Peyer de camundongos no setimo dia de in?eccﬁq
pelic JIrypanosoma cruzi estio aumentados e ativados, possivelmente de natureza

policlonal;

6 - As placas de Peyer de animals infectados com Trypanosoma cruzi apresentam uma

reducio significativa no ndmero e tamanho;

7 - & andlise e utilizac3o de algumas caracteristicas dos centros germinativos
das »laras de Peyer podem favorecer o entendimento das interacdes, fun¢oes e o

papel destes na resposta humoral global do sistema imuno%égico.-



6 - HESUMO

0 estudo da atividade a1munologica scb a otica de um sistema
fisioldgico tem sido pouco explorado e isto fica mais evidente com respeito zo
papel do tecido linfoide associado as mucosas, gque ja se demonstrou ser o
maior produtor espontdneo de imunoglobulinas dos mamiferos e as placas de
Peyer, agregados linfoldes distribuidos ao longo do intestino delgado e
grosso, tomam importante papel neste processo. Paradoxalmente em ruminantes
existem dois tipos de placas de Peyer; placas do jejuno e do 1leo,
distinguidas pela sua arquitetura, composigho de linfdcitos e ontogenia.

Un aspecto central na abordagem de Jerne ap sistema imunoldoico, €
gue um distdrbic desencadeado pelo antigeno afets wuito mwais linfocitos gue
aqueles capazes de 1nteragir diretamente com o antigeno, e a ativaglo
policional € um bom exemplo disso. A ativagio policlonal de células Be T ¢
muito freqiente em diferentes processos infgcciosos. Este fendmeno jd esta bem
estabelecido na infeccdo experimental pelo Trypanosoma cruzi, onde se observa
uma maciga proliferac3o de celulas B no bago e nos linfonodos. Neste trabalho,
camundongos CO7BL/6  infeciados com 7. cruzi ou ndo, tiveram suas placas de
“zjer analisadas gquanto ao numero, tamanho e distribuigde; submetidas a
analise histoldgica e processadas para a determinagao do numero de PFC
reverso, c¢om hemacias sensibilizadas com proteina A. 0Os resultados do numero
de PFC reverso, realizado no setimo dia de infec¢do, utilizando linfocitos de
placas de Peyerdo duodeno - jejuno e de placas do ileo, demonstraram gque estes
estao aumentados e ativados, possivelmente de natureza policlonal no sétimo
dia de infecgdo

A andlise histolodgica deplacas de Peyer de camundongos normais nao

evidenciaram & existéncia de diferencas na arquitetura entre as mesmas, Como



descrito em ruminantes, embora os centros germinativos e as dreas foliculares
de placas localizadas no ileo, possuam quantidade maior de grandes linfocitos
em comparagaoc aous centros germinativos e areas foliculares das placas de Peyger
do duodeno-jejuno. Os animais infect ados apresentaram os centros germinativos,
ag areas ¥Foliculares e parafoliculares, tanto de placas do duodeno- jejuno
como do ileo, alteradas em sua citoarquitetura. As placas de Peyer destes

animais apresentaram ainda, uma redugdo significativa no numeroc.
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