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1 - INTRODUCAQ

A Doenga do Sono na espécie humana e a Nagana no gado
bovino saoc ambas causadas por tripanosomas africanos da ordem
Salivaria e transmitidos por moscas tsé - tsé do geénero Glossi
na (Hoare, 1972). -

Tres espécies de tripanosomas estao envolvidas: T.
brucei, T. vivax e T. congolense visto que outras espécies -T.
rhodesiense e T. gambiense + podem ser consideradas para efei

tos praticos, como sub-espécies do T. brucei (Hoare, 1972; Orme
rod, 1976).

A tripanosomiase africana segundo a Organizagao Mun
dial da Salde (Dorozynski, 1976: de Raadt, 1976) afeta aproximadamen
te 10 milhoes de individuos e se estende endemicamente por 10
milhoes de sz muitos dos quais sao férteis porém abandonados.

As infecgoOes por estes tripanosomas africanos caracte
rizam-se por picos parasiteémicos causados por tripanosomas anti
genicamente diferentes (Brown § Williamson, 1962; Williamson §
Brown, 1974). Este fato, pensa-se & o responsavel pela prolonga
da infecgdao do hospedeiro uma vez que, embora ocorra a formagio
de anticorpos contra o parasita, em cada pico parasitémico o or
ganismo cada vez se defronta, virtualmente, com tripanosomas di
ferentes (de Raadt, 1974; Afchain et al., 1975; Cox, 1977).

Este fenomeno de variacao antig@nica & um dos mecanis
mos através dos quais os parasitas evadem as defesas desenvolvi
das pelo hospedeiro (Lourie e Connor, 1937; Gray, 1965a, 1965b,
1975, Gray & Luckins, 1976; Doyle, 1976; Soughgate, 1976).

Os trabalhos de Vickerman & Luckins (1969}, Cross
(1975) e Taylor § Cross (1977), demonstraram que cada variante
antigénica constitui uma populagdo de tripanosomas com uma nova
glicoproteina de superficie de peso molecular 65.000. A sintese
desta glicoproteina ocorre mesmo "in vitro" na auséncia de cons
tituintes do hospedeiro, confirmando portanto as predigoes de
Vickerman (1969, 1974).




Este fato contraria pois a hipétese  inicial de
Desowitz (1970) que a variagd@o antigenica se daria pela incorpo
ragao de proteinas do hospedeiro adsorvidas i superficie do pa
rasita.

Os tripanosomas revertem a um tipo antigenico basico
ap0s a passagem pelo vetor e as subsequentes variantes aparecem
em sequencia predeterminada (Cox, 1976, 1977). Cross (1975) e
Cross § Johnson (1976), sugerem que 0s tripanosomas expressam
um gen de cada vez para a sintese da glicoproteina.

Uma vez que mesmo em populacbOes provenientes de um
Unico parasita (clones) a sequéncia no aparecimento das varian
tes antigénicas € predeterminada, pensa-se que os tripanosomas,
nao existem como populagbes mistas com relagio ao antigeno de
superficie (Cox, 1977).

No entanto, Van Miervenne et al. (1976) demonstraram
que os clones rapidamente se tornam antigenicamente heteroge
neos e que em toda populacao existem alguns poucos individuos
que nao possuem o mesmo antigeno de superficie apresentado pela
maioria. Estes individuos estariam pois em vantagem sobre 0s
demais quando a resposta imunoldgica do hospedeiro se torna efe
tiva, eliminando a maioria dos parasitas, permitindo assim o de
senvolvimento da nova variedade antigénica.

Recentemente, Le Ray et al. (1978) utilizando-se da
mesma técnica de Van Miervenne et al. (1976), demonstraram que
mesmo as formas metaciclicas salivares do T. brucei ji apresen
tam diferengas antigenicas entre elas, permitindo portanto a
instalagao da infeccBo no hospedeiro mesmo na vigencia de an
ticorpos contra algumas formas metaciclicas, visto que a popula
¢ao infectante € antigenicamente heterogenea.

Assim sendo, a variagdo antigénica dos tripanosomas sa
livares africanos tem um papel importante na evasdo das defesas
do hospedeiro permitindo, portanto, a ocorrencia de infecgoes
cronicas e usualmente fatais (Cohen, 1974, 1975, 1976 Terry,
1974; Hudson et al. 1976).

0 estudo dos mecanismos através dos quais os parasi
tas evadem as defesas do hospedeiro & de importdncia ndo sd aca
demica mas também pratica, uma vez que o conhecimento destes me




canismos poderda permitir o desenvolvimento de estratégias e
taticas de combate a estas doengas. Assim sendo, o tema tem
despertado, novamente, as atengoes dos pesquisadores (Ciba Sim
posium, 1974; Cohen, 1974, 1975, 1976; Hudson et al., 1976
Corsini et al., 1977; Eardley § Jayawardena, 1977).

Na tripanosomiase africana outros mecanismos além da
variagao antigénica, provavelmente, também estariam em agao
visto que & sobejamente conhecida a imunodepressio dos animais
infectados a antigenos soliveis ou particulados (Greenwood,1974;
Goodwin, 1974; Hudson et al., 1976; Corsini et al., 1977; Earg
ley & Jayawardena, 1977).
| Esta imunodepressao tem sido demonstrada em infec
goes agudas e rapidamente letais em animais de laboratorios -
(Goodwin, et al., 1972; Freeman et al., 1973; Urquhart et al.,
1973; Murray et al., 1974a, 1974b; Hudson et al., 1976), e tam
bém em experimentos realizados "in vitro” quando células espld
nicas de animais infectados foram imunizados com hemicias de
carneiro (Eardley § Jayawardena, 1977),

No caso da espécie humana e do gado bovino, embora a
infeccao seja de decurso mais cronico, a imunodepressdo prova
velmente também contribui para a morte do hospedeiro(Greenwood,
1974, Ackerman § Seed, 1976).

Uma outra caracteristica da tripanosomiase africana
€ a ocorréncia de grande aumento das imunoglobulinas (Igs) cir
culantes, particularmente IgM, nos animais infectados (Mattern
et al., 1961; Houba, et al., 1969; Luckins, 1976).

Além do grande aumento das Igs circulantes, Murray
et al. (1974b) e Hudson et al. (1976) verificaram um rapido au .
mento do numero basal de células formadoras de placa do tipo

IgM contra hemdcias de carneiro logo nos primdrdios da infecgio,
seguido entao de uma severa imunodepressio da resposta a antfge
nos nao relacionados com os tripanosomas.

Curiosamente, Eardley § Jayawardena (1977) demonstra
ram "in vitro" também um aumento do nimero de células formado
ras de placa anti-hemdcias de carneiro quando células espleni
cas provenientes de camundongos com até 2 dias de infecgéo fo
ram misturadas com células esplénicas normais. Caso as células




proviessem de camundongos com 3 dias de infecc¢ao verificava-
se severa imunodepressao, sugerindo neste Ultimo caso a existeén
cia de mecanismos supressores.

Os fendmenos de aumento de Igs circulantes e imunode
pressdo provavelmente estariam relacionados uma vez que Hudson
et al. (1976) demonstraram na tripanosomiase africana experimen
tal, uma possivel correlacdo entre ativagdo policlonal do siste
ma linfoide, os fenOmenos de hipergamaglobulinemia e a imunode
pressdao a antigenos timo dependentes ¢ independentes, a exemplo
do que ocorreria na malaria (Greenwood, 1974; Greenwood § Vick,
1975; Fakunle & Greenwood, 1976).

Todos estes trabalhos sugerem pois que a resposta imu
noldogica mediada pelos 1infécitos B estaria profundamente com
prometida na vigéncia da infecc¢do por T. brucei.

Por outro lado, embora trabalhos iniciais de Freeman
et al. (1973), Urquhart et al. (1973), Murray et al. (1974b) Te
velassem que reagoes de hipersensibilidade retardada em  camundon
gos infectados com T. brucei nio estavam alteradas, Green
wood (1974) verificou que as reacdes intradérmicas ao PPD, Oido
micina e os testes cutaneos ao DNCB estido diminuidas nas infec
¢Oes humanas por T. gambiense. Da mesma maneira, Allt et al. -
(1971) referem~se a protecdo conferida pela infeccao por T. bru
cei contra o desenvolvimento da neurite alérgica em coelhos.

Estes fatos sugerem, pois, que nao somente as respos
tas mediadas por 1infdcitos B estariam alteradas na tripano
somiase africana, mas tamb&m aquelas mediadas por células T.

A demonstracdo da existencia de células T de ativida
de supressora na tripanosomiase africana experimental do camun
dongo por Jayawardena § Waksman (1977), Corsini et al. (1977) ,
Eardley § Jayawardena (1977}, fenomeno este ausente nos camun
dongos "nu/nu", reforga a evidencia de que nic somente a imuni
dade humoral mas também a imunidade mediada por células estaria
alterada nesta infeccgdo.

Também € conhecida a participacio do Sistema Mononu
clear Fagocitario na histdria natural das infecgdes por proto
zodrios. Assim sendo, Murray et al. (1974a), Greenwood et al.
(1971b), Loose et al. (1972) demonstraram uma maior atividade




deste sistema, quando medida atraves da curva de depuracao do
carbono coloidal em camundongos experimentalmente infectados.

Fenomenos que poderiam interferir na captacido e pro
cessamento dos antigenos pelos macrdfagos, a exemplo do que ]
corre na malaria, poderiam também ocorrer na tripanosomiase a
fricana e consequentemente, alterar algumas fungoes mals especializa
das dos macrofagos nos fendmenos de homeostasia da resposta imu
ne (Greenwood et al., 1971b: Loose et al., 1972; Greenwood .
1974, Slijivic § Watson, 1977, Capron et al., 1977, Humphrey,
1974; Warren & Weidanz, 1976; Corsini et al., 1977).

Visto que tres cé&lulas envolvidas na resposta imune:
M@s e linfocitos B e T, estdo comprometidas na vigéncia da  in
fecgao por T. brucei (Corsini et al., 1977; Eardley § Jayawarde
na, 1977; Askonas et al., 1978; Mayor - Withey et al., 1978 ) ;
os fendmenos de colaboracido celular na vesposta imune  poderio
estar alterados (Humphrey, 1974; Capron et al., 1977), ainda
mais considerando a desorganizacdo do tecido linfdide nesta pa
rasitose {(Goodwin, 1970; Humphrey, 1974; Murray et al., 1974b),
participando assim nos fendmenos da génese de células imunosu
pressoras e na expressao final da imunodepressio.

Também tem sido descrita por varios autores a ocorrén
cia de anemia nos animais infectados com tripanosomas do comple
xo brucei (Jennings et al., 1972; Woo & Kobayashi, 1975; Chi et
al., 1975; Anosa § Isoun, 1976; Iked et al., 1977; Clayton et
al. (em preparagao), White et al. (em preparacdo); assim também
como alteragoOes nos demais elementos do sangue periférico e na
histologia da medula Gssea (Goodwin, 1970; Jennings et al.,1972
Clayton et al. (em preparacao), White et al. (em preparacao).

A existéncia de sindromes hemoliticas cujas causassao
atribuidas a ocorréncia de anticorpos (alo ou auto- anticorpos)
e/ou Complemento {C) na superficie das hemicias (Mollison,1975;
Dacie § Worlledge, 1975; Lachmann, 1975) poderiam, quica, con
tribuir para a génese da anemia neste parasitose.

Estes fatos revelam o profundo impacto da infeccao
por T. brucei também nos orgéos linféides primdrios e, recente
mente, Mayor-Withey et al. (1978} descreveram as profundas alte
ragOes celulares na vigéncia da infeccdo por T. brucei tanto do




bago quanto da medula Ossea,em camundongos com diferentes dias
de infeccgao.

Em resumo, fendmenos de variagao antigénica, altos ni
veis de Igs cifculantes, maior atividade do Sistema Mononu
clear Fagocitario ( SMF )} (Murray, 1974); ativag¢do policlonal
do sistema linfOide, alterag@o da histologia dos drgdos 1infdi
des primarios e secunddrios, alteragOes qualitativas e quantita
tivas da citologia linfdide primaria e secundaria; células de
atividade supressora e imunodepressao, sao todos fenOmenos veri
ficados na tripanosomiase africana.

Considerando que em qualquer sistema imune a resposta
em determinado momento € a resultante de um balanco entre meca
nismos facilitadores e supressores que nas infecc¢des poderia cul
minar com a eliminagdo do parasita (Turk § Belehu - 1974), na
tripanosomiase africana os fendmenos acima referidos poderiam es
tar correlacionados com a sobrevivéncia do parasita no hospedei
ro mesmo na vigéncia da resposta imune.

Nosso trabalho se propoe a estudar através de experi
mentos realizados "in vivo'" e "in vitro' as alteracdes do siste
ma linféide decorrentes da infecgdo por T. brucei em  camundon
gos, procurando correlacionar fenomenos de exaustdo do poten
cial B e T e os mecanismos de supressdo mediados por macrofagos
e linfocitos T com o fendmeno da imunodepressdo dos animais in
fectados,

Tais fendmenos poderdo contribuir para a evasdo do pa
rasita da resposta imune desenvolvida pelo hospedeiro permitin
do, portanto, a manuteng¢@o do binomio hospedeiro - parasita em
beneficio deste Gltimo.




2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - ANIMAIS.

Camundongos ( CBA/H x C57 B1/6 ) Fl’ CBA/H ,
CBA/N e BALB/C, criados em condigoes livres de patdgenos (' Spe
cific Pathogen Free - S.P.F.'"), e mantidos em condigOes de mini
ma contaminagao no '"National Institute for Medical Research-
Mill Hill"; foram utilizados com 5 - 8 meses de idade. Camundon
gos "nu/nu'", mantidos nas mesmas condig¢oes e utilizados com 4
meses de idade, foram obtidos do "lLaboratory Animal Centre =
(L.A.C.) - England", a partir de uma colonia heterogenética de
camundongos BALB/C.

Foram utilizados camundongos de ambos os sexos,
porém para as infecgdes com T. brucei deu-se preferéencia a ca

mundongos femeas.

2.2 ~ TRIPANOSOMA.,

Trypanosoma (Trypanozoon) brucei brucei raga

S42 foi obtido da "Brumel University" através de gentileza do
Dr. K. M. Hudson. Uma amostra de referéncia foi obtida ap0s 2
passagens em camundongos CBA/H letalmente irradiados e mantida
em N liquido.

2.3 - CLONES DO PARASITA,

Clones do parasita foram obtidos mediante a teéc
nica descrita por Walker (1970). Os parasitas ap0s passagem por
camundongos letalmente irradiados (900 rads), foram diluidos de
maneira a obtermos um Unico parasita em 0,2 ml de Krebs glicose
(KG): Krebs-Ringer Fosfato com 0,2% de glicose. Diluicdes pré
vias das aliquotas continham 10% de soro de cavalo.

Este volume final foi injetado intraperitoneal-
mente (I.P.) em camundongos irradiados os quais foram sacrifica
dos apds 4 dias de infecgdo. 0 volume total do sangue obtidopor
pungao cardiaca foi injetado I.P. em outros camundongos irradia



dos até que fosse obtida uma populac¢do conveniente para criopre
servagao., Capilares de vidro contendo aliquotas do sangue in
fectado foram selados pelo calor e conservados em N 1iguido
(Clayton, 1978).

2.4 - INFECCAO DOS CAMUNDONGOS .

Em todos os experimentos os camundongos foram
infectados com 200 parasitas do clone NIM Z obtido por Christi
ne Clayton (Clayton, 1978).

0 capilar retirado do N liquido foi deixado 30
min., em um "becker' com agua. Ap0s este periodo, o conteldo foi
aspirado em 1 ml de solugao Krebs-glicose e 0,25 ml injetado em
camundongos CBA/H ou (CBA x (57 Bl)Fl letalmente irradiados.

Apos 3 - 4 dias de infeccdo os camundongos  fo
ram sangrados por pungao cardiaca, o sangue colhido em heparina
(10 u/ml) e conservado em banho de gelo. Diluic¢oes contendo 104
parasitas/ml (vide abaixo) foram preparadas em KG - 10% soro de
cavalo e conservadas em banho de gelo até o momento da inoculagao
em camundongos.Suspensoes finais contendo 10° parasitas/ml foram pre
paradas em KG sem soro e 0,2 ml destas suspensoes injetadas I.P.em
camundongos F,.

Sempre foi realizada a passagem prévia por ca
mundongos irradiados antes da infecgao experimental (Clayton ,
1978).

2.5 - PARASITEMIA.

A parasitemia fol determinada contando-se o
numero de parasitas existentes numa gota de sangue obtida por
pungdao da cauda. Desprezando-se sempre a primeira gota, coletou
se sangue sobre uma lamina em quantidade suficiente para cobrir
o campo de uma laminula 20 x 20 mm e em seguida examinou-se a
preparagao sob objetiva de 40x. Os resultados foram convertidos
em parasitas/ml de sangue usando-se uma curva de calibragdo ob
tida pela contagem dos parasitas em hemocitOmetro apls diluicgao
do sangue em KG-heparina (Clayton, 1978).




2.6 - SEPARACAO DOS TRIPANOSOMAS POR GRADIENTE

DE FICOL-HIPAQUE.

Os tripanosomas obtidos no pico parasit@&mico de
animais irradiados foram separados em gradiente de Ficel~ Hipa
que (Boyum, 1966) mediante a colocacao de 1 ml de sangue dilui
do a 1:2 em RPMI - 10% SFV sobre 2 ml da mistura de Ficol- Hipa
que {Ficol 14% - 12 vol.; Hipaque 32,8% - 5 vol.). A preparacio
fol centrifugada a 3000 rpm a temperatura ambiente durante 10
minutos e os parasitas colhidos da interface foram lavados 2x
em RPMI - 10% SFV.

2.7 - IMUNIZACAO DOS CAMUNDONGOS,

Camundongos {(CBA x C57 Bl)F1 com 3 - 4 meses de
idade foram imunizados com 100 ug de proteina (KLH, HGG, DNP -~
KLH, DNP-HGG) precipitadas pelo alumen, inoculadas I.P. junta
mente com 109 organismos de Bordetella pertussis. Estes animais

foram utilizados 2 meses apds a imunizacéo.

A dose de reforgo foi feita com a injecao I.V.
(veia da cauda) de 10 ug do antigeno correspondente ou nas expe
riencias de memdria B, com 50 ug de DNP - Ficol (gentileza do
Dr. Gerry Klaus).

2.8 - IRRADIACAO.

Toda a irradiagao dos animais foi feita  utili
zando-se uma fonte de cobalto 60 (60Co) fabricada pela "Canadian
Atomic Energy'". A quantidade de radiacgao utilizada variou para
cada experimento:

2.8.1 - infecgao dos camundongos com tripanoso
ma (passagem prévia) : 900 rads.

2.8.2 - transferéncia de c&lulas (estudo da me
moria B e T) : 660 rads.

2.8.3 - potencial da medula 6ssea (Till-McCul -
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logh} : 750 rads.

2,8.4 - irradiacao dos camundongos post-timecto
mia : 950 rads.

2.8.5 - reacao mista de linfbcitos : 150C rads.

Os camundongos foram irradiados em recipientes
apropriados para se evitar a movimentacgdo dos animais e, conse
quentemente, haver varia¢do na quantidade de radiacdo recebida.
Celulas esplénicas foram irradiadas em tampdo fosfato (T.F.)
contendo 5% de soro fetal de vitelo (S.F.V.) em banho de gelo.

2.9 - COLHEITA DE CELULAS DA CAVIDADE PERITONEAL.

Camundongos sacrificados por deslocamento cervi
cal foram inoculados I.P. com 3 ml de T.F. - 1% SFV contendo
10 u/ml de heparina.

Apos massagem abdominal, o exsudato fol colhido
com uma seringa de 5 ml com agulha.

2.10 - CELULAS DA MEDULA OSSEA.

As células da medula Ossea foram coletadas de
ambos os femures dos animais sacrificados por deslocamento cer

vical.

Apos o isolamento do femur, as medulas foram co
lhidas com uma seringa de 1 ml, lavadas em Meio MInimo Essen
cial (M.M.E.) com 5% SFV e mantidas em banho de gelo.

Para a inoculagao nos animais recipientes, as
suspensoes foram preparadas em meio M.M.E. sem soro e 0,25 ml
das suspensdes de cé&lulas em nUmero apropriado, foram inocula
das I.V. pela veia da cauda. B

2.11 - CONTAGEM DE CELULAS E VIABILIDADE CELULAR.

As células, tanto das suspensoes celulares quan
to das culturas, foram contadas utilizando-se um hemocitometro-
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de Neubauer e diluigdes em acido acetico 1%.

A viabilidade celular foi determinada pela  di
luicdao em solucao de azul-tripan preparada segundo Alex Matter
(comunicacao pessoal): 1 ml da solucao de azul-tripan contendo
2 mg/ml foi adicionado a 0,25 ml de NaCl a 4,25%.As solugoes es
toques de azul-tripan e NaCl sao conservadas a 4°C.

2.12 - MARCACRO DAS Igs DE SUPERFICIE POR

IMUNOFLUORESCENCIA.

Seguiu-se as determinacOes da técnica descrita
anteriormente por Askonas et al. (1976). As células foram sus
pendidas em meio RPMI - 1640 - 10% SFV tamponado com HEPES
0,03 M pH 7, 2 contendo 10 mM de NaNj. Apds 3 lavagens nestemeio,
3 x 10% c8lulas em 0,1 ml foram expostas durante 30 min. em ba
nho de gelo, a 50 ug de Ig de coelho anti-Ig de camundongo (IgG
IgM) conjugada ao isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC}).

Apds exposigdo ao anti-soro, as celulas  foram
lavadas 3x a 49C e preparados esfregagos sobre laminas de mi
croscopio utilizando-se de uma pena de escrever { George Roe
tents - comunicagao pessoal). Os esfregagos foram fixados duran
te 5 min. em alcool absoluto e a montagem final foi feita utili
zando-se uma mistura de glicerol-tampao fosfato (1:9) pH 7,2 en
tre lamina e laminula colada com esmalte para unha.

2.13 - DETERMINACAO DO NOMERO DE MACROFAGOS PELO

VERMELHO NEUTRO.

0 nimero de macrofagos (M@s)existentes nas sus
pensodes celulares foi estimado de acordo com a técnica descrita
por Cohn § Wiener (1963). Aproximadamente 3x 107 células (100ul
da suspensao de células) foram incubados durante 5 min. a tempe
ratura ambiente com 10 ul de uma solugao de vermelho neutro, T
centemente preparada, contendo 1 mg/ml em solugdo de  sacarose
0,25 M.

Apés a incubagio, determinou-se o nimero de cé
lulas que captaram o corante num hemocitometro de Neubauer.
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2.14 - CULTURAS DE CELULAS ESPLENICAS.

Suspensoes de células esplénicas foram prepara
das em placas de Petri de 35 mm de diametro (vide abaixo) por
desagregagao dos bagos usando-se pingas dente de rato, em meio
RPMI - 1640 (Gibco - Biocult, '"Scotland'") suplementado com 10
ou 20% de soro fetal de vitelo (Gibco - Biocult), Penicilina -
100 UI/ml, Estreptomicina - 100 pg/ml e Glutamina - 60 mg/ml.

Os agregados celulares foram separados por de
cantagao inclinando-se a placa durante 2 min. As suspensdes fo
ram lavadas 1x e conservadas em banho de gelo até o momento do
uso em 2 - 4 ml do meio acima descrito. Todas as culturas foram
preparadas o mais rapidamente possivel para se evitar perda da
viabilidade celular. Usualmente utilizou-se ''pool" de células
esplenicas provenientes de 2 animais.

2.15 - CULTURA DE CELULAS ESPLENICAS E ATIVACAO POR

FITOHEMAGLUTININA ( FHA ).

Culturas de alta densidade, 4 x 106 celulas es
plenicas, foram preparadas em 2 ml de RPMI - 1640 com 10% SFV
utilizando-se frascos "bijou" "Sterilin" ("Sterilin-England') .
As culturas foram mantidas a 37°C em estufa contendo uma atmos
fera saturada de vapor de agua e 5% Co,/ar.

Fitohemaglutinina (Wellcome Laboratories) foi
adicionada na quantidade de 0,5 ng/ml,

2.16 - CULTURA DE CELULAS ESPLENICAS E ATIVACKO POR

LIPOPOLISSACARIDE ( LPS ).

Culturas de baixa densidade, 6 x 10° células es
plénicas, foram preparadas em 3 ml de RPMI - 1640 com 20%  SFV
e 2-Mercaptoetanol a 5 x 10"5 M, nas mesmas condigdes acima des
critas.

Foram utilizadas placas de Petri de 35 mm("Ste
rilin-England" ou "Falcon - USA™) e conservaram-se as mesmas
condigtes descritas anteriormente.

Lipopolissacaride de E. coli (LPS - Difco, De
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troit, Michigan W - 055 BS) foi adicionado na quantidade de
10 ug/ml,

Quando foram utilizadas culturas de alta densi
dade para o estudo da estimulagao pelo LPS, empregou-se a mesma
densidade celular, frascos e meio de cultura acima descritos pa
ra a fitohemaglutinina.

2.17 - MANUTENCAO DAS CULTURAS.

As culturas acima descritas, obedeceram a técni
ca descrita por Mishell § Dutton (1967). Estas culturas foram
mantidas trocando-se metade do meio de cultura cada 2 dias para
as culturas de alta densidade (2 x 109 células/ml), e cada 3
dias para as culturas de baixa densidade (2 x IOS ceélulas/ml).

2.18 - REACAO MISTA DE LINFGCITOS - (R.M.L.).

Culturas de alta densidade, contendo 5 x 106

ce
lulas esplenicas de camundongos (CBA x C€57) FI normais ou infec
tados, e igual numero de células esplénicas de camundongos -
BA1B/C previamente irradiadas (1500 rads) - celulas alvo-,foram
estabelecidas nas mesmas condicdes descritas anteriormente. Uti
lizou~se frascos plasticos "bijou'" "Sterilin" e de 2 ml de RPMI
1640 - 10% SFV.

Frascos em duplicata receberam no 2° dia de cul
tura 1 uCi de °H-timidina de atividade especifica 1uCi/mMol
As culturas foram coletadas 24 horas apds a adigdo da 3H—timidi
na e processadas conforme a descrigao abaixo.

Idéntico procedimento foi feito com as culturas
das células esplenicas separadas em colunas de 13 de "nylon"
(células T).

2.19 - INCORPORACAO DA SH-TIMIDINA.

Seguiu-se as determinagdes da técnica descrita
por Askonas et al. (1976). Duplicatas de 10° células viaveis,em
tubos plasticos "Sterilin", mantidas em estufa nas mesmas condi
¢oes descritas para as culturas, foram “pulsadas" durante 4 ho
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ras com 1luCi de 3H-timidina de atividade especifica 1uCi/mMol
("The Radiochemical Centre, Amersham - England"), em 250 ul de
RPMI 1640 - 10% SFV.

As células foram coletadas em circulos de papel
de fibra de vidro (Watman), lavadas 3 x com T.F., 3x com acido
tricloacético (ATC) a 10%, 3x com alcool absoluto e 1x com é

ter. Apds secagem na temperatura ambiente as amostras foram TS
colhidas em frascos para a determinacio da radioatividade.

2,20 - PRODUCAO DE IMUNOGLOBULINAS (Igs).

A produgao de Igs foi determinada pelo ''pulso"
de 4 x 10° células viaveis durante 4 horas (nas mesmas condi
¢Oes descritas anteriormente para as culturas) com 10uCi de
3leeucina de atividade especifica 50uCi/mMol ("The Radiochemi
cal Centre, Amershan-England"), em 250 pl de meio EDM 1livre de
leucina contendo 10% S.F.V,

Apos 4 horas, o "pulso" foi interrompido pela
adigdo de 20 pl de leucina 0,1 M, as células centrifugadas, e a
quantidade de Igs no sobrenadante determinada pelo método des
crito por Askonas et al. (1976),

Em resumo: as Igs secretadas foram precipitadas
por um soro de coelho anti-Ig (IgG - IgM) de camundongo na pre
senga de Ig nao marcadas de camundongo. O controle foi feito
pela precipitagao concomitante de Ig de coelho por um SOYQ de
cabra anti - Ig de coelho. A radioatividade detectada no contro
le foi subtraida daquela verificada na reagao experimental.

2.21 - ABSORCAO DAS Igs MARCADAS _ COM  “H-LEUCI

NA COM TRIPANOSOMAS,

As amostras dos '"pulsos' de *H-leucina (250
ul), foram absorvidas em banho de gelo com 103 - 105 parasitas
durante 30 min. e a quantidade de Igs estimada da mesma maneira

descrita anteriormente.
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2.2Z - DETERMINACAO DA RADIOATIVIDADE DAS AMOSTRAS.

As amostras dos "pulsos’, tanto da 3y ~timidina
quanto da 3H-1eucina, foram quantificadas utilizando-se a técni
ca descrita por Askonas et al. (1976).

As amostras foram colocadas em frascos de vidro
de 10 ml proprios para a andlise cintilografica , juntamente
com 10 ml de liquido de cintilacdo, e a radioatividade determi
nada em contador Beckman.

2.23 - DETERMINACAO DA PROPORCAO IgM/IgG-IgA.

Para se determinar a proporg¢io de IgM/IgG- IgA
secretada pelas c&lulas esplénicas o método seguiu as especifi
cacoes descritas por Askonas § Parkhouse (1971).

' Apds a precipitacio das Igs secretadas conforme
Askonas et al. (1976), os precipitados foram lavados 3x, disso
¢tiados e reduzidos em SDS a 1,5% em tampao fosfato 0,1 M pH 7.4
e ditioteitrol 0,05M durante 15 min. em banhe maria de agua
férvente.

Apos alquilacio com iodoacetamida 0,1M, a radio
atividade das cadeias u,ve o foi determinada por eletroforese em
gel de poliacrilamida.

2.24 - DETERMINACAO DA QUANTIDADE DE Igs CIRCULANTES.

A quantidade de Igs circulantes foi medida por
imunodifusao simples radial em agar, utilizando-se de anti- 50
ros especificos anti-IgM e anti-I1gG segundo a técnica descrita
por Mancini et al. (1965).

Diversas diluicles de Inga e IgM de camundongo
(purificadas) foram utilizadas como padrde | e nio foram veri
ficadas reagbes cruzadas. Os soros de 3 - 4 camundongos infecta
dos foram testados em diferentes diluicdes,

2.25 - DEPLEGAO DE MACROFAGOS,

Os macrofagos das suspensdes celulares esplénicas foram
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parcialmente eliminados pelo metodo do ferro carbonil. Ferro
carbonil -("Koch - Light Laboratories - England")- autoclavado,
e no momento do uso lavado 3x com RPMI 1640 - 10% SFV, foi adi
cionado a 2 x 107 células esplenicas em 2 ml de RPMI 1640 - 10%
SFV em frascos "bijou'" '"Sterilin" na quantidade de 20 mg/fras
co.

A suspensao foi incubada em banho maria a 37°¢ C
sob ligeira agitag@o. Apds a incubacdo passou-se um magneto pa
ra a remocdo das células contendo a limalha de ferro. O rendi
mento deste método € de 80% do nimero inicial de células com
uma deplecdo efetiva de 90% dos macrofagos.

2.26 - DEPLECAO DOS LINFOCITOS T.

Para a obtengao de suspensoes celulares 'deple
tadas''de células T, 1,5 x 107 células esplénicas em 1 ml ( vol.
final ) de RPMI 1640 sem soro, foram tratadas em tubos plésti
cos '"'Sterilin" com 100 ul (diluicao 1:2 em T.F.) de um soro an
ti~Thy 1 - 2 produzido em camundongos AKR contra timdcitos de
camundongos CoH.

0 soro anti 6 havia sido previamente absorvido
com agarose € hemacias de camundongos e utilizou-se de soro de
coelho diluido 1:3 em T.F. como fonte de Complemento {(C).

Apds a incubagio em estufa durante 30 min. nas
mesmas condigoes utilizadas para as culturas, as células foram
centrifugadas e ressuspendidas em T.F. - 5% SFV para a remocgao
das células mortas e obtencdo de uma suspensdo com viabilidade
de 85 - 90% (Parish et al., 1974).

Com esta técnica, 35% das células esplenicas sdo
mortas pelo soro anti-Thy 1 - 2 e o rendimento final € de 50%
do nimero inicial de células.
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Nos experimentos de transfer8ncia de células
de memdria, a deplegdo das células T foi feita utilizando-se
de um soro anti-T produzido em cabras contra timdcitos de ca
mundongos C3H.O anti-soro assim produzido e convenientemente
absorvido com células da medula Gssea e células fetais hepd
ticas singeneicas, foi utilizado na diluic@o final de 1:40
em RPMI sem soro. Suspensdes celulares continham 5§ x 106 cé
lulas/ml.

Como fonte de C utilizou-se de soro de co
baio, previamente absorvido com agarose (80 mg/ml), na dilui
cao final de 1:10.

As células também foram incubadas durante 30
min. a 37¢ C e sofreram o mesmo tratamento descrito anterior
mente para a eliminac¢do das ceélulas mortas (Parish et al.
1974},

0 rendimento desta técnica foi também de 50%
do nimero inicial de células com mortalidade das células es
plénicas de 35%.

2.27 - SEPARACAQ DOS LINFOCITOS COM LA DE "NYLON".

Populagoes de linfoécitos T foram separadas se
gundo a técnica descrita por Julius et al. (1973) .Suspensoes
celulares esplénicas preparadas da maneira convencional e
suspendidas em T.F. - 5% SFV foram lavadas 1x e ressuspendi
das em NH,Cl - 0,83% durante 5 min. para a lise das hema
cias. Habitualmente usou-se 5 - 6 animais normais e 3 ani
mais infectados para 40 ml de NH4C1 - 0,83%.

ApOs este tratamento, as células foram lava
das 3x em grande vol. (10 ml) de Solucdo Salina Balanceada
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8 celulas em 1 ml de

de Hanks-(SSBH). Suspensoes contendo 2 x 10
T.F. contendo 5% SFV foram colocadas cuidadosamente sobre uma
coluna de la de ''nylon".

A 13 de "nylon" antes do uso havia sido 1lavada
9x com agua destilada e, apds a secagem, manuseada apenas com
luvas para se evitar a gordura da pele.

Para as colunas, 0,6 gr da 1a de '"nylon" foram
comprimidas em uma seringa de 10 ml, autoclavada,encharcada com
T.F. - 5% SFV, e mantida 30 min. em estufa até o momento do
uso.

Apds 45 min. em estufa, nas mesmas condigoes
para o cultivo de células, as células foram colhidas com 20 ml
de T.F. - 5% SFV, gota a gota, durante aproximadamente 10 min.
centrifugadas a 240 g, ressuspendidas em 1 ml de T.F. - 5% SFV,
e recolocadas sobre uma outra coluna identica a anterior.

Apos 30 min., as células foram recolhidas da
mesma maneira descrita anteriormente, lavadas 1x em SSBH, e TES
suspendidas em RPMI 1640 - 10% SFV,

Usualmente obtem~se 10 -~ 15% do numero inicial
de células com menos de 5% de contaminacdo por células B (deter
minagao por imunofluorescéncia) - Askonas et al. (1978).

2.28 - DETERMINACAO DO NUMERO DE UNIDADES FORMADORAS

DE COLONIAS - (U.F.C.) NA MEDULA OSSEA - TILL

§ McCULLOGH (1961).

O nimero de Unidades Formadoras de Colonias na
medula Ossea dos animais foi determinado segundo a técnica des
crita por Till § McCullogh (1961).
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Celulas viaveis da medula ossea - 0,3 ou
0,5 x 10° em 0,25 ml - foram injetadas I.V. em camundongos -
(CBA x C57) Fl’ previamente irradiados com 750 rads (6060).
pos 8 dias, os camundongos recipientes foram sacrificados, e OS
bagos fixados em Bouin.

Determinou-se o numero de nodulos existentes nos
bacos utilizando-se uma lupa ( 8x ).

2.29 - HIPERSENSIBILIDADE RETARDADA AO DINITRCFLUORO

BENZENO (DNEB).

Camundongos foram sensibilizados ao DNFB median
te a aplicagdo numa area do abdomen previamente depilada, de 50
ul de uma solucdao acetona - O0leo de oliva (1:1) contendo 10
mg/ml de DNFB. Apds 5 dias aplicou-se na orelha esquerda do ani
mal 5ul da mesma solugao como dose desencadeante.

Para se evitar os erros decorrentes da medida
da espessura da orelha dos animais, empregou-se a técnica des
crita por Vadas et al. (1975) para a verificacdo da hipersensi
bilidade retardada.

Apds 10 horas da aplicacgio da dose desencadeante os ani
nmisremﬁmrnguCidelzsﬁﬁm (iododeoxiuridina) de atividade espe
cifica 5uCi/ug ("The Radiochemical Centre - Amersham - England™)
em 0,2 ml de T.F. injetados I.P..

Apds 12 horas da injecdo, os animais foram sa
crificados, as orelhas cortadas e a radiocatividade detectada
em cada uma delas medida em contador gama (Packard).

2.30 - CAPTACAO DA PROTEINA IODADA PELOS MACROFAGOS DA

CAVIDADE PERITONEAL.

Hemocianina de Maia squinado (HMS) - 150 wug
foram marcades com lZSI segundo o método da cloramina descrito
por Hunter & Greenwood - (1962),

Em 0,2 m1 de T.F. foram injetadas I.P., 6,9 X
106 contagens/min. de proteina marcada juntamente com 80 ug de
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HMS. Apos 45 min., os animais foram sacrificados e o exsudato
peritoneal colhido conforme descrigao anterior. A radioativida
de ligada as células foi determinada em contador gama (Packard).

2.31 - TIMECTOMIA.

Camundongos com 1 mes de idade foram timectomi
zados por toracotomia supra-esternal mediante técnica empregada
pela Sra. Mary Holman (comunicagao pesscal) no '"National Insti
tute for Medical Research-Mill Hill - London'': irradiados com
950 rads, reconstituidos com células fetais hepaticas singe
neicas e utilizados 3 - 4 meses depois, '

2.32 - CELULAS FORMADORAS DE PLACAS (C.F.P.].

Células Formadoras de Placas foranm determing
das mediante a técnica de Jerne et al. (1974), segundo descri
¢ao de Dresser (1978), utilizando-se soro de coelho anti-
i{gG2a de camundongo para a revelagdo das placas indiretas (IgG).

2.33 ~ CAPACIDADE DE LIGACAO DO ANTIGENO (C.L.A.).

0 titulo do soro dos animais experimentais, me
dido atraves da capacidade de ligacdo do antigeno foi determi
nado apds analise pela técnica de Farr (1958}, utilizando- se

como hapteno 10°8M de a N - (3,5 diiodo - 4 -~ hidroxi-fenace
til-E, N - (2,4 - dinitrofenil) - 1lisina marcada com 1251
(DIP-DNP~-1is), segundo descrigdo de Askonas § Williamson
(1972},

2.34 - PESQUISA DE Igs E C, NAS HEMACYAS

3

Pesquisa de IgM, IgG, IgA e C3 nas hemacias
dos camundongos infectados foi feita por aglutinacio, empregan
do~se os anti-soros especificos anti-IgM, anti-IgG, anti-IgA e
anti-C3, cedidos por gentileza do Dr. Gerry Klaus.
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2.35 - TECNICAS HEMATOLOGICAS.

Os esfregacos foram preparados pela técnica u
sual e corados pelo Giemsa. Os estudos histoquimicos também fo
ram feitos pelas técnicas usuais do'sudan-black) estearase dci
da e fosfatase acida segundo descricao de Dacie et al. (1975).
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3 - RESULTADOS

3.1 - PARASITEMIA.

Camundongos femeas, as quais sao mais resisten
tes da infec¢do do que os machos, infectadas com 200 parasitas
I.P. apresentaram uma infeccio de decurso fatal.

O pico parasitemico ocorreu no 7° dia de infec
¢ao e foi controlado pelos animais que permaneceram com baixa
parasitemia até o 18°¢ dia de infecgao quando a 29 onda parasité
mica comegou a se manifestar. A mortalidade manifestou-se a par
tir do 189 dia atingindo 100% no 21°. A fig. 1 répresenta 0s
resultados obtidos com grupos de no minimo 7 animais.

300,

200

Parasi'tas/mr’n3 Sangue x 10

100

oo 4
o0 |

] 12 i8
Dias  de |Infeccao

FIGURA 1 - CURSO DA PARASITEMIA EM CAMUNDONGOS INFECTADOS COM

T. brucei

Curso da infecgado por T. brucei S 42 em camundongos
femeas (CBAXCS?)FI. Os animais foram infectados com

200 parasitas (clone NIM 2). Os resultados expressam
as médias aritméticas + d.p.. Cada ponto ate o dia
12 representa pelo menos 14 animais. Pontos posterio
res representam 7 animais.
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3.2 - ALTERACOES CELULARES NO BACO DOS ANIMAIS INFEC

TADOS.

Os camundongos infectados apresentaram uma acen
tuada esplenomegalia que se manifestou a partir do 5° dia de
infecgao. Os bagos atingiram tamanho maximo por volta do 7°¢ dia
apresentando, habitualmente, o dobro do nimerc de células dos
animais normais.

Visando quantificar o aumento da populagio celu
lar no bago dos animais infectados e caracterizar os tipos de
células presentes em diferentes dias da infeccao,determinou-se:

3.2.1 - INCORPORACAO DA 3HwTIMIDINA PELAS CELU

LAS ESPLENICAS DOS CAMUNDONGOS INFECTA
DOS.

Celulas esplénicas viaveis (I x lﬂs)img
diatamente apds o sacrificio do animal e em diferentes dias de
infecgdao foram "pulsadas' durante 4 horas com 3Hwtimidina,

Os resultados expressos na fig. 2 mos
tram que ocorreu um grande aumento na incorporacio da 3H-—timidi
na nos dias 5, 12 e 18 de infecgdo e uma drastica redugao no
7% dia. Também na fig. 2 estdo representados os resultados obti
dos com o "pulso' das células esplénicas com 3Hmleucina. (Vide
item 3.3).

3.2.2 - CELULAS Ig +, Ig - E BLASTOS NO BACO

DOS ANIMAIS INFECTADOS.

Visando caracterizar as populacoes celu
lares no bago dos animais infectados, as célu'as foram coradas
em diferentes dias da infeccdo para Igs de superficie com Ig de
coelho anti-Ig de camundongo conjugada a rodamina.

Determinou~-se igualmente a propor¢ao de
c€lulas bldsticas - caracterizadas como linfécitos maiores que
os linfocitos médios e grandes usuais (acima de 12 p) presentes
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no baco dos animais infectados.

Radioatividade - cont/min/unid. n? cels x16

/
i
8 10 15 18
Dias de Infeccgao

FIGURA 2 - INCORPORACKO DA “H-TIMIDINA E FORMACAO DE Igs PELAS

CELULAS ESPLENICAS DOS CAMUNDONGOS INFECTADOS.

Células esplenicas imediatamente apds o sacrificio -
dos animais foram 'pulsadas" durante 4 horas com
3H—timidina e 3H-—leucina para a produgao de Igs.

(6 - A) - Incorporacio de 3H—timidina/l(}s cels;

(o - o) - Incorporagdo de 3H—leucina/4 x 10° cels.

0Os resultados expressos na tabela 1 nos

tram que embora ndo tenha havido um aumento na proporcdo das ce

lulas positivas para Igs no bago dos animais infectados,ocorreu,

no entanto, um grande aumento na proporgac das células  blasti
cas tanto Ig+ quanto Ig- . Este aumento apds 8 dias de infeccio

foi 7 vezes maior que o normal.
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Os resultados mostraram também que ocor
reu inicialmente, no 5% dia de infeccao, um aumento dos blastos
Ig- 2x maior que o aumento dos blastos Ig+, o que sugere entdo
uma ativagdo inicial das células desprovidas de Igs na superfi

cie da membrana celular.

TABELA 1 - CELULAS BLASTICAS NO BACO DE CAMUNDONGOS INFECTADOS

Cels. Blasticas
Dias de Infecgdo Cels. Ig. Positivas ¥ Cels. Totais
% Cels. Totais

Ig+ ig-

0 47 3 4
5 48 ] 23
8 53 20 20
12 52 22 17
18 45 20 22

3.2.3 - NOMERO DE M@s NO BACO DOS ANIMAIS INFEC
TADOS,

0 namero de M@s presentes no baco dos
animais infectados foi determinado mediante a coloracio pelo
vermelho neutro e os resultados expressos na fig. 3 mostram que
a proporgao dos macrofagos estd aumentada de 3% para 12% a par
tir do 8¢ dia de infeccio.

Este aumento relativo correspondente em
numeros absolutos a um aumento de 2,7 x 106 M@s nos animais nor
mais para 21,6 x 109 nos animais infectados,

Este aumento poderad na realidade ser
maior do que o verificado, visto que os M@s poderido ficar asso
ciados aos debris do tecido esplenico na preparacio das suspen
soes celulares.
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% MO /n‘-’ total cels esplenicas
m

) 5 10 15
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FIGURA 3 - PERCENTAGEM DE M@s NO BACO DE CAMUNDONGOS INFECTADOS

3.3 - PRODUCAC E CARACTERIZACAO DAS Igs NO BACO DOS

CAMUNDONGOS INFECTADOS.

Visando quantificar e caracterizar as Igs produ
zidas no baco dos animais infectados, 4 x 105 células espléni
cas viaveis no dia do sacrificio do animal e em diferentes dias
de infecgao, foram 'pulsadas'" durante 4 horas com 3Hnleucina.

As Igs secretadas foram precipitadas por um so
ro de coelho anti-Ig de camundongo e para a analise do tipo de
Ig produzida, os precipitados apos sofrerem dissociacao,reducao
e alquilacgap foram submetidos a eletroforese em gel de peliacri
lamida,

Os resultados mostraram que ocorreu uma grande
produgao de Igs pelas células dos animais infectados a partir

do 7% dia de infecg¢8o. O maior aumento verificado ocorreu no 8¢




dia. Embora no 18° dia tenha ocorrido um decréscimo, a produgdo
foi ainda 5x maior que o normal. Fig. 2.

Com relagao ao tipo de Ig produzido os resulta
dos mostraram que até o 5°¢ dia de infecgdo ndo ocorreu altera
¢d30 na relagdo IgM/IgG-IgA. Porém, no 89 e 129 dia de infecgdo
a maior parte das Igs produzidas (40 - 80%) foi do tipo IgG-
IgA; quantidade esta que embora decrescesse para 42% no 18°¢ dia
€ ainda sensivelmente diferente da relagdo IgM-IgA normal. Tab.
2.

TABELA 2 ~ CARACTERIZAGAO DAS Igs NO BACO DE CAMUNDONGOS INFEC

TADOS,

$ do Total de Igs Produzidas

Dias de Infecglo

y U Y *oa
-+

> 95 < 5

> 95 < 5

35 65

12 21 79

18 58 42

3.4 - VERIFICACAO DA ESPECIFICIDADE DAS Igs PRODUZ I

DAS PELAS CELULAS ESPLENICAS DOS CAMUNDONGOS IN

FECTADOS.

Com a intengdo de verificar a especificidade das

Igs secretadas pelas células espleénicas dos animais infectados,

. o sobrenadante dos 'pulsos" de SH-leucina (Vide Material e Meto
dos} foram absorvidos com tripanosomas obtidos no pico parasit®

u mico de animais irradiados e infectados, separados por centrifu
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gagao sobre Ficol-Hipaque. Em seguida, a quantidade de Igs exis
tente no sobrenadante foi determinada pelo método descrito ante
riormente.

Os resultados expressos na fig. 4 mostram que
nio ocorreu diminuigdo no nimero de contagens/min. das amostras
absorvidas pelos tripanosomas, 0 que sugere & inespecificidade
da maior parte da Igs secretadas pelas células esplénicas dos

animais infectados.

10 ™
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N
. N
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FIGURA 4 - ABSORCAO DAS Igs MARCADAS G%13H~LEUCINA COM TRIPANOSOMAS.

A -3 x 10° parasitas.
B - 105 parasitas.
C - Controle.

3.5 - RELACAO ENTRE INCORPORACAO DA 3H—TIMIDINA E A

PRODUCAO DE Igs.

A fig. 2 apresenta os resultados obtidos com a

3

incorporagao da “H-timidina e a producao de Igs conforme descri

¢ao anterior. Os resultados apresentados mostram que a produgdo
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de Igs foi maior quando foi maxima a reducfo na incorporagdo da
3H-timidina.

3.6 - NIVEIS SERICOS DE Igs DURANTE A INFECCAO.

Com a verificagao de que a maior parte das Igs
secretadas "in vitro" pelas células espléﬁicas dos animais infec
tados logo apds o sacrificio dos animais e apds 8 dias de infec
¢ao era do tipo IgG (tab.2),procuramos determinar se haveria também mai
or quantidade deste Gltimo tipo de Ig na circulagdo dos animais
infectados.

Para tanto, aliquotas dos soros provenientes de
3 ~ 4 animais infectados foram medidas em diferentes dias de in
fecgao.

Os resultados expressos na fig. 5 mostram que a
partir do 7% e 10° dias de infecgdo ocorreu um aumento na quanti
dade de Igs circulantes, tanto de IgM que atinge o maximo por vol
ta do 14¢ dia de infecg@o, quanto de IgG que atinge também o mad
ximo no 14° dia, porém em quantidade 2x maior que IgM e S5x maior
que © normal,

Estes niveis séricos de IgM e IgG comecam a cair
depois do 14° dia porém mantem-se ainda altos no 18° dia.

Existe portanto uma correlacdo entre maior nivel
sérico de Igs e parasitemia, sendo que esta decresce com o aumen
to das Igs verificando-se, igualmente, a maior quantidade de
IgG do que de IgM.

3.7 - RESPOSTA DAS CELULAS ESPLENICAS DOS CAMUNDONGOS

INFECTADOS AC LPS.

A resposta "in vitro" das células esplenicas nor
mais ao LPS tem sido estudada por diversos autores: Coutinho G
M8ller (1975), Askonas & North (1976), Askonas et al. (1976)
North § Askonas (1976), Zauderer & Askonas (1976).

Dois tipos de cultura empregando a técnica de
Mishell § Dutton (1967) tem sido utilizados:

7

a} culturas de baixa densidade (Kearney § Lawton
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1975) - 2 x 105 cels./ml num total de 3 ml em meio de cultura

contendo 2-Mercaptoetanol (2-ME) e

6

b) culturas de alta densidade - 2x 10" cels./ml

num total de 2 ml em meio de cultura sem Z-ME.

@ a3 & N ¥

Ig mg/ml no Soro

-

5 10 15 20
Dias de Infeccéo

FIGURA 5 - NIVEIS SERICOS DE Igs DURANTE A INFECCAQO POR T.brucei.

Amostras de soro de 3-4 animais foram tomadas em va
rios dias apds a infecg@o e a quantidade de IgG e IgM
medidas por imunodifusao radial simples.

(x — x) IgG; (@ — ®) IgM.

No caso, as culturas de baixa densidade foram
feitas em placas de Petri e as de aita densidade em frascos "bi
jou", ambos de plastico - "Falcon" ou "Sterilin".

A resposta das células esplénicas normais ao
LPS, em culturas de baixa densidade, caracteriza-se por um pico
na incorporagao da SH-timidina no 3° - 4° dia de cultura e por
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um pico na produgao de Igs no 6° - 7° dia. Para as culturas de
alta densidade os picos sao, respectivamente, no 29 e 4° dia de
cultura Askonas § North (1976).

Com a finalidade de estudar a resposta das celu
las esplenicas dos camundongos infectados ao LPS, culturas de
baixa densidade foram preparadas utilizando-se animais em dife
rentes dias de infecgao. Cada experimento contou com um controle
normal.

0s resultados apresentados na fig. 6 mostram
que as células dos camundongos com 5 dias de infeccdo apresenta
ram uma intensa proliferagao no primeiro dia de cultura, decain
do no 3¢ havendo, no entanto, uma recuperacao no 79 dia.

As células esplénicas dos camundongos no 12° dia
de infecgao apresentaram da mesma maneira uma intensa prolifera
¢ao no primeiro dia de cultura, porém, diferentemente das ante
riores, no 7% dia de cultura apresentaram um pequeno numero de
células. Fig. 6.

Na fig. 6 estdo também representados os resulta-
dos obtidos com as células esplé&nicas provenientes dos camundon
gos com 8 dias de infecgao. Neste caso ndo foi verificado o au
mento das ceélulas no primeiro dia de cultura e também o nidmero
de células no 7¢ dia foi inferior aos anteriores.

Os picos blastogénicos verificados no  primeiro
dia das culturas das células esplénicas dos camundongos com 5 e
12 dias de infecg@o e ausentes naqueles com 8 dias, estao de a

cordo com os dados obtidos com a incorporacioc de 3H-timidina .
Fig. 2.

3.8 - EFEITO DA DEPLECAO DOS MACROFAGOS E CELULAS T

DAS POPULACOES ESPLENICAS DOS CAMUNDONGOS INFEC
TADOS E A RESPOSTA AO LPS.

Visando determinar se a baixa resposta ao LPS re
sultava de uma exaustao do potencial B nos animais infectados ou
se seria o resultado da agao de células de atividade supressora,
estudamos o efeito dos MPs e linfdcitos T na resposta ao LPS. Pa
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ra tanto, as populacdes esplénicas foram submetidas ao tratamen
to com ferro carbonil e soro anti - 6 para a deplegao dos M@#s e
linfocitos T respectivamente.

28

20

-
Q

Cels. Vidveis /ml x 10"
11 3

Dias em cultura

FIGURA 6 - RESPOSTA PROLIFERATIVA AO LPS DAS CELULAS ESPLENICAS

NORMAIS E DE CAMUNDONGOS COM 5, 8 E 12 DIAS DE INFEC

cAo.

2 x 10° cels./ml foram cultivadas por 8 dias com
10 ug/ml de LPS.

Células viaveis no decurso da cultura. (x — X) nor
mais; (M —— &) 5 dias de infeccdo; (® — @) 8 dias

de infecgao; (0 ——0O) 12 dias de infecglo.
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A figura 7 apresenta os resultados obtidos com
a populagao das células esplénicas dos camundongos no 8% dia de

infecgao apds estes tratamentos.

/m!x 19'
o

Cels. Vidveis
)

Dias  em cuftura

FIGURA 7 - RESPOSTA PROLIFERATIVA AC LPS DE DIVERSAS SUB-POPULA
COES DE CELULAS ESPLENICAS DE CAMUNDONGOS COM 8 DIAS

DE INFECCXO.

Células viaveis/ml durante 8 dias de cultura com LPS

-10 ng/ml.

(X —— x) - normais.

(6 — @) - cels. apés 8 dias de infecgdo - Ig.

(0 — 0) - Ig apods remocao dos MPs com ferro- carbo
nil.

(Q—anp) - Ig apos remogdo dos MPs e dos linfécitos

T com soro antio e C.
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Verificou-se que apds a deplegdo dos macrofagos
ocorreu uma certa proliferacgao celular no 7° dia de cultura.

A remogao dos macrofagos e o tratamento pelo so
ro-anti-8 caracterizaram-se por uma diminui¢Zo do numero de célu
las nos primeiros dias de cultura havendo, no entanto, uma recu
peracao no 4°¢ dia.

No 7% dia de cultura observou-se uma reversiao na
resposta ao LPS com um nimero de células maior do que aquele ve
rificado com a remocao dos macrofagos apenas.

3.9 - EFEITO DA DEPLECAO DOS M@s E CELULAS T NA PRODU

CAO DE Igs NAS CULTURAS DAS CELULAS ESPLENICAS

DOS CAMUNDONGOS INFECTADOS EM RESPOSTA AO LPS.

Conforme descrito por Askonas § North (1976) as
culturas das células esplénicas dos camundongos normais em res
posta ao LPS, guando cultivadas em baixa densidade, apresentam u
ma maxima produgdo de Igs no 6° - 7° dia de cultura.

Visando quantificar a produg¢do de Igs pelas cul
turas das células espleénicas dos camundongos infectados, e tam
bém verificar o efeito da deplecdo dos macréfagos e células T
das populagoes originais e na producdo de Igs, 4 x 10°  células
viaveis no 6% dia de cultura foram ”pulsadas” com 3leeucina,
e determinada a quantidade de Igs produzidas.

A fig. 8 mostra os resultados obtidos com as cul
turas das células esplenicas de camundongos em diferentes dias
de infeccao.

Os resultados mostraram que a producio de Igs
por cultura esta diminuida pela metade apds 5 dias de infeccio,
e a partir deste ponto severamente comprometida.

A remogao dos macrofagos pelo ferro carbonil pou
co alterou esta producao. Porém, a remocao das células T apos
tratamento pelo soro anti-6 reverteu a produgdo de Igs nos 7° e
8% dias de infecgdo trazendo-a a metade dos niveis normais. Apds
0 12% e 189 dias de infecgdo, no entanto, esta reversdo foi des
presivel.
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Estes resultados sugerem que existem células de
atividade supressora atuando nestas populacdes celulares, e que
apos 12 dias de infecgdo a resposta LPS continua baixa denotando
um comprometimento do potencial B destes animais.

X 104

g

Jein

g

82 Dia de Cult.- Rad. Ig cont
g

Dias de Infeccio

FIGURA 8 - EFEITO DA DEPLECAO DAS CELULAS T NA PRODUCAO DE Igs

NAS CULTURAS DE CELULAS ESPLENICAS ESTIMULADAS PELO

LPS.

2 x 105 cel./ml cultivadas com 10 ug/ml de LPS.
Resultados no 6° dia de cultura estdo expressos por
3 ml1 de cultura.

(¢ — @) - suspensdo original.

(0 —— 0) - suspensao depletada de Mg@s.

(0 —— @) - suspensido depletada de Mps e de células T.
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3.10 - INIBICKO DA ESTIMULACAO DAS CELULAS  ESPLENICAS

NORMAIS PELO LPS POR MACROFAGOS PROVENIENTES DE

CAMUNDONGOS INFECTADOS.

Diferentemente das culturas de alta densidadade,
uma grande proporgao de macrofagos normais (25 - 50% das células
totais), podem ser adicionadas a culturas de baixa densidade sem
ocorrer efeitos deletérios (Askonas comunicacgio pessoal). Isto
nos permitiu verificar o efeito dos macrofagos sobre a estimula
gao das células esplenicas de camundongos normais pelo LPS.

Macrofagos coletados da cavidade peritoneal de
camundongos infectados, em diferentes dias de infecgdo, foram se
meados previamente em placas de Petri (35 mm) em numero suficien
te para dar no final 1,5 x 105 células aderentes por placa.Usual
mente ocorre a aderencia de 50% das células semeadas.

Sobre estes macréfagos foram adicionadas células

- . . - 5
esplenicas de camundongos normais em numero de 6 x 10

dando por
tanto uma relagdo M@/célula esplenica de 1:4. As culturas recebe
ram como anteriormente 10 ug/ml de LPS.

Determinou~se a incorporagao da SH-timidina  no
3¢ dia de cultura e a producgdo de Igs no 6% dia.

Os resultados expressos na tabela 3 mostram que
ocorreu uma intensa inibicao da proliferaci@o celular evidenciada
tanto pelo nilimero de células quanto pela incorporacio da 3H—timi
dina e pela produgao de Igs. Estes efeitos se tornaram evidentes
a partir do 5% dia e se acentuaram a medida que se prolongou a
infeccgao. .

Na fig. 9 estao expressos os resultados obtidos
com a inibicao da proliferagao celular assim também como a inibi
cao da produgdo de Igs pelas culturas por M@s provenientes de ca
mundongos infectados i.e. Mfs supressores. Nesta figura os resul

tados da incorporagdo da 3H-timidina estao expressos/103

célu
las. Verificamos entao que a inibig@o da multiplicagio das celu
las esplenicas pelos M@s supressores estda comprometida quer oS
resultados sejam expressos por 103 células ou pelo total da cul

tura (tab. 3).
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TABELA 3 - INIBICAO DA ESTIMULACAO DAS CELULAS ESPLENICAS NOR

MAIS PELO LPS POR M@s PROVENIENTES DE CAMUNDONGOS IN

FECTADOS.

DoadoTes de Mds 3% dia cultura 47 dia de {ultura
Dizs de Infecgiio Inc. JH-Timidina

ct/min/ml cols. vidveis/ml Ig-ct/min/ml cultura

49.492 i
28.250
19.9%¢
8.114
5.63%

T3.080
14,954
16.910
2,480
1.850

Edi IR R N
O e Thon

g
® oo om ot D

3.11 - CAPTACAC DA PROTEINA IODADA (*2°I) POR M@s DA CA

VIDADE PERITONEAL DE CAMUNDONGOS INFECTADOS POR

T. brucei,

Os resultados anteriores demonstraram que duran
te a infecgdo por T. brucei ocorreu uma ativacio dos M@s os quais
exerceram atividade supressora sobre as células esplénicas em res
posta ao LPS, Esta atividade supressora pode ser demonstrada ja
a partir do 5% dia de infecgdao. Tabela 3 e fig. 9.

Verificamos igualmente nestes animais um aumento
do nimero de celulas da cavidade peritoneal e também um aumento
na proporgao de MPs sobre os linfdcitos i.e. de 40% nos animais
normais para 80% nos animais infectados (Corsini § Askonas - Te
sultados nao publicados).

Estes fatos, levaram-nos a verificar se nesta pa
rasitose ocorreria uma maior captagdo de proteinas pelos macrofa
gos peritoneais que pudesse ser relacionada com estes fenomenos
de supressao e com uma maior atividade do Sistema Mononuclear
Fagocitario (SMF).
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FIGURA 9 - PROLIFERACAO CELULAR E SECRECAO DE Igs INIBIDAS POR

MPs SUPRESSORES.

Culturas de cels. esplenicas normais estimuladas pelo
LPS na presenga de MP provenientes de animais infecta

dos.

' - 3 C s

(4 — &) Igs; (0o — 0) Incorporaciode H-timidina/
10° cels.

Para tanto, camundongos em diferentes dias de in
fecgao foram injetados I.P. com hemocianina de Maia squinado
(HMS) marcada com 1251.

Foram injetadas I.P., 80 ug de MSH e 6,9 x 10
SI - HMS num volume de 0,25 ml em T.F.. Depois de

45 minutos da injegdo os animais foram sacrificados, e o exsuda

6

contagens de 12

to peritoneal coletado conforme descricio anterior (vide Mate
rial e Métodos). As celulas foram lavadas 2x em MME - 1% SFV e
a radioatividade ligada as células determinada em contador gama.
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Os resultados expressos na tabela 4 Tevelaram
que ocorreu uma menor captacac da proteina iodada pelos M@s dos
animais infectados diminuigdo esta que se acentuou a medida que
se prolongou a infecgao. Existe portanto uma relacgdo inversa en
tre captagao da proteina marcada e atividade supressora dos M@s
da cavidade peritoneal dos animais infectados.

TABELA 4 - CAPTACAO DA PROTEINA IODADA (1251) POR M@s DA CAVIDA
DE PERITONEAL DE CAMUNDONGOS INFECTADOS PELO T.brucei.

Dias de Cels. Perit/cam,

s & % Inges/cam. Rad. Tomada/cam, Rad./iGONGs
Infecgace x 10

N 2,65 1,48 ¥7.000 36.603

6 3,10 1,31 ; 87.932 : 28,190

g 4,80 0,49 ! 77.785 5.788

13 14,00 1.25 85,062 é 6.078

3.12 - RESPOSTA DAS CELULAS ESPLENICAS DOS CAMUNDONGOS

INFECTADOS A FITOHEMAGLUTININA (FHA).

Com a finalidade de se estudar a resposta das cé
lulas esplenicas dos camundongos infectados a fitohemaglutinina,
foram preparadas culturas de alta densidade (2 x 106 cels./ ml
num total de Z ml em frascos plasticos) estimuladas com 0,5ug/ml
de fitohemaglutinina.

As culturas de células esplenicas normais em res
posta a fitohemaglutinina apresentam um pico na incorporacao da
3H—timidina no 2¢ dia de cultura (Corsini & Askonas - resultados
nao publicados); por esta razio, a incorporacao da S4-timidina
foi medida no 2% dia de cultura.




-40-

Os resultados expressos na fig. 10 mostraram que
a partir do 5¢ dia de infec¢ao ocorreu uma diminuigao de 90% na
incorporagao de 3H—timidina, e a medida que a infecgdo se prolon
gou as células tornaram-se refratirias ao estimulo mitogenico da
fitohemaglutinina denotando, portanto, sério comprometimento das

células T pela infeccao quando medido através da resposta a
FHA.
5
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FIGURA 10 - RESPOSTA '"in vitro" A FHA DAS CELULAS ESPLENICAS DE

CAMUNDONGOS INFECTADOS COM T. brucei.
6

2 x 107 cels./ml (2ml) foram cultivadas com FHA
0,5 ug/ml. Incorporacao da SH-timidina no 2°¢ dia de
cultura.
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3.13 - REACAO MISTA DE LINFOCITOS (R.M.L.) ENTRE CELU

LAS ESPLENICAS PROVENIENTES DE CAMUNDONGOS NOR

MAIS E INFECTADOS VERSUS CELULAS ESPLENICAS IRRA

DIADAS PROVENIENTES DE CAMUNDONGOS BALB/C NOR

MAIS.

A verificagao da refratariedade das células es
plénicas dos camundongos infectados ao estimulo da FHA. apos
5 dias de infecgao e considerando que a reacdo mista de 1infoci
tos entre ragas de camundongos que diferem quanto ao locus H2
do complexo de histocompatibilidade (especificamente regiao I)po
de ser utilizada como uma medida do potencial T dos animais
(Schendel & Bach, 1974; Paul § Benacerraf, 1977). foram realiza
dos experimentos de R.M.L. utilizando-se cé&lulas esplénicas pro
venientes de camundongos com 8 e 16 dias de infecgdo versus celu
las esplenicas irradiadas (1500 rads - 6060) de camundongos -
BA1B/C normais.

Culturas de alta densidade, num volume de 2 ml

6 c&lulas alvo e a mesma

em frascos plasticos, contendo 5 x 10
quantidade de células reativas, foram "pulsadas' no 2°¢ dia de
cultura com 1luCi de 3H—timidina. Os resultados expressos na fig.
11 representam a média aritmética de frascos em duplicata.

0Os resultados mostraram que ocorreu uma diminui

3

¢a2o na incorporagdo da “H-timidina de 86% apds 8 dias de infec

¢ao e de 94,2% apos 16 dias.

3.14 - REACAO MISTA DE LINFOCITOS (R.M.L.) ENTRE CELU

LAS ESPLENICAS T PROVENIENTES DE CAMUNDONGOS NOR

MAIS E INFECTADOS VERSUS CELULAS ESPLENICAS IRRA

DIADAS PROVENIENTES DE CAMUNDONGOS BALB/C NORMAIS.

A separagao de populagbes de linfécitos do tipo
T tem sido feita através da técnica descrita por Julius et al.

(1973) pela passagem de populagbes celulares por colunas de 13 de
"nylon".
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Através desta técnica e com a passagem por 2 co
lunas de 1a de "nylon" obtem-se populagdes de linfdcitos T con
95% de pureza conforme determinacao por imunofluorescencia e
testes de citotoxidade com soro anti-f (Askonas, resultados nao
publicados).
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FIGURA 11 - REACAO MISTA DE LINFOCITOS DAS CELULAS ESPLENICAS DE

CAMUNDONGOS INFECTADOS COM T. brucei.

Cels. Esplenicas de camundongos normais e infectados

versus cels. esplen. irradiadas de camundongos

BALR/C normais.

Incorporagao da SH-timidina pelas culturas no 2%dia.

Resultados expressam a média aritmética % d.p. de

frascos em duplicata.

A - Suspensoes originais.

B - Suspensoes de células separadas por 13 de “ny
lon" - cels. T.
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A utilizagao desta tecnica, permitiu-nos reali
zar experimentos de reac@o mista de linfécitos entre 1linfdcitos
T de camundongos normais e infectados versus células esplenicas
irradiadas provenientes de camundongos BA1B/C normais.

Foram utilizados os mesmos tipos de cultura des
critos anteriormente e o 'pulso' com *H-timidina também foi fei
to em duplicata no 29 dia de cultura.

Os resultados expressos na fig. 11 mostraram que
embora persista a diminuig¢ao na incorporagao da SHmtimidina nas
culturas das células provenientes dos camundongos infectados, a
inibigao foi menor tanto para 89 quanto para o 16°¢ dia de infec
¢ao, respectivamente: 62,2% e 88,2%.

5.15 - HIPERSENSIBILIDADE RETARDADA AO DNFB EM CAMUNDON

GOS INFECTADOS.

A hipersensibilidade retardada ao DNFB tem sido
utilizada por diversos autores como uma medida do potencial T do
animal uma vez que € mediada pelos linfdcitos T (Gell § Bena
cerraf, 1961; Lagrange et al., 1974; Mackaness et al., 1974 ;
Phahuphak et al., 1974).

A verificagao do comprometimento da resposta T
dos animais infectados pela refratariedade ao estimulo mitogéni
co da FHA. e pela reacao mista de linfocitos, e a verificacio
anterior de Murray et al. (1974b) descrevendo como normal a res
posta ao DNFB em camundongos infectados com T. brucei, levou-nos
a estudar nestes animais a sensibilizac¢do cutanea ao DNFB.

Camundongos em diferentes dias de infecgéé foram

sensibilizados mediante a aplicacdo em area da pele abdominal
(previamente depilada) de 50 pl de uma solucao de DNFB em aceto
na - oleo de oliva. Apds S dias, os animais receberam 5 ul da

mesma solugao na orelha esquerda como dose desencadeante.

Para se evitar os possiveis erros decorrentes da
determinagao da espessura das orelhas dos animais, utilizou- se
da técnica descrita por Vadas et al. (1975) para a avaliagao da
resposta dos animais,

Os resultados da fig. 12 expressam as medias
aritméticas obtidas com grupos de 5 animais dividindo-se as con
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tagens observadas na orelha esquerda pelas contagens verificadas
na orelha direita, 12 horas apds injegdo do isotopo  radioativo
para avaliacdo R.H.R. (Vide material e métodos).
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FIGURA 12 - HIPERSENSIBILIDADE RETARDADA AQO DNFB EM CAMUNDONGOS

NORMAIS E INFECTADOS COM T, brucei.

Relagao entre contagens obtidas na orelha E e na ore
lha D. ‘
12SIUI)R injetada I.P. 10 horas apds a dose desenca
deante do Ag, 5 dias ap0s sensibilizacgdo.

Resultados expressam a média aritmética *d.p. de 5
animais/grupo.

Observou-se que os animais com 8 e 15 dias de in
feccao apresentaram uma resposta ao DNFR mais intensa que 0s ani
mais normais. Tais resultados estdo de acordo com aqueles obti
dos por Murray et al. (1974b) verificando-se que a sensibilidade




w5

cutanea ao DNFB nao esta diminuida na tripanosomiase africana ex

perimental.

3.16 - EFEITO DA DEPLECAO DAS CELULAS T "IN VIVO" E A

RESPOSTA DAS CELULAS ESPLENICAS AO LPS E A FHA.

Tem side demonstrado por Hudson (K. Hudson - co
municagao pessoal) que em camundongos timectomizados a infecgdo
por T. brucei apresenta o mesmo curso que nos animais nao timec
tomizados embora exista uma sobrevida ligeiramente maior daque
les animais.

Camundongos "nu/nu" infectados por T. brucei clo
ne NIM 2 apresentaram a mesma curva parasitemica que 08 contro
les (CBA x CS’/‘)F1 (Clayton § Corsini, resultados nao publica
dos); Clayton et al. em preparacio).

Visando estabelecer o papel desempenhado pelas

células T nesta infeccio em experimentos "in vivo", camundongos
"nu/nu" e camundongos {CBA x C57)F; timectomizados com 1 mes de
vida irradiados e reconstituidos com células fetais do figado

singeneicas (células B), foram infectados com T. brucei da manei
ra convencional.

Em diferentes dias da infeccido estabeleceram-~ se
as culturas habituais, de alta e¢ baixa densidade, para se estu
dar a resposta '"in vitro" das células esplenicas destes animais
ao LPS e a FHA,

Como controle foram utilizados alem dos animais
Fl’ animais irradiados e reconstituidos com células B, camundon
gos CBA/H e CBA/N. Esta uUltima rag¢a caracteriza~-se por uma refra
tariedade ao estimulo mitogénico do LPS geneticamente controlada
e ligada ao sexo - Gerry Klaus (comunicacido pessoal).

Os resultados estdo expressos na tabela 5.

O nilmero de parasitas detectado nas suspensdes ce
lulares esplenicas dos camundongos timectomizados, irradiados e
reconstituidos (camundongos B), no 5° e 11° dias de infeccao foi
Menor que nos controles, e no caso dos "nu/nu" ndo foram detecta
dos parasitas nestas suspensoes.
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TABELA 5 - EFEITOS DA TIMECTOMIA E DA AUSENCIA CONGENITA DO TIMO

NA INFECCAO POR T. brucei E A RESPOSTA "in vitro AOQ

LPS E A FHA.

Animais (CHA x CS?)FI Timectomizades Jrradiados CBA/N Nude g

Irradiados (R} recenstituldos

Dias de Infecgio [ 13 5 10 5 14 3 Lo H i0

§ " .
W parasicos X 10§ 4p00 2080 | 480 1480 | s.6 2120 | s.91 2640 | MO Nie
foago(Susp. coluiar) Betec. Detec,

Prod, Ig

N.F. 116,00 N.F. 13,00 N.F. 43,00 N.F. 28,04 N F, b
Dis Sucrif.-1/K e

Estimul. FHA -
Inc. 3il»d.ilktlinl .24 0,08 &,91 K.F. a,3% 0,35 0,31 ¢,08 H.F, N.F.
% dia cult, I/N

Prod. Ig-4* Ria

2,20 0 1,08 [ 0,51 E:
cult., LPS-I/K 2 Sen resposta 0,04 [}

Enim;l. Les -
Ing, “H-timidins 1,08 8,06 { 1,12 &,0 0,78 [ 58m vesposts NoF. N.F,
3 die cult, 1N

Incorp. “Hetimidina
Dia Secrif, I/N

Camundongos foram timectomizados com 1 mes de vida,
irradiados 30 dias apbs e reconstituidos com células
fetais esplenicas de camundongos singeneicos.
Camundongos '"nu/nu' foram utilizados com 4 meses de
vida.

A incorporagao da SHwtimidina pelas células €s
plénicas apos 5 dias de infecgdo foi 50% menos nos "nu/nu" e nao
revelou diferencas entre os outros grupos. No entanto, no ~ 109
dia de infec¢ao ocorreu uma profunda inibicao (90%) nos . camun
dongos B e 'nu/nu",

Isto nos sugere que as populacoes celulares sen
siveis ao estImulo mitogdnico do parasita se esgotam mais rapi
damente nos camundongos B e '"nu/nu', restando ainda nos outros
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mundongos populagdes celulares sensiveis ao estimulo mitogenico
apbs o primeiro pico parasitemico.

A produgido de Igs pelas celulas esplénicas logo
apos o sacrificio do animal com 10 dias de infecgdo (12 dias pa
ra os "nu/nu") foi 89% menor nos camundongos B e 98% nos'nu/nu".
Nos camundongos CBA/N a diminuigao foi de 75%.

Estes resultados sugerem pois queé nos camundon
gos B e nos "nu/nu" as populagoes B sao exauridas mais  precoce
mente do que nos animais controles.

Verificamos ainda que, mesmo os camundongos -
CBA/N respondem ao estimulo mitogénico da infecgdo por T. brucei
sugerindo que outros clones B que ndo aqueles sensiveis ao LPS
sdo estimulados pelos pressupostos mitogénicos.

Nas culturas de baixa densidade estimuladas pe
los LPS a incorporacao da *H-timidina no 39 dia de cultura reve
lou uma total auseéncia de resposta nas culturas das celulas es
plénicas provenientes dos camundongos CBA/N.

Com relagao aos demais grupos nao foi verificada
diferenca entre os mesmos havendo a mesma exaustao do potencial
reprodutivo apos 10 dias de infecgdo.

A produgao de Igs no 69 dia destas culturas con
firmou a auseéncia de resposta ao LPS por parte das células esple
nicas provenientes dos camundongos CBA/N e da mesma maneira a
exaustao do potencial de resposta apds 12 dias de infecgdo.

No entanto, apds 5 dias de infecg@o verificamos
que as culturas de células esplenicas provenientes dos camundon
gos B apresentaram uma resposta 80% maior que nos controles nor
mais.

Este fato poderia ser explicado pela auséncia de
células T supressoras nestes animais.

A incorporacao da 3H-t;midina pelas culturas de
alta densidade estimuladas pela FHA no 29 dia de cultura nio re
velou diferengas entre os grupos apresentando a mesma  exaustdo
do potencial reprodutivo apds 5 dias de infeccgao.
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3.17 - EXAUSTAQ DA MEMORIA B E T EM CAMUNDONGOS INFECTA

DOS COM T. brucei.

A verificagao de que as respostas ao LPS, 3 FHA
e a reagdo mista dos linfdcitos das populacdes esplénicas dos ca
mundongos infectados estao severamente comprometidas, demonstra
a existencia de uma exaustdo do potencial imunoldgico B e T nes
tes animais.

A baixa reatividade destas populacdes também e
explicada pela existéncia de c€lulas de atividade supressora,M@s
e linfocitos T, em determinadas fases da infeccdo. Porém, a medi
da que a infeccao se prolonga o potencial imunclégico esta de
tal maneira  alterado  que mesmo a eliminacdo destas células
supressoras nao restabelece a reatividade destas populacdes.

A existencia de um potencial imunoldgico caracte
rizado por uma populagao de linfécitos B e T nao comprometidos ,
e capazes de se diferenciarem nas populacgOes produtoras de anti
corpos, mediadores da hipersensibilidade retardada e/ou células
de memoria (Burnet, 1957), constitui a base experimental da Imu
nologia Moderna.

Os resultados obtidos até entdo levaram-nos a es
tudar nestes animais infectados a geracio das células de memdria
BelT.

Com a inten¢ao de verificar qual a subpopulacao
de celulas B e/ou T estaria afetada pela infeccio, e se células
maturas e.g. células de meméria para resposta IgG estariam com
prometidas durante o curso da infeccio, foram realizados experi
mentos de adocao da resposta anti-hapteno mediante a transferen
cia de células esplenicas de animais previamente imunizados jpura
recipientes isogenicos irradiados.

Em resumo: camundongos foram imunizados o
DNP-Proteina para a obtencao de altos titulos anti-DNP, tantio
apds a transferéncia de populagoes esplenicas integrais quanto
populacoes depletadas de células T (populagoes B) suplementadas
com populagbes provenientes de animais imunizados apenas com  a
proteina carregadora (populagdes T) - Mitchson (1971).
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Para tanto, camundongos foram imunizados com

100 pg de DNP - KLH, DNP -HGG,KLH e HGG precipitados pelo alumen e 109
organismos de Bordetella pertussis injetados I.P., e utilizados

2 meses ap0s a imunizag¢do. Parte destes animais foi infectada com
T. brucei e utilizados em diferentes dias apds a infeccio.

Com a finalidade de demonstrar a atividade su
pressora exercida pelos macrofagos dos animais infectados sobre
a geracao de células de meméOria, células da cavidade peritoneal
foram coletadas em diferentes dias da infecgao, e inoculadas jun
tamente com as células esplenicas nos animais recipientes.

0 esquema experimental seguiu a delineagdo esque
matizada na figura 12.

Camundongos isogeénicos do mesmo sexo receberam
uma dose de 660 rads de uma fonte de 60C0 e 0,2 ml de soro huma
no normal I.P. para se evitar a infecgao por T. brucei, Clayton
(resultados nao publicados), Askonas et al. (1978).

Juntamente com as respectivas populagoes celula
res, os animais receberam uma 2° dose do antigeno correspondente
i.e. DNP - KLH, DNP - HGG ou DNP - Ficol. Quando da verificacgao
da resposta terciaria, os animais receberam uma dose de reforgo
do antigeno correspondente e foram sangrados igualmente apos 10
dias. .

A resposta imunoldgica foi medida através da tec
nica de Farr (1958) e o titulo do soro expresso em capacidade de
ligagao do Ag/ml (C.L.A.), ou pelo numero de células formadoras
de placa/bago (vide Material e Métodos).

Os resultados expostos nas tabelas 6 e 7 e fig.
13 demonstraram que a memoria B estad severamente comprometida
nesta infecgao ocorrendo uma diminuigdo da C.L.A. e também das
células formadoras de placa, tanto diretas quanto indiretas, a
medida que a infecgdo se prolongou.

0 comprometimento da memdria B foi evidenciado
tanto na resposta secundaria (tab. 7 e fig. 13) quanto na Tespos
ta terciaria (tab. 8) quando os animais receberam uma terceira
dose do antigeno e foram sangrados 17 dias apés.

Da mesma maneira, a memdria T estd  severamente
comprometida no decorrer da infeccdo conforme os dados da Tab.6.
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. FIGURA 12

. a) Estudo da Memoria T.

1) Cels. Esplénicas Camund.
Norm. e Infect. (8-16 dias). 5- Soro analis.

Imunizados DNP-KLH + 10 ug Ag ~— &5:5—2£L5E£§19 Tec. Farr.

2) Cels. Espl. Camund. Imun.
DNP-KLH tratados soro anti-T (Cels. B).
+
Cels. Espl. Camund. Norm.
ou Infect. (8 e 16 dias)
Separadas 1a de '"nylon" 5 Soro Anal.
(Cels. T "Helpers")}. + 10 ug Ag s /N 10 dias . tec. Farr,

b) Estudo da MemOria T e MPp Supressores.

Cels. Espl. Camund.

Imuniz. DNP-KLH
v +
M@s Cav. Perit. ;; Soro Anal.
? Camund. Infec. (8-16 dias). + 10 ug Ag > s\ 10 dias} Tec., Farr.

c) Estudo da Memdria B.

1) Cels. Espl. Camund. Imuniz.
DNP-HGG Norm. e Infect. (8-16 dias)
tratadas soro anti-T (Cels. B).

4.

Cels. Espl. Camund. ,5
Norm. Imuniz. HGG.- Soro Anal.

2) Cels. Espl. Camund. Imuniz.
DNP-HGG Norm. e Infect. (8-16 dias) ;5 C.F.P.
tratadas soro anti-T (Cels. B). + DNP-Ficol.——3aZ\7 4135 o an¢5_pap,

(50 ug)

("Helpers'" Norm.) + 10 ug Ag y o\ 10 diasy qoo papr,
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0s resultados mostraram igualmente que os M@s
dos animais infectados exerceram atividade supressora na geracao
da memoria T havendo uma diminuicdo do 50% na C.L.A. nos animais
que receberam M@s provenientes de animais com 8 dias de  infec
¢do e 76% apbs 16 dias.

TABELA 6 - EXAUSTAO DA MEMORIA T E EFEITO SUPRESSOR DOS M@s EM
CAMUNDONGOS INFECTADOS COM T. brucei. |

Doadores Deadores DNp Deadores KLH
DNP-KLH imuni Macréfagos KLY Células sep. Titulo Sore
zados 2 meses {Peritonec) 10 pg 18 de”Nylen” C.L.A, /31 - 18% Dia

Sem trat./o - + - 35,61 ¥ 1,590

8 dias de infec. - + - 5,10 § 1,20

16 dias de infec. - » - 0,47 ¥ 1,01

Tratados com

+ normal 6,60 ; 1,04
Aati-T

- N 8 dias de infec. 3,65 ¥ 1,21

- + 16 dias de infec. 0,35 7 1,00

Sem tratamento noYMEl * - 37,50 § 1,13

$ diss de inf. | -+ - 18,50 ¥ 1,30

10 dias de inf.] < . 8,97 ¥ 1,11

Capacidade de ligagdo do Ag expressa em hapteno liga
do/mMol x 1075,

Camundongos recipientes foram irradiados com 660 rads
e sangrados 10 dias apds a transferencia das células.
Média geométrica ¥ d.p. de 6 animais/grupo.

Estes resultados mostram claramente que a infec

¢oes por T. brucei dos camundongos imunizados previamente,levaram
a uma supressdo da resposta adotiva do tipo IgG. Esta supressio
nao & devida a transferéncia de parasitas juntamente com as po
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pulacbes esplénicas para o recipiente visto que a infecg@o  nao
se instala nestes (ltimos gragas a inoculac¢do prévia de 0,2 ml
de plasma humano.

TABELA 7 - EXAUSTAO DA MEMORIA B EM CAMUNDONGOS INFECTADQS COM

T. brucei.

Desdores ilig NP Bosderes Titgle Sora C.E.Pe NG Tf BIA
DRP«HEG HEG Ficel Imunes « £.L.A, *mi?
Isupizades ! meses L8 ug 50 up GG 307 dig | Diretsr Indiretas
DNP-HGG sned ¥ . - morual LR TR I ¥ F. N.F.
normal
DRP-#GG anti-T . - - RIS NN N.F. N.F.
sotmal
DNP-HGG aned-T . - normal 0,28 ¥ 1,50 H.E. ; W.F.
4 diss de infecglo
PMP-HGG anti-T . - norsat 0,50 § 1,24 H.E, n.F.
16 dias de infecgde
DNP~HGG enti-T
" . - B, 4,350 ¥ 2,58 s1.864 § 1,19
norsdl
DNP-EGG snti-T u %
* - N.F. 1L.53% ¢ 2,20 $.025 § 1,48
B dias de infecglo '
DHP-HGG wnri-T u ; ¥
- + - oFu 1 N xsg v 2.7
16 diss de infecgio H.F 788 1,99 :

Capacidade de ligacao do Ag expressa como na tab. an

terior.

- . . X
Resultados expressam a média geometrica * d.p. de gTru
pos de 5 animais.

Camundongos recipientes foram irradiados com 660 rads

antes da transferéncia das cé€lulas e sangrados 10
dias apds ou sacrificados 7 dias depois da transferén
cia.

C.F.P. indiretas foram reveladas com um soro de coe
lho anti-Ig de camundongo.
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A demonstragio prévia da existéncia de células
T supressoras que poderiam interferir com a resposta adotiva foi
contornada com o tratamento pelo soro anti~0 e C, anteriormente
a transferencia.
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FIGURA 13 - EXAUSTAO DA MEMORIA B EM CAMUNDONGOS INFECTADOS COM

T. brucei.

Celulas formadoras de placa anti-DNP 7 dias apds a
transferéncia das céls. e 50 ug de DNP-Ficol.. Vide
tab.7.

A resposta das populacdes esplenicas "depletadas’
de células T (populagdes B) provenientes de camundongos normais
puderam ser restauradas com células espleénicas imunes as proteil
nas-carregadoras e separadas pela 1a de "nylon" (células T), di
ferentemente daquelas populagoes B provenientes de camundongos in
fectados. Tab., 7.

Uma 22 imunizagdo apds 3 semanas de transferén
cia adotiva ainda nao demonstrou recuperagdo da producio de anti
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corpos. A resposta terciaria anti-DNP foi de apenas 15% e 19% da
resposta normal naqueles experimentos em que foram utilizados a
nimais, respectivamente, com 8 e 16 dias de infecgdo. Tab. 8.

TABELA 8 ~ EXAUSTAO DA MEMORIA B EM CAMUNDONGOS INFECTADOS COM

T. brucei.RESPOSTA TERCIARIA.

% Inibigéo da C.L.A.

Norm. 18'2 116‘3
DNP-KLH 0 69 94
*] Cels. B+ T 0 &9 91

Animais recipientes foram irradiados com 660 rads ¢ transfe
ridos com c€lulas esplenicas imunes provenientes de animais
normais ou infectados com T, brucei.

Reforgo com 10 ug de Ag. I1.V. 17 dias apds a transferéncia
e sangria 10 dias apds reforgo.

*1 - DNP-KLH anti-T + células purificadas com 13 de “Nylom"
provenientes de csmundongos imunizados com KLH.

*2 - 8§ dias de infecgio.

*3 - 16 dias de infeccio.

Da mesma maneira, células de memoria T foram e
xauridas durante a infec¢ao. Camundongos imunizados com a protei
na carregadora normais ou infectados foram utilizados como doado
res de T "helpers". Testou-se a habilidade destas células Tes
taurarem a resposta anti-hapteno das populagles tratadas com so
ro anti-T e C (populagOes B) provenientes de animais normais imu
nizados.

Estas células separadas pela 1d de "nylion" perde
ram gradualmente no decurso da infecg¢do a capacidade de restau
rar a resposta anti-DNP daquelas populagdes. Assim sendo, o com
partimento das celulas T "helpers" esta quase que completamente
e xaurido apos 2 semanas de infecgdo. Tab. 6.
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Estes experimentos mostraram claramente que a in
fecgdo exauriu as células de memOria B e T a antigenos Timo de
pendentes.,

Da mesma maneira, as células B de memdria a anti
genos T independentes estao comprometidas na infec¢do por T. bru
cei visto que o nimero de placas tanto diretas quanto indireta$s
esta diminuido em 95% e 85% apds 8 e 16 dias de infecgdo respec
tivamente. Tab. 7 e Fig. 13.

Nestes experimentos, células esplenicas prove
nientes de animais imunizados com DNP-HGG e infectados com T.
brucei foram tratados com soro anti-T e C e transferidos a  ani
mais singeneicos irradiados que receberam no momento da transfe
rencia 50 pg de DNP-Ficol, um antigeno T independente (Mosier
et al. - 1974), e o nimero de células formadoras de placa verifi
cado 7 dias apés transferéncia. Tab. 7 e Fig. 13.

Estes resultados implicam nao somente numa deple
¢ao permanente das células de meméria, mas também de células vir
gens que pudessem ser susceptiveis a imunizag@o com o antigeno
dado no momento da transferéncia.

3.18 - QUADRO SANGUINEO PERIFERICO DOS CAMUNDONGOS IN

FECTADOS POR T. brucei,.

Durante a infecgdo por T. brucei, pudemos obser
var nos animais infectados o desenvolvimento de uma anemia, as
sim sendo, visando caracterizar o quadro sanguineo periférico
destes animais procedeu-se a contagem de reticuldcitos, gldbulos
vermelhos e brancos em esfregagos corados pelo método de Giemsa.

Os resultados expressos nas figs. 14 e 15 mos
tram que a anemia acentuou-se no 12° dia de infecgdo quando foi
maximo o nimero de reticuldcitos circulantes. Observou-se parale
lamente uma leucocitose que atingiu valores maximos no 79 dia o
correndo, no entanto, uma leucopenia no 21° dia. ‘

A contagem diferencial revelou quadros semelhan
tes para os neutrdfilos, linfocitos pequenos, médios e grandes
i. e. aumento no 7°¢ dia de infecgdo e diminuigao no 21° dia,
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» Observou-se uma monocitose a partir do 79 dia de
infeccao ocorrendo um pico no 12° dia com persisténcia ainda no

21° dia.
Estes resultados da contagem diferencial foram

confirmados pelos testes citoquimicos do''sudan-black; fosfatase

acida e estearase acida.
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FIGURA 14 - QUADRO SANGUINEO PERIFERICO DOS CAMUNDONGOS INFECTA

DOS COM T. brucei,

A - Globulos vermelhos.
B - Globulos brancos.

3.19 - PESQUISA DE ANTICORPOS E .CB.NAS,HEMKCIAS

* L]
Visando observar se nos camundongos infectados
por T. brucei ocorreria um fendmeno imunoldgico na génese da ane




o mia, foram pesquisadas a presencga de IgG, IgM, IgA e C3 na super
ficie das hemacias dos camundongos empregando-se os antisoros es
pecificos (gentileza do Dr. Gerry Klaus) através da técnica da
hemaglutinacao.

Os resultados foram negativos e sugerem a exclu
sdo, portanto, da existencia destes mecanismos na genese da ane
mia da tripanosomiase africana experimental.
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FIGURA 15 - CONTAGEM DIFERENCIAL DO SANGUE PERIFERICO D0OS CAMUN
DONGOS INFECTADOS COM T. brucei.

Os esfregacos foram corados pelo Giemsa.
A - Polimorfos.

B - Linfocitos Pequenos.

C - Linfocitos Médios.

D - Linfécitos Grandes.
g E - Mondcitos.
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3.20 -~ VERIFICACAO DA CELULARIDADE E DO NOUMERO DE M@s

NA MEDULA OSSEA (M.0.) DOS ANIMAIS INFECTADOS.

Excluida a existéncia do mecanismo  imunoldgico
descrito anteriormente como explicag¢do da anemia verificada nos
animais infectados, procurou-se quantificar o nlmero de <células
assim também como o nUmero de M@s existentes na medula dos camun
dongos infectados.

Suspensoes celulares da M.0. em T.F. - 5% SFV
foram preparadas utilizando-se os dois femures do animal. As cé@
lulas foram lavadas 1x e conservadas em banho de gelo. Procedeu-
se a contagem do numero de células e a determinacdo do numero de
M@s pela técnica do vermelho neutro.

Os resultados expressos na tabela 9 mostraram um
decréscimo na celularidade da M.0. dos animais infectados sendo
minimo o nimero de células no 12° dia de infecg@ao, e também a o
correncia de uma recuperagdo com nimeros praticamente normais no
21% dia. Estes resultados estao de acordo com aqueles obtidos por
Mayor-Whitey et al (1978).

Os M@s aumentaram de propor¢do nas medulas dos
animais infectados atingindo nimero maximo no 8¢ dia de infeccao
(12,3%) conservando-se ainda em grande nimero apés 21 dias.

3.21 - DETERMINACAC DO N? DE UNIDADES FORMADORAS DE (O

LONIAS (U.F.C.) NA M.0. DE ANIMAIS INFECTADOS.

Visto que a celularidade de M.0, dos animais in
fectados diminui no decorrer da infecgido, determinou-se atraves
da técnica descrita por Till § McClullogh (1961) o niimero de U
nidades Formadoras de Colonia na M.0. dos animais. Brevemente
suspensoes celulares de M.0. sio injetados I.V. em camundongos
isogenicos do mesmo sexo, previamente irradiados (60Co -600 rads)
e no 8% dia apds a transferéncia o nimerc de ndédulos - colonias
é determinado no bago destes animais.

Os resultados expressos na fig. 16 revelaram que
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* ocorreu uma diminuicdao do nimero de U.F.C. na M.0. dos animais
infectados assim também como uma recuperagdo apds 21 dias de in
feccao. Ndo somente o numero de nodulos estd diminuldo no 8¢ dia
de infecgdo mas também o tamanho dos mesmos €& menor do que os nd
dulos normais, Fig. 17.

TABELA 9 - ALTERACOES CELULARES DA MEDULA OSSEA DOS CAMUNDONGOS
INFECTADOS COM T. brucei.
. n® de cels./ Mds
Dias de Infecgao 6
camun x 10 % Cels. Totais
0 27,4 2,6
8 15,1 12,3
" 12 11,4 N.F.
v
14 17,0 N.F,
19 15,6 9.3
21 24,0 8,9

As cels. foram colhidas de ambos os femures dos  ani
mais.

0 n° de MPs foi determinado pelo metodo do  vermelho
neutro.

Estes fatos estdao em concordancia com os resulta
dos descritos anteriormente quando verificamos a hipocelularida
de na primeira semana de infecgdo seguida de uma recuperacdo nos

» dias subsequentes.




A existéncia de um maior nimero de M@s nestas po
pulagdes celulares poderia representar uma atividade de supres
sao exercida por estas células na geragdo dos precursores eri
tro e leucopoiéticos, assim também como o menor tamanho e o me
nor nimero dos nddulos poderia representar um comprometimento da
capacidade de multiplicacdo das células da M.0. dos animais in

fectados.
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FIGURA 16 - POTENCIAL DA MEDULA OSSEA EM CAMUNDONGOS INFECTADOS

COM T. brucei.

Técnica de Till § McCullogh. Vide Material e Métodos.
A-0,3x 10° c&ls. inoculadas.
B - 0,5 x.10° céls. inoculadas.
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FIGURA 17 - BACOS DOS CAMUNDONGOS INJETADOS COM CELULAS DA MEDULA

OSSEA DE CAMUNDONGOS NORMAIS OU INFECTADOS COM T.

brucei.

Técnica de Till § McCullogh. Vide Material e Métodos.
A - Cels. Normais.

B - Cels. de animais com 8 dias de infecgdo.

C - Cels. de animais com 21 dias de infeccdo.
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4 - DISCUSSAO

Nossos resultados confirmam que as infecgdes por T.
brucei em camundongos sdo fatais num periodo de aproximadamente-
21 dias.

No decorrer da infeccdo verificamos que acompanhando o
aumento do nimero de células, ocorreram profundas alteracdes na
populacdo esplenica dos animais infectados.

0 estudo da incorporagao da 3Hwtimidina pelas cé&lulas
esplenicas logo apds o sacrificio do animal mostrou que a blasto
génese ndo se mantém alta a partir do 5% dia, mas apresenta me
nor incorporagdo nos 7¢ e 8¢ dias de infecgdo. Estes dados con
trariam os estudos realizados "in vivo' com a incorporacdo da
1251 - iododeoxiuridina no ganglio 1infatico de camundongos in
fectados com T. brucei, onde verificou-se uma maior incorporacao
do isotopo a partir do 6°¢ dia permanecendo em altos niveis duran
te todo o decorrer da infecc¢ao (Jennings et al., 1974).

Verificamos pois que a queda na incorporacdo de 3H—ti~
midina pelas células esplenicas dos animais infectados nos 7% e
8§° dias de infecgado corresponde ao inicio do aumento das Igs
circulantes, tanto IgM quanto IgG, particularmente desta Gltima,
e a queda no numero de parasitas circulantes, coincidindo, por
tanto, com o controle do primeiro pico parasitémico.Figs. 2 e 5.

A pesquisa de Igs na superficie de cé€lulas blasticas
revelou que tanto células Ig+ quando Ig- estdo aumentados e con
sequentemente a blastogenese se deve tanto a células B quanto
células T, com inicio nestas Gltimas visto que no 5° dia de in
fecgao foi verificado apenas um aumento dos blastos Ig-.

No entanto, € possivel que estes blastos Ig~- nao sejam

na realidade células T, uma vez que George Roelants et al. ( co
municagao pessoal) no "International Laboratory Research in
Animal Diseases' - Nairobi-Kemya, utilizando uma técnica de du

pla marcacao com fluorescéncia e rodamina, nfo verificou nesta
infecgdo aumento no n® das células T, mas somente das células B
e, posteriormente, das células classificadas como "Null"; isto e,




v 63

células sem Igs e antigeno © na superficie.

Os mesmos autores verificaram que em camundongos
"nu/nu" nao ocorreu a diferenga no nimero das células B verifi
cando, no entanto, aumento do numero das celulas "null" e ' al
guns T,

Embora estes resultados variassem de acordo com a raca
dos camundongos utilizados, eles nao encontraram aumento no nﬁmg
ro das células T em nenhuma delas,

Porém, a verificacdo de que estes blastos Ig- sdo sus
ceptiveis a acdo litica do soro anti ® - anti Thy - 1-2 (Corsini
§ Askonas ~ resultados nao publicados) sugere que a blastogenese
ocorre tanto nas células B quando nas cé&lulas T.

No entanto, Mayor-Withey et al. (1978) demonstraram u
tilizando técnicas de autoradiografia e dupla marcagdio com anti-
soros especificos anti-© e anti-Ig de camundongo, que o niimero
de células esplenicas duplicou apds 5 dias de infecgio e que o
correu um aumento transitorio de 3 x no nimero das células T,

. voltando a numeros normais apds 8 dias de infeccdo e diminuindo
apos 12 dias.

. As células B aumentaram 2,5 vezes e as ceélulas '"null"
35 vezes ap0ds o primeiro pico parasitemico (entre 7-12 dias) ha
vendo uma queda drastica no 14° dia. Esta (iltima queda poderia
ser devido a uma maior fragilidade destas Ultimas células nos
processos de manipulacao e preparo das laminas.

Estes dados confirmam pois que ocorre durante a infec
¢ao por T, brucei um aumento das células T e B, embora o maior
aumento seja das "Null". Estes mesmos autores demonstraram que
ao redor do 12°% dia de infecgdo 114 das células em divisdo  sdo
células B, 12% T e 77% células "Null".

Além do aumento das celulas B e T no bago dos animais
infectados, constatou-se um aumento de 4x do numero de MPs .
quando determinado pelo método do vermelho neutro.

E possivel que este aumento sejz na realidade maior
que o verificado visto que o manuseio dos bacos dos animais in

‘ fectados para a feitura das suspensdes & dificil devido ao tama
nho dos mesmos, e portanto muitos M@s poderdo permanecer  aderi
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dos aos debris e grumos do tecido esplénico.

Considerando que a natureza destas cé&lulas "null" e
desconhecida, existe a possibilidade de que algumas sejam ''pré-
B", ja que ocasionalmente foram verificadas Igs no citoplasma, e
também que possam ser macrofagos ja que ocorre uma proliferagdo
do Sistema Mononuclear Fagocitario na vigéncia da infecgdo (Mur-
ray et al., 1974a; Corsini et al., 1977; Corsini (resultados nido
publicados); Clayton et al. (em preparacac).

Em resumo, 0s resultados mostraram que nas infecgoes
por T. brucei ocorreram profundas alteracgoes na celularidade do
baco dos animais infectados verificando-se um aumento no numero
de células blasticas, de linfdcitos B e T e de Mfis. Estas altera
coes se manifestaram precocemente, ja a partir do 5° dia de in
fecgao, ocorrendo inicialmente um aumento dos linfdcitos T e
M@s, seguindo-se do aumento das células B, A incorporacdo desﬁ—
timidina revelou 3 picos blastogénicos no 5%, 12° e 18% dias de
infeccao.

A produgdo de Igs "in vitro" pelas células esplénicas
medida por ocasifdo do sacrificio dos animais, em diferentes dias
de infecgdo, apresentou um pico na quantidade secretada no ge
dia da infecgdo que coincidiu com a queda temporaria na incorpo
racao da SH-timidina e com o controle do primeiro pico parasite
mico pelo animal.

Este aumento na produgao de Igs nao foi verificado  se
nao a partir do 7° dia de infeccdo portanto, apds o pico na in
corporacgao da SH-timidina.

Um resultado particularmente interessante & que a mai
or parte dos Igs secretadas foi do tipo IgG, sendo que nds ani
mais normais e infectados até o dia 5 foi do tipo IgM, ocorrendo
portanto uma mudanca neste periodo com relagdo ao tipo de Ig pro
duzido.

A inespecificidade da maior parte destas Igs com relagdo ao para
sita foi verificada através dos experimentos de absorcdo com tripano
somas obtidos no pico parasitémico de animais irradiados e sepa
rados pelo gradiente de Ficol - Hipaque.

Portanto, nao existe especificidade de anticorpo  con
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tra T. brucei nestas Igs secretadas "in vitro" pelas células es
plénicas dos animais infectados confirmando portanto as previ
soes de Greenwood {1974) e Hudson et al., (1976).

No entanto, o controle da parasitemia no 7° dia de in
fecgdo deve-se a producdo de anticorpos contra o parasita (Brown
& Williamson, 1962; Cohen, 1974, 1975, 1976:; Hudson et al.,1976).
Assim sendo, a ativacd@o policlonal do sistema linfdide pelo para
sita (Greenwood, 1974; Hudson et al., 1976)embora determine uma
major produgdoc de Igs inespecificas, o animal ainda consegue con
trolar a infecgdo com a produgdo de anticorpos especificos con
tra T. brucei.

A quantificagao das Igs circulantes pela técnica de
Mancini et al. (1965) confirmou o aumento das Igs, tanto TgM
quanto IgG, particularmente com um rapido aumento na quantidade-
desta {iltima a partir do 7% dia de infecgio que poderia ter leva
do, portanto, ao controle do primeiroc pico parasitemico, apesar
da inespecificidade da maior parte destas Igs (Cohen, 1976, Hud
son et al, 1976; Corsini et al., 1977; Askonas et al,, 1978).

Estes resultados mostram, pois, que a infecgdao por T.
brucei tem um efeito profundo sobre os linfdcitos B.

Da mesma maneira, alteracbes nos linfbGcitos B causadas
por esta infecgdo puderam ser verificadas quando células espléni
cas foram cultivadas em baixa densidade na presen¢ga de LPS con
forme os métodos descritos por Kearney § Lawton (1975) e Askonas
& North (1976).

Células esplenicas normais nestas condigdes ndo  apre
sentam aumento do nimero até o 3% dia de cultura quando entdo
apresentam um riapido aumento que atinge o maximo no 6° - 79 dia,
Este aumento de 10- 12 vezes deve corresponder aproximadamente a
6 - 8 ciclos de divisdao visto que menos da metade do nimero de
células respondem a LPS (Janossy § Greaves, 1975).

Em contraste com estes resultados, células esplenicas
provenientes de animais com 5 e 12 dias de infec¢ao apresentaram
uma blastogénese imediata, atingindo 8 x mais o nimero de célu
las apos 24 horas em cultura. Estes resultados implicam num ci

clo reprodutivo extremamente rapido destas células, da ordem de
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8 - 10 horas, independentemente da presenca de LPS na cultura.

Esta blastogenese ndo foi verificada nas culturas de
células esplenicas de animais com 8 dias de infeccdo, o que esta
ria de acordo com a baixa incorporacidao de SH-timidina por estas
células logo ap6s o sacrificio do animal (fig. 2).

Embora o aumento na incorporacao de 3H—timidina tenha
sido verificado em todas amostras de células esplénicas provenien
tes de animais infectados com 5 e 12 dias a infeccdo, o pico blas
togenico do 1¢ dia de cultura foi detectado em apenas 50% dos
experimentos. As razoes deste fato ndo foram elucidadas e tampou
co foi verificado se o aumento de numero de ceélulas era devido
a células B - T, ou de ambos os tipos.

Verificou-se tambem que o numero de células no 7°¢ dia
de cultura esta severamente diminuido nas culturas provenientes
de animais com 8, 12 e 18 dias de infeccdo denotando, portanto ,
um comprometimento do niimero de células sensiveis ao estimulo mi
togénico do LPS apds. 5 dias de infeccio.

Askonas et North (1976) mostraram que nestas condig¢des
de cultura de baixa densidade, ocorre um pico na producido de Igs
no 6° - 7¢ dia de cultura. Nossos resultados mestraram que a in
feccao por T. brucei compromete severamente esta producio de Igs
pelas células esplénicas em cultura, a medida que se prolonga a
infecgdo, sendo praticamente suprimida a partir do 12° dia, embo
ra até o 59 dia de infecg@o a resposta ao LPS no esteja compro
metida. Fig. 6.

A remogdo dos linfocitos T pelo tratamento com soro an
ti © revelou que nas populagdes celulares esplenicas de animais
com 8 dias de infeccao existem linfocitos T de atividade - supres
sora sobre a estimulagido das c€lulas pelo LPS que nado haviam si
do detectadas até o 5% dia de infeccao. Fig. 7.

Apdos 12 dias de infecgdo, a remocio de linfocitos T
ndo interfere no nimero de c&lulas e na produgio de Igs denotan
do portanto sério comprometimento do nimero de células reativas
ao LPS.

Embora a remogao dos M@s pelo tratamento com ferro-car
bonil ndo tenha afetado o nimero de células e a producio de Igs
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nas culturas das células esplénicas dos animais infectados, mes
mo no 8¢ dia de infecgao, a atividade supressora exercida por
estas células pode ser demonstrada quando M@s da cavidade peri
toneal de animais, em diferentes dias de infeccao, foram acres
centados a cultura de células esplenicas de animais normais.

Neste caso verificamos que, ja a partir do 5° dia de
infeccao os MpPs dos animais infectados exibem atividade supresso
ra visto que no 3° dia de cultura diminuem a incorporagao de
SH-timidina e o nimero de células e a produgdo de Igs no 6% dia
Fig. 9.

Assim sendo, nossos resultados com a demonstracgdo da
existéncia de linfécitos T de atividade supressora nestas popula
¢oes esplenicas, confirmam os dados de Jayawardena § Waksman
(1977} e Eardley § Jayawardena {(1977) e acrescentam a existencia
dos M@s com células de atividade supressora na triponosomfase a
fricana experimental.

Os M@s da cavidade peritoneal apresentaram uma  menor
captacao da 125{ - HMS a partir do 6% dia de infeccao, quando os
animais estao controlando o primeiro pico parasitémico, que se acentou
com o decorrer da mesma. Verificou-se, pois, que existe um para
lelismo entre menor atividade de fagocitose e maior atividade su
pressora. Tais resultados implicariam numa possivel saturacgio do
SMF e ativagao dos M@s no decorrer da infecgdo por T. brucei,por
restos do parasita ou por complexos Ab-Ag (Humphrey, 1974; Lam
bert § Houba, 1974; Wilson, 1974; Cohen, 1976: Capron et al. .
1977) em virtude da lise dos parasitas no final de cada onda pa
rasitemica (Cohen, 1975, 1976).

Estes resultados, em conjunto, mostram pois que na in
feccao por T. brucei a capacidade de resposta das células B ao
LPS "in vitro”, tanto no que se refere ao nimero de células quan
to a produg@ao de Igs esta quase que completamente suprimida ap8s
7 - 8 dias de infeccao. Infecgles de 5 dias causam pequena ou
nenhuma supressio. '

Zauderer & Askonas (1976) e Askonas § North (1976) mos
traram ser essencial para a maturagdo das células produtoras e
secretoras de IgGs que as mesmas passem por varias fases de pro
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liferacao. Tais células possuem receptores de Igs na superficie e
requerem sinais providoé por antigenos e interacoes celulares ou
por substancias como LPS em cada estagio para O que parece ser um
programa de proliferagio e maturacio.

Nossos resultados suportam a sugestdo de Greenwood -
(1974) e Hudson et al. (1976) que os tripanosomas proveem sinais
que desencadeiam e aceleram a proliferacdo e maturacdo das célg
las B do camundongo. Aquelas em estado mais avancado sdo ativa
das pelo estimulo blastogeénico dos parasitas e dentro de poucos
dias aumenta o namero basal de C.F.P. do tipo IgM (Longstaffe et
al., 1973; Murray et al., 1974b; Hudson et al., 1476). De acordo
com nossos resultados, depois de 1 semana de infeccdo, a produ
gao de IgG e IgM aumenta mais de 50 vezes.

Aparentemente, as células B que estiao numa estddio pri
mitivo do programa'de desenvolvimento por ocasifio da infecgdo sio
imediatamente estimuladas a proliferar de maneira que toda a po
pulagao B & levada pelo estimulo blastogénice dos tripanosomas
em diregao da exaustao clonal.

Considerando que o potencial proliferativo dos clones
das celulas B & limitado (Williamson § Askonas, 1872}, quando os
animais sao infectados e consequentemente o sistema 1inféide es
timulado por estes potentes estimuladores, as células B tornam-
se refratarias aos estimulos antigénicos e eventualmente os ani
mais sucumbem a infeccado.

Estes resultados confirmaram aqueles obtidos "in vivo"
por Hudson et al. (1976), e sugerem igualmente que altos niveis
de produgdo de IgM e imunosupressio estdo correlacionados e que
ambos sdo consequéncia do estimulo blastogénico da infeccio.

Embora a resposta das cé&lulas esplénicas ao LPS esteja
comprometida apds 1 semana de infeccgdo, os animais sio ainda ca
pazes de controlar o primeiro pico parasitémice visto que ocorre
um aumento das Igs circulantes, e permanecem em baixa parasite
mia até o 15° dia de infeccdo apds o que o nimero de parasitas
no sangue periférico aumenta progressivamente e o0s cammdongos mor
rem apds 3 semanas de infecgdao aproximadamente.

Os mesmos fenomenos de blastogénese aumentada e altera
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¢Oes na resposta 'in vitro" de células esplénicas a mitégenos, tam
bém ocorrem em infecgdo com P. berghei que ndo sdo letais em ra
tos, conforme demonstram os trabalhos de Golenser et al. (1975 )
e Spira et al. (1976).

MPs e células T de atividade supressora presentes nas
populagoes esplénicas dos animais infectados siao responsaveis
em parte, pela diminuigao da resposta ao LPS em cultura.

A rTecuperagdo do nimero de células e da producio de
Igs observados nas culturas de células esplénicas dos animais com
7 e 8 dias de infecgdao quando da remocgio das‘células T, implicam
que estas células T exerceram um efeito supressivo na prolifera-
¢ao e maturacdao das células B possivelmente por acdo direta em
determinados estadios de desenvolvimento destas células.

No entanto, conforme dito anteriormente, a remogdo deg
tas celulas apds 12 dias de infeccdo pouco altera esta baixa
Tesposta visto que o potencial de proliferacdo e maturagdo dasc§
lulas B em resposta ao LPS estd praticamente exaurido.

A presenga de células com Igs na superficie ainda pre
sentes nesta fase tardia de infecgdo, sugere a exaustao do poten
cial ao inves do desaparecimento destas células B ~ tabela 1.

Embora tenhamos demonstrado a existeéncia de T supresso
res nestas populagdes esplénicas, nos experimentos realizados com
mistura de células, diferentemente dos resultados de Jayawardena
& Waksman (1977) e Eardley § Jayawardena (1977}, nio detectamos
diminuicao da resposta ao LPS no que se refere ao nimero de célu
las e sintese de Igs.Por outro lado, estes autores nio puderam de
monstrar a susceptibilidade das células supressoras go soro anti- 9,
atribuindo este fato a uma possivel diminuicao da concentra
cao do antigeno © na superficie destas células supressoras.

Nossos resultados negativos com as culturas de mistura
de células talvez sejam devidos i morte prematura destas células
nas nossas condigdes de cultura e, consequentemente, quando por
ocasido da proliferagdo celular ao redor do 3¢ dia, as células
normais estariam, portanto, livres do efeito depressor das célg
las supressoras.

Outras evidencias dos efeitos da infeccdo sobre as cé
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lulas T sao dadas pelos experimentos da resposta '"in vitro" das
celulas esplénicas a FHA e reacBes mistas de linfdcitos.

A partir do 5? dia de infecg¢io, a resposta das células
esplenicas a FHA "in vitro" estava diminuida em 90% e ainda mais
comprometida a medida que se prolongou a infeccio.

Da mesma maneira, a reacdo mista de linfOcitos demons~
trou uma diminuicado de 86% apos 8 dias de infeccdo e 94,2% apébs
16 dias. ‘

Quando foram utilizadas células separadas pela coluna
de 12 de "nylon", embora tenha havido uma recuperacdo na respos
ta, a inibigdo foi ainda de 62,2% para 8 dias de infeccio e
88,2% para 16 dias.

Esta recuperacdao poderia ser explicada pela Temogao par
cial de T supressores pela coluna vista que Askonas et al.(1978)
sugerem uma maior adesividade dos T supressores a 1a de "nylon",
embora nao tenha sido verificado o efeito do tratamento das ce
lulas esplenicas pelo soro anti-® e portanto demonstrado a agao
de T supressores nestas reacoes.

Estes resultados sugerem, portanto, uma ativacio ini
cial das células T mostrada pelo aumento dos blastos Ig - no 5¢
dia de infecgao, seguido de uma refrataridade na resposta a FHA
e uma inibigdo na reacdo mista de 1linfdcitos.

Pensamos que, da mesma maneira que para as células B
as células T apresentam um programa de desenvolvimento com eta
pas proliferativas e diferenciativas, sensiveis ao estimulo blas
togenico dos tripanosomas, cuja resultante serd também a estimu
lagdo destes clones T em direcdo a exaustao (Askonas et al.
1978).

?

No entanto, a hipersensibilidade retardada ao DNFB, me
dida pelo método de Vadas et al. (1975) nao diminuiu no decorrer
da infecgao, confirmando os resultados obtidos por Murray et al.
(1974-b), apresentando-se, pelo contririo, aumentada nos animaic
infectados.

Este resultado poderia ser explicado:

a) pela deplecao de linfocitos T supressores em deter
minadas fases de infeccio a exemplo do que ocorre com tratamento
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pela ciclofosfamida Mitsuoka et al. (1976), permitindo a expres
sao de reagoes de hipersensibilidade retardada (R.H.R.); ou

b) pelo aumento da populacao de linfocitos reativos ao
DNFB em consequencia do estimulo blastogénico dos parasitas, a
exemplo do que ocorre com o aumento do nimero basal de células
formadores de placa na vigéncia da infeccdo por T. brucei; como
também, ainda,

c) pela existencia de subpopulacdes de T inacessiveis
ou insensiveis ao estimulo mitogeénico da infeccdo, localizados em
diferentes Orgdos, ja que a via de imunizagdo foi totalmente di
ferente daquela utilizada para os outros antigenos testados, cul
minando assim com a livre expressao da R.H.R. ao DNFB,

Experimentos "in vivo'" confirmaram a existeéncia de T.
supressores visto que as culturas preparadas com células esplen1
cas provenlentes dos camundongos timectomizados, irradiados e
reconstituidos com células fetais - camundongos B infectados - a
presentaram uma producgao 80% maior de Igs em resposta ao LPS do
que os controles. Tab. 5.

Estes experimentos mostraram também que nestes camun
dongos B e nos camundongos “nu/nu', as populagdes esplénicas sen
siveis ao estimulo blastogénico se esgotam mais rapidamente res

tando ainda nos outros camundongos populagoes celulares sensi
veis ao estimulo mitogénico do parasita apds o primeiro pico pa
rasitemico.

Curiosamente estes animais B e "nu/nu" apresentam a

mesma curva parasiteémica que os controles infectados, com menor
nimero de parasitas detectado no bago por ocasifo de sacrificio,
nao havendo sido detectados parasitas nas suspensoes esplenicas
dos 'nu/nu".

Tal fato estaria de acordo com os resultados de K. N.
Hudson (comunicacdo pessoal) onde embora de dificil mensuracio ,
os camundongos '"'nu/nu' sobrevivem melhor d infeccido por T.brucei
ou pelo menos nao apresentam um decurso pior quando infectados.

Estes experimentos confirmaram a ativacdo policlonal

das células B na vigéncia da infecgdo e apresentaram um resulta
do curioso visto que nestes camundongos B a producgdo de Igs pe
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las células esplénicas quando'pulsadas”apds 5 e 10 dias de infec
cdo logo apds o sacrificio do animal, foi 90% menor que nos con
troles - tab. 5.

Este fato seria explicado pela auséncia do controle T
nos fenomenos de proliferacio e diferenciacdo das celulas B que
seriam assim levadas a exaustao mais rapidamente pelos estimulos
blastogénicos dos parasitas, a exemplo do sugerido por Greenwood
& Vick (1975) e Fakunle § Greenwood (1976) na malaria.

Estes fatos nos sugere que na infecgao por T. brucei
haveria portanto um rompimento do equilibrio dinamico cooperati
vo B-T , e, provavelmente,também dos MpPs, pelo estimulo blastogé
nico dos parasitas, que cooperaria para a exaustdo dos clones B
e T.

Esta exaustdo seria mais rapida nos camundongos B exa
tamente pela ausencia de T supressores, que nos animais normais
estariam presentes, em determinadas fases da infeccdo, em maior
nimero que os facilitadores, retardando neste tltimo caso a e
xaustao do potencial B.

Tais experimentos "in vivo" demonstraram tambem que
mesmo as celulas esplenicas dos camundongos CBA/N refratdrias por
restricdo genética ao estimulo mitogénico do LPS sio sensiveis ,
no entanto, ao estimulo mitogénico dos parasitas, embora nio se
possa excluir, obviamente, a existéncia de subpopulacoes celula
res sensiveis a diferentes mitogénicos.

Os experimentos realizados com o intuito de verificar
a capacidade de.geracdo das células de memdria pelos animais in
fectados demonstraram que esta capacidade para as células T esta
diminuida em 45% e 95% apds, respectivamente, 8 e 16 dias de in
fecgao.

Para as células B os resultados na resposta primiria
indicam uma inibig3o de 90% ja a partir do 8¢ dia quando verifi
cado pela técnica de Farr (C.L.A.) e de 70% para o nilmero de
C.F.P. (tanto IgM quanto IgG); sendo que o nimero de C.F.P. e
praticamente despresivel apds 16 dias de infeccio.

Estes resultados revelam pois que a capacidade de gera

¢do da memdria B estd mais precocemente comprometida e exaurida
que a aquela das células T.
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Os resultados destes experimentos mostraram tambem a
atividade supressora dos Mfis coletados da cavidade peritoneal dos
animais infectados na geracgdo de c&lulas de memdria T. Esta ati-
vidade supressora, da mesma maneira que os resultados obtidos na
produgao de Igs, aumenta a medida que se prolonga a infecgdo sen
do a supressao de 50% para 8 dias de infeccl@o e 76% para 16 dias.

Estes resultados sugerem, pois, que a geracao de célu
las de memdria estd seriamente comprometida na infecgdo por T.
brucei. O estimulo blastogénico da infeccdo exaure os clones

(B

e T dirigindo-os a exaustdo apos 8 dias de infeccio, podendo
tuar sobre as células, aparentemente, em varios estddios do d

{o

senvolvimento.

Un vez que as células de memdria ndo se desenvolvem a
pds 8 dias de infecgdo, compreende-se que a segunda onda parasi
temica ndo encontrarad as barreiras defensivas do hospedeiro e
portanto a multiplicagdo do parasita se faz mais livremente e o©
decurso é fatal.

A demonstragao da existéncia de Mfs supressores na ge
ragao de células de memdria T revela os intrincados eventos de
interagao celular na resposta imune na vigéncia de infeccdo pelo
T. brucei.

0 estudo do quadro sanguineo periférico dos animais in
fectados por T. brucei confirmaram a ocorréncia de uma anemia no
decurso da infecgao cuja causa provavelmente ndo € devida & imu
ne-hemdlise, isto &: a existéncia de anticorpos anti-hemicias e/
ou fragoes doC nas paredes das hemicias, visto que a pesquisa
destas substancias pela técnica da hemaglutinacdo utilizando- se
os anti-soros especificos foi negativa.

A génese da anemia na tripanosomiase africana tem inte
ressado varios autores embora os resultados sejam ainda inconclu
sivos { Jennings et al., 1972; Woo e Kobayaschi, 1975; Chi et al.,
1975; Anosa § Isoun, 1976; Iked et al., 1977y,

0 estudo da celularidade da M,0. dos animais infecta
dos indicou a ocorréncia de uma hipocelularidade a medida que se
prolongou a infecgao ateé a 3a. semana, quando verificou-se um
nimero normal de elementos figurados na medula. Estes resultados
estao de acordo com aqueles obtidos por Mayor - Withey et al. -
(1978).

Assim sendo, verificamos que ocorreu uma regeneracdo
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da medula Ossea no intervalo coincidente com a baixa parasitemia
do 9° ao 18° dias de infecgao.

Tais resultados sao confirmados pelas experiéncias uti
lizando-se a técnica a Till § McCullogh (1961) para a verifica
¢30 do nimero de Unidades Formadoras de Colonias (U.F.C.), onde
o nimero de U.F.C. estd diminuido apds a primeira semana de in
fecgdo com recuperagdo apds a terceira semana.

Paralelamente a diminuig¢do do numero dos nodulos veri
ficou-se que o tamanho dos mesmos tambéem esta diminuido denotan
do, provavelmente, uma menor capacidade de multiplicacgao das cé
lulas que os deram origem.

A determinacdo do nimero de M@ls existentes na M.0. dos
animais infectados mostrou que estas celulas atingem um  numero
maximo no 8¢ dia apds a infecgdo quando portanto € minimo o nime
ro de U.F.C., e menor o tamanho dos nodulos.

Experimentos preliminares - Corsini (resultados nao
publicados) - mostraram igualmente um aumento no numerc de 1infd
citos T quando determinado pela susceptibilidade das células da
M.0. ao soro anti ©.

' Portanto, tres mecanismos poderiam explicar a diminui~
¢ao do nimero de U.F.C.:

a) uma diminuig¢do do nimero de células primitivas na
M.0. dos animais infectados, em decorréncia da infec¢do, onde um
fator toxico nao poderia ser excluido (Chi et al. (1975) )} e/ou

b) uma diminuicdo do nimero de U.F.C. como - consequén
cia da atividade supressora das células do tipo T e/ou Mps a ¢
xemplo do que ocorreria em certos casos de hipogamaglobulinemia-
humana onde foram demonstradas células de atividade supressora
do tipo linfécito T (Litwin § Zanjani, 1977) e/ou

¢) a estimulacgfdo das células primitivas da medula 05

sea pelos supostos fatores mitogénicos diferenciando precocemen
te estas células e, ainda mais uma vez, exaurindo o potencial e
ritro e leucopoiético.

Estes fatos teriam suporte na anemia verificada, na

leucopenia detectada ap0s a primeira semana de infecgdo, e ain

da no pequeno tamanho dos nodulos verificados nas experiéncias u
tilizando~-se a técnica de Till § McCullogh (1961).
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Mayor-Whithey et al. (1978) empregando as mesmas técni
cas de autoradiografia e imunofluorescencia para o estudo da ci
tologia da medula 0ssea dos animais infectados confirmaram a di
minuicdo do nimero de células no decorrer da infecgao e embora a
proporcao de células pequenas e medias dos tres tipos isto &: B,
T e "Null" nido varie significativamente, o nimero de células blas
ticas (> 12 u) aumentou dramaticamente.

Dentro de apenas 3 dias de infeccao, grandes celulas
blasticas dos 3 tipos apareceram; apds 1 semana de infecgdo blas
tos Thy-1 2 ndo foram mais encontrados, porém 33% da  c&lulas B
e 13% das celulas '"Null" s3o muito grandes,

Isto significa que também ocorreram na medula Ossea
profundas alteragoes da celularidade.

0O leucograma dos animais infectados mostrou que neutro
filos, linfdcitos pequenos, médios e grandes estdo aumentados no
79 dia de infecgdo e diminuidos no 21°. Este fato poderia ser
explicado pela exaustdo do nimero de c&lulas primitivas que dao
origem a estas celulas no decorrer da infeccdo. BEsta explicacio
seria reforcada pelo fato de que os mondcitos circulantes perma
necem ainda em grande numero apds a 3a. semana da mesma maneira
que os M@Ps na M.C. dos animais. Haveria portanto uma estimulacao
inicial da M.0. dos animais infectados que esgotaria o potencial
leucopoiético destes animais com excecdo da série monocitica.

Estes resultados mostram pois a universalidade e a pro
fundidade das alterac¢des dos drgdos linfdides tanto primarios /
quanto secundarios quando da infecgao pelo T. brucei.

Aparentemente ndo ha um tipo de celula que seja ativa
do primeiramente, e seja a causa primaria das alteragdes verifi
cadas segundo a proposigao de Eardley & Jayawardena (1977). Ape
sar de termos verificado um aumento inicial das células T no ba
¢o dos animais infectados, dados estes confirmados por Askonas
et al. (1978}, a transitoriedade deste aumento nao nos  permite
concluir que sejam as células T 'de atividade supressora assim co
mo os MPs, as responsaveis primarias da imunodepressdo  subse
quente. ‘

Esta hipotese de Eardley § Jayawardema (1977) & ainda
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mais insustentavel se atentarmos para o fato de que 0 curso da
infecg@o & o mesmo em camundongos 'nu/nu" (Jayawardena § Waksman
1977; Askonas et al., 1978; Clayton § Corsini (ndo publicados) e
a imunosupressdo também ocorre em camundongos ‘nu/nu" e camundon
gos timectomizados, irradiados e reconstituidos com células fe
tais do figado (camundongos B) conforme mostram nossos resulta
dos -~ tab. 5.

Estas opinioes tambéem sdo compartilhadas por  Askonas
et al. (1978) e Mayor Withey et al. (1978).

Concluindo, pensamos que a infeccdo por T. brucei in
duz o tecido linféide a proliferar em resposta a um possivel es
timulo mitogénico por parte do parasita, de acorde com a hipote
se de Fakunle § Greenwood (1976) para a maliaria, ou de Greenwood
(1974}, Hudson et al. (1076) para a tripanosomiase africana, e
xaurindo desta maneira os clones das células linfGides. Estes e’
feitos seriam verificados a nivel inclusive da M.0. dos animais
infectados, comprometéndo assim e também a origem destas células
nestes O0rgdos linfoides primdrios.

Paralelamente haveria a genese de células linfoides T
supressoras, como também a ativacdo do S.M.F, com a génese de
M@s de atividade supressora.

Experimentos nos quais tentamos demonstrar a mitogeni
cidade de extratos do parasita "in vitro', preparados segundo
Esuruoso (1976) foram negativas. Da mesma maneira, nfo consegui
mos demonstrar atividade mitogenica na fragdo glicoproteica cedi
da pelo Dr. Cross, havendo sido utilizado até 100 ug/ml desta
proteina em culturas de células esplénicas normais.

A adicdo de parasitas separados pelos gradientes de
Ficol-Hipaque na cultura, também n3o resultou em atividade blasto
génica. Tentamos, igualmente, a adicao de sobrenadantes das cul
turas de T. brucei preparados segundo Hirumi et al. (1977), sem
contudo obtermos resultados positivos convincentes.

Ultimamente - Clayton (comunicagdo pessoal), refere-se
a um aumento no numero basal de c&lulas formadoras de placa quan
do camundongos foram inoculados I.P. com extratos preparados por
sonificacao dos tripanosomas.
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Sugerimos, portanto, que na infecgao por T. brucei os
fenomenos de imunodepressdo poderdo ser explicados em parte pe
la exaustao do potencial B e T destes animais e pelo desenvolvi
mento de células de atividade supressora do tipo T e M@s, visto
que a infecgao representa um consideravel estimulo antigeénico pa
ra o hospedeiro. Cada onda parasiteémica corresponde ao apareci
mento de nova variedade antigenica na superficie do parasita e,
consequentemente, a liberagao de grande quantidades de antigenos
e/ou complexos antigeno - anticorpo mna circulacdo com todos os
possiveis efeitos destas substancias sobre o tecido linfoide
(Humphrey, 1974},

Trabalhos futuros poderao elucidar a natureza do esti
mulo mitogenico e as alteracdes das relacoes homeostasicas entre
Mp@s e linfocitos B e T nos animais infectados, assim tambhém como
a alteracdo na arquitetura dos 6rgaos linfoides e.g. o baco e a
medula Ossea, que poderdao concorrer igualmente para a imunode
pressao (Humphrey, 1974).
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5 - CONCLUSDES

A infecgdo por T. brucei em camundongos & fatal e causa pro
fundas alteracoes no baco dos animais infectados i.e. esple
nomegalia com aumento do nimero de macrofagos e  l1linfoécitos
BelT,. ‘

As células espl@nicas tornaram-se refratarias ao estimulo
mitogenico 'in vitro' do LPS e da FHA no decorrer da  infec
¢cao.

As células esplénicas tornaram-se refratarias a produgao de
Igs™in vitro" quande estimuladas pelo LPS e tampouco respon
dem a Reagd@o Mista de Linfocitos apds 12 dias de infecgio.

No decorrer da infecgdao desenvolveram-se células de ativida
de supressora caracterizadas como 1linfdcitos T e Macrdfagos.
Estas células sfo em parte responsaveis pela refratariedade
da resposta ao LPS e da Reacdo Mista de Linfocitos,

A maior parte das Igs secretadas tanto "in vivo" quanto ' in
vitro" pelas células esplénicas dos animais infectados & do
tipo IgG, e a maior parte delas nao tem atividade de anticor
po contra o tripanosoma tanto quanto se refere a absorcao
das Igs secretadas "in vitro" pelas células esplenicas, em
diferentes dias de infecg¢ao, e logo apds o sacrificio do a

nimal.

Animais timectomizados e 'nu/nu" quando infectados pelo T.
brucei, também apresentaram os mesmos fenomenos de exaustdo
clonal apresentados pelos animais normais, o que sugere ser

este o principal mecanismo de imunodepressao verificado nes
ta parasitose.
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Nio somente células linfoides imaturas sao sensiveis ao est
mulo mitogeénico da infecgdo mas também células de memdria
e T; desta maneira, toda a populacdo linfoide & levada a
xaustdao clonal, fenomeno este que podera contribuir para

o o w

morte do hospedeiro em virtude da severa imunodepressao d

senvolvida.

A infecgdo também determinou alteragdes na celularidade do
sangue periférico, tanto dos globulos vermelhos quanto  dos
globulos brancos, correspondendo as mesmas alteracles verifi
cadas na Medula Ossea dos animais infectados.

Nao houve diminuigdo na reacdo de Hipersensibilidade Retarda
da ao DNFB que se apresentou, pelc contrario, aumentada nos
animais infectados.

Tais fenomenos verificados na infecc@o do camundongo pelo
T. brucei poderdao ser todos explicados pela existéncia de

uma substancia mitogénica de ativacgido policlonal produzida pe
lo parasita.
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