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0 que foi , é o que ha de ser ; e ©
que se fez, 1ssc se tornara a fazer:

nada ha, pois,novo debaizo do sol.

Eclesiastes - 1:8
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INTRODUC (CAZEO

C estudo das infecgoes parasitarias tem, longa
data, chamado a atengao dos pesquisadores para a prolongada per
sistencia dos parasitas em locais acessTveis 3s mais diversas de
fesas organicas do hospedeiro , sem contudo haver uma eliminacao
dos mesmos (Dineen - 1963 a ; Dincen ~ 1963 b ; Damian - 1964 |
Capron et al — 1968 ; Smithers et al - 1969 ; Capron - 1970}.

A resistencia demonstrada pelos hospedeiros as
reinfecgoes ou reinfestagcGes por parasitas e igualmente conhecida
de lTonga data e explicada entre outros mecanismos, atraves dos an
ticorpos circulantes que favorecem a eliminacdo dos novos agentes
invasores (Smithers et al - 1969 ; Capron - 1970).

Assim sendo, uma suposta tolerancia imunoldgi
ca para explicar o prolongado parasitismo pode ser afastada, uma
vez que a produgao de anticorpos contra antigenos do parasita foi
demonstrada através de inUmeras técnicas imunolGgicas por diver
sos autores (Dineen - 1963 a ; Dineen - 1963 b ; Capron et al
- 1968 ; Smithers et al - 1969 ; Desowitz - 1970).

No entanto, @ de se supor que nem todos os cons
tituintes do parasita estejam participando na estimulacao imunold
gica do hospedeiro, ja que poderia haver a eliminacdo do mesmo pe
los anticorpos produzidos, e fatalmente alterar o equilibrio hos
pedeiro-parasita em prejuizo deste Uitimo (Dineen ~ 1963 a ;
Dineen — 1963 b ; Damian - 1964 ; Smithers et al - 1968 ; Capron
- 1970 ; Soulsby ~ 1970).

Este fato tem levado os pesguisadores a procu
rar identificar aqueles ant¥genos que permitem a convivéncia do
parasita com o hospedeiro e os mecanismos através dos quais o pa
rasita pode apresenta-los acs seus hospedeiros, intermediarios ou
definitives (Dineen - 1963 a ; Dineen - 1963 b ; Damian - 1984,
Capron et al - 1968 ; Smithers et al - 1969 ; Capron - 1870},

0s resultados destes trabalhos evidenciaram &
existencia de antVgenos do parasita comuns aos do hospedeiro
que seriam adquiridos atraves de mutacfes ao acaso (Damian - 1964)



ou atraves da indug¢3o imposta pelo hospedeiro (Capron et al - 1969,
Capron = 1970) ou simplesmente pela adsorcio na superficie do pa
rasita de antTgenos do hospedeiro (Smithers et al - 1969).

Estes dados vieram demonstrar gue @ possivel a
camuflagem do parasita com antigenos do hospedeiro, passando este
a encara-1lo como "propric”, permitindo pois a sua sobrevivencia
apesar dos anticorpos 17ticos produzidos nas primeiras fases da
interacao hospedeirc-parasita e responsaveis pela eliminagac dos
novos invasores (Capron et al - 1968 ; Smithers et al - 1969,
Capron ~ 1970).

Estes achados justificam as melhores associa
goes naturais como sendo aquelas evoluindo para uma simbiose en
tre 0o hospedeiro e o parasita {Capron et al - 1968}.

Estas observacoes verificadas nas helmintTases,
embora nao nas protozoonoses, podem ser também verdadeiras nestas
infec¢cdes, permitindo a manutenc3o do binomio hospedeiro-parasita,
ja que pelo menos em tres especies : Trypanosoma brucei , Trypano
soma congolense e FPlasmodium knowlesi, estao demonstradas varia
¢oes antigenicas sem alteragdo visivel da estrutura celular(Brown
- 1969).

Sao conhecidas ha mais de 50 anos a variacao
antigenica do "tipo brucei”" (Brown et Williamson ~ 1962 ; Brown
- 1969) em que se demonsira mediante provas de agiutinagao, lise,
protecao e precipitacido, as diferengas entre as formas iscladas
dos surtos parasitemicos. Tambem foram demonstradas variacgces sg
melhantes no Trypanosoma congolense e na malaria dos macacos
(Brown - 1969).

Diferencas morfoldgicas e antigenicas também
foram verificadas em outros tripancosomas africanos ( Trypancsoma
congolense , Trypanosoma vivax € Trypanosoma rhodesiense } onde
se sugere um envoltorio protetor nas formas tripomastigotas, ing
xistente nas formas epimastigotas do vetor (Vickerman -~ 1968).

Na tripanosomiase americana , os estudos sobre
os antigenos do Trypanosoma eruzi , iniciados por Guerreirc e Mg
chado tem sido orientados na maioria das vezes no sentido
de estabelecer tEcnicas diagnOsticas para 2 doenga de Chagas, ape
sar de diversos autores chamarem a atencdo para o papel desempe




nhado pelos antigenos do parasita na patogenese da doenca (Vianna
- 1911 3 Torres - 1917 ; Okumura et al - 1960 ; Muniz - 1962 Piz
zt - 1963 ; Repka - 1973).

Assim sendo, as informagces a respeito dos cons
tituintes do Trypanosoma cruzi $30 escassos e seus efeitos $0
bre a patogenia da doenca desconhecidos (Repka - 1873).

Objetivando um melhor conhecimentec da relacao
hospedeiro-parasita na doenga de Chagas, onde a prolengada persis
tencia do parasita na intimidade dos tecidos do hospedeiro pode
ria sugerir variacoes antigenicas do Trypanosoma eruzi ocorrendo
in vivo, e seguindo a orientagao dos peritos da Orgamizagdo Mundi-
al da Saude (0.M.S5. - 1960 ; 0.M.5. - 1962 3 0.M.5. - 1965) e de
numerosos autores (Soulsby - 1963 - 1970 ; Brown - 1969 ; Kagan
~ 1967 ; Tagliaferro ~ 1969 ; Capron - 1970 ; Desowitz - 1970
Repka - 1973) , os quais insistem na necessidade do conhecimento
dos antigenos dos parasitas e de suas acoes sobre o hospedeiro pa
ra uma compreensao do equilibrio existente entre os dois organis
mos; empreendemos o estudo de um extrato das formas de cultivo
do parasita.

i Desta maneira, propusemo-nos a estudar os efei
tos de um extrato das formas de cultivo do Trypanosoma cruzi S0
bre a atividade fagocitaria do Sistema Mononuelear  Fagocitdrio
(5.4.F.), denominacao atualimente proposta por Langevoort et al
(1970) para o sistema Reti{culo~Endotelial (Aschoff - 1924), e as
suas relagoes com a resposta imunitaria do camundongo.

0 primeiro estudo se prende ao fato de haver
intensa participacao deste sistema na historia natural da doenca
de Chagas, onde o macrofago aparece nao somente comc eliminador
do parasita, mas tambem como c&lula onde ocorre a multiplicacio do
mesmo (Chagas - 1909 ; Dias Emmanuel - 1932 ; Romana-1943 ; Pizszi
et al - 1954 ;| Tagliaferro et Pizzi - 1955 ; Coble et Singer -1960;
Muniz - 1962 3 Tagliaferro - 1969 ; Kierszenbaum et al - 1974,

Qutrossim, sao conhecidos pelos estudos de Sa
Laman et Wedderburn ~ (1969) , Salaman - (1970} . Greenwcod et al
- (1971 a 5 1971 b) , Goodwin et al - (1972) , Freeman et al -~
(1974) . Howard et Najarian - {1974 a ; 1974 b) , Peled et Haran
~Ghera - (1974) , Murray et al - {1974) , Lima Pereira - (1974) ,




efeitos imuno-supressivos em hospedeiros infectados por virus, plas
modios ou tripanosomas ; de maneira que justifica-se verificar se
na tripanosomiase americana, ocorrem fenomenos identicos na res
posta imune a antigencs aparentemente ndoc relacionados.

0 nosso trabalho propoe-se portanto a estudar
em camundongos, o efeito do extrato obtido das formas de cultive
do 7Trypanosoma cruzi , Sobre o S.M.F. e a resposta imune des
tes animais a hemacias de carneiro.




Il -~ MATERIAL E METODOS

I7.1 - Animats -~ Lamundonges "Swiss”, de 25 a 30 gr, criados

Ir.2

I7.3

em nossc Bioterio.

Carbono Coloidal - A preparacao de carbono coloidal
nos foi cedida pelo Dr. Guido Biozzi. Obtide da Gun

ther—-Wagner , Hanover , identificada como preparacic
C11/1431 a, contém 64 mg/ml de carbono coloidal com
partTculas de 250 A de tamanho , suspensas em gelati
na de peixe a 1%.

Determinagao do indice de Fagoeitose - K -~ O Tndice

de fagocitose (K) foi determinado conforme indicagio
de Biozzi et al - (1954). Os animais foram dinocula
dos endovenosamente com 8 mg de carbono coloidal para
cada 100 gr de massa corporal , e sangrados a interva
los de 2 , 5 , 10 , 15 e 20 minutos apds a inocula
g¢ao, por puncao do plexo venoso retro-occular , com pi
peta calibrada a 0,25 ml.

As amostras de sangue foram diluidas em 2 m}
de solugcdao aquosa de carbonato de sddiec & 1/1000 e as
absorbancias destas diluic¢bes , determinadas a 640 myu
de comprimentoc de onda em espectrofotometro Colleman
Jr., cubetas 12 x 75 mm.

0 Tndice de fagocitose - K - , que expressa a
velocidade de depuracao do carbono coloidal , foi ob
tido determinando-se o coeficiente angularda reta tra
cada, colocando-se nas abcissas, em escala aritmetica,
os tempos de sangria ; e em ordenadas, em escala logs
ritmica, as respectivas concentracles de carbone , ou
simplesmente as absorbancias das amostras.

A eq&agééique rege o fenomeno, segundo Biczsd
et al - {1954) estabelece

leg €, - log €

At



onde
fog C; = logaritmo decimal da concentragao do
carbone no tempo 1
log C, = logaritme decimal da concentracao do
carbono no tempo 2
At = intervalo de tempo decorride entre i,
g tzs
II.4 - Determinagdo do indice de Fagocitose corrigido = o -

0 Tndice de fagocitose corrigido («) foi obtido atra
ves da equacdo estabelecida por Bioszzi et al - (1953)

a 0
onde
Ma = massa do animal
Mo = somatoria das massas do figado e do bago.

ITr.5 - Extrato bruto das formas de cultive do Trypanosoma cruzl
- EBTC - 0 extrato bruto das formas de cultivo do T.
eruzt (EBTC), foi preparado segundo o método descrito
por Repka - (1973).

Formas de cultivo do 7. ecruzi, cedida pelo Dr.
Mario Camargo, do Instituto de Medicina Tropical de
$30 Paulo, mantidas em nosso laboratorio em meio LIT,
foram lavados trés vezes em solucao de NaCl 0,15 M
AlTquotas de 10 ml das suspensdes contendo 56 x 106
tripanosomas/m1 foram centrifugadas a 1700 g durante
15 minutos a 5° . 0 sedimento ressuspenso em 10 ml
de uma solucio aquosa de desoxicolato de sodioa0,1%,
recentemente preparada, fol incubada em banho de gelo
durante 10 minutos.

A seguir, as suspensoes foram dialisadas du-
rante uma hora, com agitacao constante em banho de ge
1o, contra um litro de solugdo de NaCl 0,15 M , renc-



Ir.g =

Ir.z -

IrT.8 -

vada apos 30 minutos.

0 material foi entdo centrifugado a 5° , 3020
g, durante 15 minutos. 0O sedimento foi desprezado e
0 sobrenadante rotulado Extrato EBruto de Trypanosoma

eruzi (EBTC), distribuido em aliquotas de 5 ml e con

servado a ~200

Dosagem de proteinas ~ A dosagem de proteinas no EBTC

foi feita pela reac¢ao do Biureto, seqgundo Weichselbaun
(1946). '

Hemdcias de Carnetiro - H.C. - Hemacias de carneiro re

cothidas em solucao de 4lsever, foram lavadas 3 vezes
em solucao de NaCl 0,15 M e posteriormente ressuspen
didas na mesma solucdo de modo a obter 10°% ceélulas/ml
por determinacao espectrofotometrica a 450 my de com
primento de onda, em aparelho Collemann Jr. , cubetas
12 x 75 mm.

Posteriormente foram preparadas diluigoes, tam
bem em solugdo de NaCl 0,15 M, contendo 108 celulas em
0,2 ml de solugao, para inoculacac endovenosa.

Imunizagao dos animais - Animais tomados ao acaso ,

machos e femeas, foram colocados em caixas de plasti
cos, separados em animais do mesmo sexo e alimentados
ad Tibitum.

0s animais receberam apenas uma dose do EBTC
e/ou HC por via endoevenosa (veia da cauda) e quer se
ja o EBTC ou as hemacias de carneiro, em volume cons
tante de 0,2 ml.

II.9 - Determinagdo do titulc das aglutinings - 0s animais fo

ram sangrados por pungao cardiaca sob anestesia pelo
cloroformio. Os soros foram separadose o "conjunto” dos
soros dos animais do mesmo grupo experimental estoca
dos em frascos a -20°



IrT.10 -

Ir, i1 -

0 titulo das aglutininas foi determinado em
Tamina escavada , com 0,3 ml da diluicdao dos soros em
solugao de NaCl 0,15 M e 0,3 ml de uma suspensdo de he
macias contendo 2 x 10° glgbulos/ml também em solugdo
de NaCl 0,15 M.

Determinagao do miumero de células esplénicas formadoras

de rosetas - Determinou-se o numero de cels formadoras

de rosetas segundo a técnica de Biozzi et al (1966).

Cada grupo experimental constou de 10 animais.
Procedeu-se a subdivisao dos grupos em dois subgrupos
de cinco animais. Dos bacos destes cinco animais fez
-se um "eonjunto” de células esplenicas no qual se de
terminou ¢ numero de células formadoras de rosetas. 0s
resultados foram expressos em niumero de cels formado
ras de rosetas/1000 cels esplenicas (Biozzi et al - 1968).

H

Téenicas Histologicas - Fragmentos do baco e do figado

dos animais foram fixados em formol 10% e processados
segundo as técnicas histoldgicas habituais. As colora
¢oes foram feitas pelo hemalume - eosina.




IIT - RESULTADOS

IIT.1 - Efetto do EBTC sobre a depuragio sanguinea do car

bono coloidal - Com o objetivo de verificar a agao
do EBTC scbre a depuragdo sanguinea do carbono co
Toidal, animais foram inoculados com 240 pg de pro
teina do EBTC em 0,2 m1 e os Tndices K e o foram
determinados apos periodos variaveis de tempo.

Os resultados obtidos, indicados nas figuras
1 e 2, representam as médias de 5 animais , com os
respectivos desvios padrodes.

0,020-

0,010 -

B

01 5 10 15 20 25 Dias

FIGURA 1 - Efeito do EBTC sobre a atividade fagoeitaria do SHF
do camundongo. Em abcizsas os dias decorremtes apds
a tnoculagao do EBTC e em ordenadas o indice K.
0 intervalo entre as linhas pontilhadas corresponde ao

desvio padrao da média dos animaie normais.
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FIGURA 2 - Efetto do EBT(C sobre a atividade Ffagoeitaria do SMF

do camundongo. Em abetissas os dias decorrentes apds
a itnoculagao do EBTC e em ordenadas o indice o.
0 intervalo entre as linhas pontilhadas corresponde o

desvio padrao da média des animais normais.

Nota-se que nas primeiras 24 horas apos a
inoculacao do EBTC , ocorre uma diminuigao da veloci
dade de depuracao do carbono coloidal , a qual & mdxi
ma no 109 dia, normalizando-se a partir do 200 dia.

A verificacao da massa dos orgdos , figado e
bago, determinada apos a depuracdo total do carbono
e logo em seguida ao sacrificio do animal pela anes
tesia por eter, revela uma hepatomegalia no 100 dia
apos a inoculagdao e uma esplenomegalia no 10 dia apds
a inoculacao do EBTC (figuras 3 e 4).
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FIGURA 3 = Efeito do EBTC sobre a massa do figado do eamundongo.
Em abeissas os dias decorrentes apos inoculagdo e em
ordenadas as massas dos orgaos em gramas.

0 intervalo entre as linhas pontilhadas corresponde ao
desvio padrao da média dos animais novmais.
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FIGURA 4 - Efeito do EBTC sobre a massa do bago do camundonge .
Em abeilssas os dias decorrentes apds inoculagde e em
ordenadas as massas em gramas dos Orgaos.

O intervalo entre as linhas pontilhadas corrssponde ao
desvio padrac da média dos animais normais.
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III.2 - Efeito de diferentes doses do EBTC eobre a depura-

gac sanguinea do carbono coloidal - Obtidos estes

resultados, procurou-se estudar o efeito de dife
rentes doses de proféina do EBTC sobre a depuracao
sanguinea do carbono coloidal. Grupos de 5 anima
is foram inoculados com doses crescentes de protei
na do EBTC em 0,2 m1 (30 ug a 240 nug) e procedeu
-se a depuracao no 29 e 100 dia apds a inoculacdo.
Os resultados, representando as médias de 5 anima
is com 0s respectivos desvios padroes, sao apresen
tados nas figuras 5, 6, 7 e 8.

— — — — —— v v || wovnss  wwawns oo opson) e  w—is iy tnre i e -
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0,010

30 60 120 240 Doses

FIGURA § - Efeito de diferentes doses do EBTC scbre a atividade
fagoceitaria do SMF do ecamundonge no 29 dia apés ing
eulagao. FEm abeissas as diferentes doses e em orde
nadas os indices K.

0 intervalo entre as linhas pontilhadas corresponde ao

desvio padrgo da media dos animais normatis.
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FIGURA 6 = Efeito de diferentes doses do EBTC sobre a atividade

0,010+

fagoeitaria do SMF do camundongo no 29 dia apés ino
culagao. Em abeissas as diferentes doses e em orde

hd - -
nadas os indices u.

0 intervalo entre as linhas pontilhadas corresponde ao
desvio padrao da media dos animais normais.

t f fona-
30 60 120 240 Doses

FIGURA 7 - Efetito de diferentes doses do EBTC scobre a atividade

fagoeitaria do SMF do camundongo no 109 dia apés imo
culagao. Em abeigssas as diferentes doses e em orde

¢ - —
nadas os indices K.

0 intervalo entre as linhas pontilhadas corresponde ao
desvio padrao da media dos animais normais.




ADENDO

Os resultados obtidos, foram submetidos 3 andlise estatistica,

comparando-se as médias, atraves do teste 1. Obteve-se:

Fig. Variavel Dose EBTC Dia T

ug proteina

fig. 1 K 240 10 4,0 p<l%
fig. 1 K 240 15 2,25 p<5%
fig. 2 o 240 10 3,7 p<1%
fig. 6 o} 60 2 3,0 p<5%
fig. ©6 o 120 2 3,6 p<1%
fig. © o 240 2 3.4 p<l%
fig. 7 K 120 10 2,16 p<5%
fig. 8 o 30 10 3,1 p<l%
fig. 8 o 60 10 3,1 p<1%
fig. 8 o 120 10 3,4 p<1l%
fig. 8 o 240 10 2,94 p<5%
fig. 4 massa do baco 240 1 5,0 p<l%

fig. 3 massa do figado 240 10 2,25 p<5%
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FIGURA 8 = Efeito de diferentes dodes do EBTC sobre a atividade
fagocitaria do SMF do camundongo no 109 dia apds ino
culagao. Em abcissas as diferentes doses e em orde
nadas og indices a.

O intervalo entre as linhas pontilhadas corresponde ao

desvio padraoc da média dos animais normais.

Verifica-se nestes resultados que ocorre, no
29 dia apds a inoculagao, uma diminuicdao do Tndice o
apenas as doses superiores a 30 ug (figura 6). Os mes
mos Indices, quando determinados no 109 dia apos a
inoculagao, apresentam resultados diferentes, uma vez
que 0 indice o esta diminuido para todas as doses, en
quanto que o Tndice de K apresenta-se diminuido ape-
nas para as doses iguais ou superiores a 120 ug (figu
ras 7 e 8), mantendo-se dentro dos 1imites normais no
29 dia (figura 5).

Verificou-se tambem nestes animais a hepatome
galia, mais acentuada no 100 dia ap6s a inoculacgao e
sem grandes diferengas consoantes as doses empregadas.
Tais resultados, com os respectivos desvios padroes
das meédias de no minimo 5 animais, estdo representa
dos nas figuras 9 e 11 pela relacac massa do animal/
massa dos 0rgaos.
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FIGURA 9 = Efeito de diferentes doses _do EBT
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IIT.3 - Aepecto histologico do figado e bagoc@ﬁs«xadminis-
tragac do EBTC

ITI.3.1 - Figado - Nitida hiperplasia das ceiulas
de Kupffer no 100 dia apos a inoculacgao,
a maioria com carbono; mantendo-se intac
ta toda arquitetura do Orgac, sem compro
metimento dos hepatocitos, veias centro
lobulares e dos espacos porta. Este aspec
to nao varia perceptivelmente nos demais
dias ap0s inoculacao do EBTC; nota-se no
entanto major numero de macrofagos no 1090
dia apos inoculacao {fotos 1 e 2).

ITI1.3.2 - Bago - Acentuada hipertrofia dos nbddulos
Tinfaticos, devido a proliferacdo da co
roa perinodular, envolvida na periferia
por numerosas celulas possuindo carbono
no citoplasma, sobretudoc no mesmo dia
apos a fnocu]aggo,

No 100 dia apdos a inoculacao , per-
siste o aspecto anterior, porem com cer
ta reducao dos nodulos linfaticos e maior
celularidade da polpa vermeiha., que a co
loracao com azul de toluidina identifica
como devida a plasmocitogenese {fotos 3,
4, 5, 6 ¢ 7).
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FOTOGRAFIA 1 - Aspecto histolSgico do figado do camundongo inocula

do com EBTC (240 ug) no 19 dia apés a inoculagdo.
Aumento -~ 190 =

FOTOGRAFIA 2 — Aspecto histoldgico do figado do eamundongo inocula

do com EBTC (240 ug) no 109 dia apés a inoculagdo.
Aumento = 7190 o
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FOTOGRAFIA 3 — Aspecto histolSgico do bago do eamundongo inocula

do com EBTC (240 ug) no 19 dia apds a inoculagdo.
Aymento - 50 «

FOTOGRAFIA 4 =~ Aspecto histologico do bago do eamundongo inocula
do com EBTC (240 ug) no 19 dia apos a inoculagdo.
Aumerto - 190 x
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FOTOGRAFTA 5 = Aspecto histoldogico do bago do eamundongo inoeula

do com EBTC (240 ug) no 19 dia apés a inoculagdo.
Aumento = o590

FOTOGRAGIA 6 - Aspecto histolégico do bago do camundongo inoceula

do com EBTC (240 ug) no109 dia apde a imoculagdo.
Aumento - 160 =
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IIT.4 - Efeito do EBTC sobre o titulo das aglutininas e on¢

de células esplénicas formadoras de rosetas - Veri

ficando o efeito do EBTC sobre a depuracao da carbo
no coloidal, procurou-se estudar o efeito deste ex
trato sobre a producao de aglutininas e a formacao
de rosetas por parte das c&lulas esplenicas, umavez
que a fagocitose do antigeno, no caso as hemacias
de carneiro, poderia estar comprometida pela agao
do EBTC sobre o Sistema Mononuclear Fagocitario.

Para testar esta hipotese, animais foram ino
culados com doses crescentes do EBTC, de 30 pg a 240
ug de proteina, e receberam em sequida 10°® hemacias
de carneiro tambem por via endovenosa.

No 79 dia apos a inoculacgao, determinou-se o
titulo das aglutininas e a formacdo de rosetas pe-
Tas celulas esplénicas. Os resultados s3o apresen-
tados na tabela I e representam a média de 10 ani
mais para cada grupo experimental.

TABELA I ~ Efetto do EBTC sobre a resposta imunitaria do camun

dongo inoculado com H.C. uma hora apds a inoculagdaodo

extrato

DOSE DE EBTC | NQ DE ROSETAS/ | .=

TRATAMENTO ug  PROT 1000 Cels TITULO AGLUTININAS
Injecao do EBTC segui- 240 1,3 1/128
da 1 hora apos da inje 120 3,3 1/64
gao de 10% H.C. 60 5,6 1/64

30 11,2 1/64

CONTROLE
a) inoculados  apenas .

com 10% H.C. 0 8,3 . 1/64
b) inoculados apenas

com EBTC 240 .5 0
¢) nao inoculados 0 .3 0
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Como haviamos verificado que o maximo de de
pressao da velocidade de depuracao do carbono celoidal,
ocorre no 109 dia apo0s a inoculagdc do EBTC , procura
mos verificar quatl seria o efeito sobre a resposta imy
nitaria do camundongo, se a imunizacio com H.C. fosse
efetuada neste dia.

0s resultados sao apresentados na tabela II
e representam a media de 10 animais para cada grupo ex
perimental.

TABELA II - Efeito do EBTC gobre a resposta imunitaria do camun
dongo inoeulado com H.C. 10 dias apés a inocculagdo

do extrato.

DOSE DE EBTC | N@ DE ROSETAS/ | ..«
TRATAMENTOQ Lg PROT 1000 Cels TITURO AGLUTININAS
Injecao do EBTC segui 240 35,8 1/64
da 10 dias apos da in 120 19,8 1/64
jecao de 10® H.C. 60 13 1/32
30 9 1/64

CONTROLE
a) inoculados apenas

com 108 H.C. 0 8,3 1/64
b) inocutados apenas

com EBTC 240 0,5 0
¢) nao inoculados 0 0,3 0

A possibilidade da ac3o do EBTC ser sobre o
macrofago do S.M.F.,0 qual estaria comprometido para rea
lTizar a fagocitose da hemacia de carneiro, foi testada
invertendo-se a ordem de inoculagdo do antigenc, ou se
Ja, inoculando-se anteriormente hemicias de carneiro e
posteriormente o EBTC. ©Da mesma forma, determincu - se
o tTtulo das aglutininas e a formacao de rosetas pelas
células esplenicas 7 dias apds. Os resultadss sao afi
xados na tabela III representando a média de 10 anima
is para cada grupoc experimental.
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TABELA III - Efeito do EBTC sobre a vresposta imunitdria do ca
mundongo inoculado antes ou apos com 10% H.C.

TRATAMENTO N9 ROSETAS/1000 Cels TITULO DE AGLUTININAS
Injecao do EBTC seguida
1 hora apos da injecao 10,3 1/32
de 10% H.C.

Injegao de 10° H.C. se
guida 1 hora apos da in 19,8 1/32
jecao de 240 ug de EBTC

CONTROLE

a) inoculados apenas
com EBTC 0,8 0

b) inoculados apenas
com 10® H.C. 19,3 1/64

UNICAMP
BIBLIOTECA (ENTRAL
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DI s Cussio

0 efeito do EBTC sobre a depuracao sanguinea
coloidal, estudado com a dose de 240 ug de proteina
s diferentes dias apos a inoculacdo, revelou no 100
timinuicao dos indices K e a, a metade dos valores da
animais normais. Estes valores se normalizaram a par

0 emprego de diferentes doses do EBTC nao al
tera os valores do indice K, permanecendo o mesmo dentro dos 1i
mites normais, guando determinado no 29 dia apds a inoculacgao
No entanto com relacao ao indice a, verificou-se que o mesmo es
ta diminuido para as doses superiores a 30 pg de proteina do

A determinacao destes mesmos indices no 100
dia apos a inoculacado, revela uma diminuicao de K as doses Su
periores a 120 pg e de o a todas as doses empregadas.

Da analise destes resultados verificamos que
o efeitc do EBTC sobre a atividade fagocitaria do S.M.F. , quan
do determirado pelo Tndice K , fez-se no 100 dia apds a inocula
o , onde se nota inclusive o menor desvio padraoc da media dos
Tores do Tndice granulopgxico.

Porem, ao se estudar a atividade fagocitaria
do S.M.r. por mg de tecido hepatoesplenico , atraves do indice
verificou-se que o mesmo esta diminuido nas doses superiores

a 30 pg Ja no 29 dia apos a inoculacao do EBTC.

A determinacac da massa do figado e do baco,
revela uma esplienomegalia no 10 dia apos a inoculagdsc e uma he
patomegaiia no 100 dia, independentemente da dose empregada.

Estes achados explicam a alteragao da rela
a do animal/massa dos orgaos , determinada com diferen
do EBTC, no 29 dia e 109 dia apos a inoculagao do ex

0 estudo histol0gico do baco mostra nitida
hipertrofia dos nodulos 1infaticos, com a proliferacdo da coroa
ar, aspecto este verificado no 10 dia apos a inoculacgao.
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Trabalhos anteriores , utilizando diferentes
cepas de T. cruszi , (Tagliaferro et Pizzi ~ 1955 ; Régo - 1959 ;
Muniz — 1962 ; Pizzi - 1963 ; 4Andrade et al - 1967 ; Lima Peret
ra - 1874} , revelaram aspectos identicos , referindo-se ao au
mento dos nodulos Tinfaticos e ao estado de replecdo sanguinea
dos seios venosos, permitindo o destaque dos nodulos demarcados
pela coroa perinodular. Kégo (1959) wutiliza também um extrato
obtido das formas de cultivo, descrevendo as mesmas altera-
¢Ges histologicas.

O0s mesmos autores, descreveram na polpa ver
melha uma diminuicaoc acentuada dos corddes linfaticos , corres
pondendo a uma linforrexis, e a infiltracao difusa de neutrofi
los com tendencia & localizacao subcapsular e justatrabecular.

Estes achados evidenciam o estado vreacional
do orgao a incculacdo do extrato. HNo 100 dia , no entanto , ob
servou-se a diminuicao dos nodulos linfaticos ja ndo salienta
dos pela replegao sanguinea dos seios venosos , e ao aumento da
polpa vermelha devida a um certo grau de plasmocitogénese.

0 estudo histologico do figado revelou uma
hiperplasia das celulas de Kupffer sobretudc no 109 dia, coinci
dindo com o aumento da massa do 0rgao.

Da mesma forma, Régo {195%9) inoculando extra
to das formas de cultivo descreveu a hiperplasia das ce&lulas si
nusoidais, referindo-se inicialmente a elementos Tlinfoides , a
células reticulares primitivas ativadas e a actimulos de plasmo
blastos ; posteriormente ao 50 dia existe evidencia apenas da-
quelas células com o desaparecimento destas Gltimas.

Stiffel (1958 a 3 1958 b) e Stiffel et al
(1970) estudando a cinética da fagocitose do S.M.F. estabelecen
que a reduc3ao da atividade fagocitaria pode ser obtida de duas
maneiras : a)} pelo blogueic do S.M.F., entendido como a satura-
gao dos macrofagos com grandes doses de coloide ou b) pelo fe
nomeno da competicdo coleidal, entendido como a diminuicao da
fagocitose de um dado coloide pela presenca na circulacao de um
coloide competidor.

Em nosso modelo experimental, com excecao das
experiencias em que o EBTC e o carbons coloidal foram inocula
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dos no intervalo de uma hora, a depuracao sanguinea do carbono
foi realizada no minimo 24 horas apdés a inoculacao do extrato.

Este fato leva-nos a excluir a hipotese da com
peticao entre o EBTC e o carbono coloidal.

Assim sendo, a hipotese mais provavel para ex
plicar a diminuicao dos indices granulopexicos @ a do bloqueio
do S.M.F. pelo extrato , com as caracteristicas de : a) ter seu
efeito retardado, uma vez que manifestou-se no 109 dia apds a
inoculagao com doses superiores a 120 ug e b) quando expressa-
do pelo Tndice a, manifestar-se ja a partir do 29 dia com doses
superiores a 30 ug, e no 100 dia mesmo as doses de 30 ug.

Estes achados diferem das observagoes feitas
no estudo do bloqueio do S.M.F. por coloides como o proprio car
bono coloidal ou oxido de ferro.

Nestes casos caracteriza-se um bloqueio ime
diato e de curta duragao, seguido de uma hiperplasia do S.M.F.,
acompanhada do aumento dos indices K (Stiffel et al - 1970).

Com relacao ao EBTC caracterizamos um blo-
queio retardado coincidindo com o apice da hiperplasia do S.M.F.
Estes dados leva-nos a admitir

a) embora haja um aumento do numero de fagoci
tos, observado particularmente no figado
(células de XKupffer), tais c&lulas apresen
tam-se modificadas em sua capacidade de fa
gocitar particulas estranhas a niveis nor
mais

b} o fator do EBTC responsavel pelo efeito de
pressor sobre o fagocito deve ser ativo em
baix¥ssimas concentracbes, visto que, aino
culagao de 60 pg do EBTC - contendo dife
rentes substancias em concentragbes varig
veis - foi capaz de provocar um efeito men
suravel no 20 dia ap0os a inoculacao.
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Habitualmente , ac aumento do numero de fagd
citos corresponde um aumento do Tndice K e uma maior producao
de anticorpos (Halpern et al - 1958 b; Halpern - 1959; Thorbecke
et Benacerraf - 1962 ; Stiffel - 1958 a; Stiffel et al - 1970).

Este fato , induziu-nos a estudar a relacao
existente entre & diminuigcdo do Tndice K e a produ¢do das aglu
tininas contra hemacias de carneiro e a formacao de rosetas pe
las celulas esplenicas do camundongo da mesma maneira que Stiffel
et al {(1968).

A producao de aglutininas contra hemdcias de
carneiro nao foi afetada pela inoculacao prévia de diferentes
doses do EBTC.

Resultados semelhantes foram obtidos por Bioz
gz et al (1963 b), que nao encontraram correlacao entre o aumen
to ou diminuicac do indice de fagocitose , provocado pela inocu
lagao de 1ipides, e a producao das aglutininas contra hemacias
de carneiro.

A demonstracao da existencia de 1ipides no
EBTC (Corsini et al - 1972  Repka - 1973) permite levantar a
hipotese de gque sejam estes componentes do EBTC , os responsévg
is pela depressac da atividade fagocitaria.

No entanto, se nao houve diferencas na pro
ducac de aglutininas, a formacao de rosetas pelas celulas esp?§
nicas apresenta nitida depressao, evidenciada sobretudo com 240
ug de proteina do EBTC, desde que o extrato seja inoculado ante
riormente ao antigeno e no mesmo dia.

De fato, a inoculagao do extrato , meia hora
antes das hemacias de carneiro, provoca nas doses de 60 ug -120
ug - 240 ug, uma diminuigao, dose dependente, do nimero de cg8lu
las formadoras de rosetas.

Considerando que a reposta imune a determina
dos antigenos dites T dependentes, como & o caso das H.C. , en
volve a participacao de tres elementos do sistema linfo-reticu
tar - o macrofago, o linfbcito T e o 1infocito B - (Fischman et
Addler - 1963 ; Nossal et al - 1963 ; Askonas et Rhodes -~ 1865
Argyris = 1867 3 Claman et al - 1966 ; Askonas et Jardskovd
- 1970 3 Brody -~ 1970 ; Unanue et Cerottini - 1970 ; Playfair
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- 1971 ; Unanue - 1972 ; Davie et Paul - 1974) a diminuicido do
numero de rosetas poderia ser explicada por : a} competicao an
tigenica entre o extrato e as H.C. pelos elementos envolvidos na
resposta imune e/ou b) pela deplecdo a nivel dos linfocitos T
efou B.

A verificacao que a administracdao das H.C.
uma hora antes da inoculacgao do EBTC, nao altera o numero das
células formadoras de rosetas fala em favor da hipdtese da com
petigao antigenica por um dos elementos envolvidos na resposta,
provavelmente o macrofago, embora nao se possa excluir a compe-
ticao e/ou deplecao a nivel de T ou B.

A rarefacao da polpa vermelha do bacgo verifi
cada apos a inoculacdo do EBTC, fala a favor de uma possivel de
plecao a nivel dos elementos linfGides embora nio possamos iden
tifica-los como T ou B. Fenomenos identicos verificaram Taglia
ferro et Pizzi - (1955) e Lima Pereira - (1974), ambos trabalhan
do com infecgoes experimentais de camundongos , referindo-se es
te Ultimo a diminuigdo do tTtulo aglutinante e das células for
madoras de placas contra H.C.

Assim sendo, concluimos que a competicao en
tre o EBTC e as H.C. pelos macrofagos & pelo menos um dos fato
res responsaveis pela diminuicaoc das células formadoras de rose
tas.

Esta competicao entre o EBTC e as H.C. a ni
vel do macrofago corresponderia a um bloqueio do S.M.F. pelo ex
trato, alterando a fagocitose do antigeno , um dos passos impor
tantes na resposta imune (Rowley - 1962 ; Frei et al - 1965).

0 bloqueio do S.M.F. e a consequente diminui
¢ao da resposta imunitadria a antigenos particulados foi bem ca
racterizada por Sabet el al - (1969), Sabet et Friedman (1969)e
Cruchaud - {(1968) empregande H.C. e carbono coloidal como blo-
queador. Achados identicos foram obtidos por Perkins (1970) o
qual caracteriza como Fischman et Adler (1970) e Rice et Fischman
(1974) populacces diferentes de macrofagos relacionades com a
resposta imunitaria.

Considerando que a fagocitose poderia ser di
vidida em tres etapas : a captacao, a ingestao propriamente di
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ta e a digestao do antigeno (Rabinoviteh - 1970), qualquer estu
do do bloqueio do S.M.F. deverd levar em conta que a simples di
minuicao da velocidade de depuragao das particulas sanguineas,
nao corresponde necessariamente a um comprometimento das fungoes
digestivas do macrofago (Wiemer et Bandieri - 1974).

Assim, mesmo a marcagao das H.C. com Cr®! po
deria fornecer apenas dados da cinética da depuracao se nao for
estudada a capacidade digestiva dos macrofagos, apos a inocula-
cao do agente bloqueador, pela técnica de degradacio dos antige
nos marcados pelo I'*!, preconizada por Biozzi et al (1958 b
1959).

Este fato evidencia-se pelos resultados obti
dos quando os animais inoculados com EBTC receberam as H.C. no
109 dia, correspondendo ao minimo valor de K e a , apresentando
no entanto um aumento do numero de c&lulas formadoras de rose
tas devido a hiperplasia do S.M.F. causada pelo EBTC, a exemplo
do que ocorre com a inoculagado do BCG (Howard et al - 1959) ,
Corynebacterium parvum (Neveu et al - 1964 ; Halpern et al
- 1964) e endotoxinas bacterianas (BZozzi et al - 1955 ; Bena-
cerraf et Sebestyen -~ 1957).

Estes fatos evidenciam a separacao no fagoci
to das fungoes de captacao, ingestdo e digestio das particulas
oferecidas a fagocitose, levando apenas a uma diminuicio da ve
locidade de depuracao das particulas de carbono coloidal , man
tendo integras as fungbes de digestdo do antigeno particulado.
A diminuigao da fagocitose do carbono coloidal ocorreria por um
comprometimento dos receptores de membrana do fagocito.

A negativacao da reagdo tuberculinica em cri
angas tuberculosas durante o sarampo , ocorrendo inclusive um
agravamento posterior da doenga tuberculosa, verificado por wvonm
Pirquet em 1908, fez supor a existéncia de uma imuno-supressao
durante as infeccoes por microorganismos.

Tais fatos no entanto foram ignorados, assim
tambem como os de Bloomfield e Matier em 1919, até os achados
de 0ld et al em 1960, os quais notaram uma diminuicdo na produ-
cao de hemolisinas as hemacias de carneiro em camundongos infec
tados com o virus leucemogénico de Friend (FV) (Salaman ~ 1970).



Salaman (1970) refere-se & 1imuno-supressao
causada por virus, estudando sobretudo a resposta imunitaria do
camundongo infectado com FV, as hemicias de carneiro, quando en
tao nota diminuicao das celulas formadoras de placas , no baco
dos animais infectados, apesar da esplenomegalia apresentada por
eles.

Salaman et Wedderburn (1969), baseados na teo
ria de Dalldorf, revista e ampliada por Burkitt em 1968, a qual
correlaciona a alta incidencia do linfoma de Burkitt e a infec-
¢ao malarica cronica , estudou a producao de células formadoras
de placas em camundongos inoculades com Plasmodium berghei yoelii.
Constatou que a administracdo de antigeno no 100 dia apos a ino
cultacao dos esporozoarios, exatamente no pico da parasitemia
diminui a produgao de hemolisina e de células formadoras de pla
cas a hemacias de carneiro.

Estes achados foram posteriormente confirma
dos por Berker (1971) e Greenwood et al (1971 a 3 1971 b) ., os
quais acrescentaram que a resposta a antigenos nao particulados
como soroalbumina humana (SAH) e hemocianina ({ HMC) nao se encon
tra diminuida ; diferentemente da resposta as hemacias de car-
neiro e dos complexos de gamaglebulina humana {GGH) agregados
pelo calor.

Estes dados nos parecem importantes, uma vez
que a fagocitose de antigenos particulados & grandemente dimi
nuida pelo bloqueio do S.M.F. (Stiffel et al -~ 1970).

Este fato pode explicar os achados de Salaman
(1970) o qual salienta que a imuno-supressao causada pelo virus
FV somente pode ser verificada se o mesmo for inoculado anteri
ormente as hemacias de carneiro ; pois gue a administracao con
comitante do virus e do antigenc diminui apenas levemente a pro
ducao de placas, e naoc ha praticamente alteracao quando o virus
€ inoculado posteriormente ao antigeno.

0 fencmeno de imunc-supressao durante a tri
panosomiase africana, foi estudado por Goodwin et al em 1972 ,
empregando Trypancsoma brucei € coelhos , verificando-se neste

modelo uma diminuicac do titulo aglutinante.
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Identico fenomeno & descrito nas fases ini
ciais da esquistossomose mansonica experimental do camundongo,
estudado por Da Mota Santos et al (1973).

Com relagao ao T. cruzi , Emmanuel Dias em
1932, chama a atencgao para o bloquejo do S.M.F. exercido pelo
parasita e Denison em 1943 verificou a diminuigao do titulo 17
tico anti-T. cruzi nos soros dos animais cujo S.M.F. tenha sido
bloqueado pelo azul tripan. A4ndrade et al {(1967) descrevem mai
or parasitemia nos animais cujo S.M.F. tenha sido bloqueado pe
lo carbono coloidal.

Lima Pereira (1974) caracterizou durante a
infecgao chagasica de camundongos albinos "Swiss”, inoculados
com a cepa Y do T. eruzi, uma imuno-supressao verificadaa nivel
das aglutininas e das células formadoras de placas contra hema
cias de carneiro.

Desta maneira verificamos gque fenomenos de
imuno-supressao podem ser notados nas mais diversas parasitoses,
inclusive na tripanosomiase chagasica , embora seus mecanismos
permanecam obscuros.

a

Assim, Murray et al (1974) trabalhando com o
T. brucei concluiram pela atuacao a nivel de linfocito T e Freg
man et al (1974) concluiram pela atuacao a nivel dos 1infocitos
B, ao passo que Greenwood et al (1971 b) invocaram a diminui-
cao da possibilidade de contato do antigeno com as celulas imu
nologicamente competentes como a responsavel pela imuno-supres
sao em seu modelo experimental.

Nossos achados referem-se a uma diminuicao
do nimero de celulas formadoras de rosetas gquandc da aplicacgdo
simuitanea do EBTC e das H.C. , aquele procedendo a estas, fend
meno este que poderia ser explicado por uma competigdo ao nivel
do macrdofago, por um fenomeno identico aquele verificado por
Salaman (1970).

Embora nao tenha havido gualquer alteracgao
do titulo aglutinante concluimos pela existéncia de uma imuno
-sypressao a H.C., corroborando a opiniao de Pross et Eidinger
(1974) os quais insistem na necessidade do emprego de diversas
tecnicas para a evidenciacao do fenomeno da competicdo antigenica.
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Esta competigao pelo macrdofago, embora o blo
queio do S.M.F. pelo EBTC nao tenha sido evidenciado atraves da
tecnica de depuragao sanguinea do carbono coloidal, pode ser per
feitamente o denominador comum entre as diferentes parasitoses
e responsavel em parte pelos fenomenos imuno-supressivos verifi
cados nessas situacdes.

0 emprego do EBTC embora com o incoveniente
da nao caracterizacdo da fracio ou das fracoes responsaveis pe
la imuno-supressao, traz no entanto a possibilidade do emprego
de doses precisas do antigeno, impossivel de determinagao nos
casos de parasitoses experimentais , onde a taxa de multiplica-
¢ao do parasita pode ser diferente nos diversos animais experi
mentados , alem de permitir o fracionamento do extrato para a
caracterizacao de cada uma de suas fragoes e seu papel bioldgi-
co.
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CONCLUSOJOTES

0 EBTC interfere com a depuragac sanguinea do carbono
coloidal, diminuindo os indices K e o, sobretudo no
109 dia apos a inoculagao do extrato.

0s animais inoculados com o EBTC e em seguida com H.C.
apresentam uma diminuicao do numero de c&lulas esple-
nicas formadoras de rosetas.

A inoculacao das H.C. no 100 dia apos a inoculagao do
EBTC apresenta um aumento do numero de células forma-
doras de rosetas correspondendo a um efeito adjuvante
do extrato.

Nao ha diferenga nos titulo aglutinantes entre os di
ferentes grupos experimentais.

Um dos provaveis mecanismos para explicar a imuno-su-
pressao evidenciada, seria um bloqueio exercido a ni
vel do S.M.F., pelo extrato.
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