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1. INTRODUCAO

A Tripanosomlase Americana, identificada por -
Carlos Chagas em 1909, & considerada uma entidade mdrbida de
grande importéncia devido d sua ampla distribuicdo geografi-
ca, sua alta morbidade (especialmente na forma cardiaca),
alta prevaléncia e uma histdéria natural envolvendo diversos

hospedeiros.

A doenga ocorre em quase todos os paises da Ame
rica Central e do Sul, e & prevalente na area rural. Esti-
ma-se que pelo menos 35 milhoes de pessoas vivem em Areas da
América do Sul onde o Tiypancsoma {Schizotiypanum) chuzd
Chagas, 1909 & endémico e que cerca de 12 milhdes estio atual
mente infectados, dos quais aproximadamente 6 milhdes sao

brasileiros (WHO, 1977; MACEDO, 1980).

Estes dados sao suficientes para justificar uma
maior intensidade na pesquisa desta doenca, visto gque ela re-~
presenta um perigo humano permanente e um grande obstaculo
para o desenvolvimento, juntamente com outras doencas 'txopim
cais, Entretanto, a despeito das expressdes como nova ordem
econdnica, interdependéncia das nagoes e cooperacgdo, as doen-
¢as tropicais tém sido amplamente ignoradas - (DOROZYNSKY,

1976).

A Doenga de Chagas se apresenta com guatro fa-
ses distintas (WHO, 1977). O pealodo de incubag¢do,que dura
de uma a trés semanas, caracteriza-se pela proliferacao de

amastigotas dentro das células de viarios tecidos e penetracio



dos tripomastigotas na circulagao. A jase aguda, com dura-
¢ao de 2 a 3 semanas, caracteriza-se por alta parasitemia e
invasao das células de varios drgiaos, acometendo principal-
mente a musculatura lisa, cardiaca e estriada, embora outros
tecidos também possam ser invadidos (MARSDEN, 1971). Contu-
do, nem todos os individuos infectados relatam ter desenvolvi
do a sintomatologia da fase inicial aguda. Na fase Jindetfen~
minadd nao existe doen¢a clinica, embora ocorra uma reduzida
parasitemia. Esta fase da doenga &€ a de maior prevaléncia,
acometendo 50% dos individuos infectados (MACEDO, 1980), po-
dendo durar indefinidamente ou evoluir para a forma crénica.
Na fase cronica, aparecem os aspectos mais caracteristicos da
doenga, surgindo lesao cardiaca e/ou dilatacdo progressiva e
irreversivel do esdofago éu do cdlon terminal (KOBERLE, 1974).
Todas estas lesOes sao caracterizadas histologicamente por um
infiltrado de células mononucleares e degeneracao das fibras

musculares, seguidas por fibrose (ANSELMI & MOLEIRO, 1974).

Esta variagao na expressao clinica da doenca &
atribuida a virios fatores tais como: © parasita (cépas di-
ferentes com variagdes né viruléncia), o vetor, e o préprio
hospedeiro no que se refere ao seu estado geral, infeccgao pré
via inaparente e fatores genéticos (WHO, 1977), a exemplo do
que ocorre na malaria (BUTCHER et af., 1974; ALLISON, 1963)
e na leishmaniose experimental (MAUEL et af., 1974), Desta
forma, a suscetibilidade e a resisténcia do hospedeiro podem

nao ser dependentes exclusivamente de fatores séricos respon-

savels pela resisténcia especifica, mas dependerem tambdm da

presenga ou auséncia de fatores inespecificos.

Estes fatos exemplificam a complexidade da rela



¢ao hospedeiro-parasita, guando cada um destes elementos pro-

cura manter um equilibrio bicldgico.

Estudos recentes demonstram que nas infeccoes
por protozodrios podem existir mecanismos comuns de agressao.
Conseqlientemente, o estudo do envolvimento do sistema imune
nestas infecgoes pode ser realizado em conjunto, no gue diz
respeito & viruléncia dos parasitas e seus mecanismos de eva-
sdo das defesas do organismo, assim como ds reagdes do  pré-

prio hospedeiro.

Sabe-se que em decorréncia do poder antigénico
relativamente potente dos protozoidrios {COREN, 1974), cono
também de sua presenga persistente no organismo do hospedei~-
ro, desenvolve~se neste Gltimo, uma série complexa de respos-
tas, humorais e celulares, que em Ultima anilise visam ao con
trole do nimero de parasitas tornando possivel a sobrevivén-
cia do bindmio hospedeiro-parasita. Em algumas infecgles,
ha uma produgdo elevada de imunoglobulinas séricas e o desen-
volvimento de hipersensibilidade celular (COHEN, 1974). Pa-
radoxalmente, apenas uma peguena proporg¢ao destas imunoglobu-
linas possui atividade especifica para os agentes agressores
(COHEN, 1975). Sugere-se que estes fatos podem resultar da
estimulagdo do linfbcito "B" pela interacdo do complexo anti-
geno-anticorpo-complemento que se liga a receptores de supexr-
ficie nestas células (NUSSENZWEIG & PINCUS, 1972; TERRY et
al., 1973), ou por mitdgenos produzidos pelos parasitas

(GREENWOOD, 1968; GREENWOOD & VICK, 1975). Em conseqiéncia,

fenomenos que deveriam compatibilizar hospedeiro e parasita,

culminando com a eliminaca@o do parasita, podem se transformar



em mecanismos imunopatogénicos sérios para o hospedeiro

(COOMBS & GELL, 1975).

Na Doenga de Chagas, as evidéncias  acumuladas
através de experimentos em animais de laboratdrio e também
das observagoes no homem, sugerem que mecanismos imunoldgicos
devem exercer um papel muito importante na patogénese dessa
enfermidade. Assim sendo, fatos como: a resisténcia adqui
rida apds a infecgdo com cepas de baixa viruléncia, a recupe-

ragao da fase aguda, a proliferagdo de organismos na ausénecia

de lesOes seguida por uma reagdo inflamatdria do tipo que su-
gere hipersensibilidade retardada, e a lesdao tecidual progres
siva na fase cronica da doenga associada com nimero minimo de

organismos (WHO, 1974) vém reforgar esta suposicao.

No entanto, a patogénese das lesées provocadas
pelo T. cruzd no hospedeiro ainda permanece obscura (WHO,
1977), embora alguns trabalhos experimentais tenham contribul
do para a elucidagdao da patogénese das lesSes verificadas nes
ta tripanosomiase, Desta forma, coelhos infectados intrape-
ritonealmente com T. chuzdi, apds a fase aguda da infecgio,
desenvolveram dentro de 7 a 13 meses sinais de miocardite crd
nica ou megacolon em 50% dos animais (TEIXEIRA et af., 1975).
Estas lesCes possivelmente foram mediadas por reagSes linfoci
totdxicas, visto que os linfdcitos obtidos de animais infecta
dos com o T. chruzd foram capazes de destruir as células car

diacas cultivadas "in vitro" (SANTOS BUCH & TEIXEIRA, 1974).

Estas evidéncias sugerem um mecanismo de hiper
sensibilidade retardada na patogénese da Doenga de Chagas.

Mais recentemente, o estudo do Indice da migracio de leucSci--



tos demonstrou que pacientes com miocardiopatia chagasica
crénica apresentavam hipersensibilidade retardada para o
extrato de cultura do T. chuzi e que apenas uma pequena pro
porgao de individuos com a fase indeterminada da doenga mos-
trou hipersensibilidade retardada para o mesmo antigeno (TOLE

DO BARROS et af,, 1979},

Outro aépecto imunclogico da Doenca de Chagas
foi explorado através do estudo de anticorpos circulantes no
soro de individuos infectados. Noventa e cinco por centé
dos pacientes com cardiopatia chagidsica e 45% dos individuos
assintomaticos infectados pelo 7. cruzd possuiam anticorpos
cirxculantes que reagiam,éom endocardio, células endoteliais,
intersticio de musculatura estriada, membrana plasmatica de
fibras do misculo estriado (COSSIC ef af., 1974a e 1974b) e
com a bainha de Schwann de nervos periféricos,de nervos autd-
nomos e somaticos (KHOURY et al., 1979), A presenca destes
anticorpos foi correlacionada com altera¢bes morfoldgicas na

bidpsia de misculo esquelético (LAGUENS et al., 1975).

No homem, em analogia com o que ocorre em infec
coes experimentais o primeiro anticorpo especifiéo a aparecer
é da classe IgM, que pode ser detectado precocemente, seguido
pelo aﬁticorpo IgG, gue persiste durante todo o curso da doen
¢a (MARSDEN et alf., 1970; VATTUONE et af,., 1973). Até_ o
momento, o papel desses anticorpos na resisténcié nao esta
claro, visto que eles s3do detectados no sangue simultaneamen-—

te com parasitas circulantes, Em relagéo a este fato, alguns

investigadores tém referido protegdo especifica, quando camun

dongos com infec¢ao recente recebem soro de camundongos croni



camente infectados, promovendo a redugao da parasitemia e da

mortalidade (HANSON, 1976). Os anticorpos protetores sao da
classe IgG,, e IgG,, ., porém nao da classe IgM (TAKEHARA &
NOTA, 1979).

Na Tripanosomiase americana, outros mecanismos
provavelmente estariam contribuindo na defesa do hospedeiro,
visto que a imunossupressao com radiacdo X, ciclofosfamida e
corticosterdide tém sido descrita como responsavel pela exa-
cerbagao da infecgac em camundongos (GOBLE, 1970). Além des
ses, a timectomia neonatal (ROBERSON e¢f af., 1973; SCHMUNIS
et af., 1971) e o tratamento com soro antilinfdcito (ROBERSON
et atf,, 1973) foram apontados éomo causa de parasitemia mais
elevada, malor densidade de parasitas nos tecidos e aumento

da mortalidade.

Demonstrou~se também que o soro imune de ani-
mais infectados com T. ciauzd & capaz de lisar "in vitro" a
forma de cultura destes parasitas (DENISON, 1943a, 1943b; MU
NIZ.& BORRIELLO, 1945). A cinética desta reagao & seme lhan
te aquela seguida pela lise imune de hemacias de carneiro sen
sibilizadas (ANZIANO et af., 1972). Contudo, em camundongos
infectados com formas sanglliineas virulentas do T. cruzd, a
deplegao do complemento com o fator veneno de cobra provocou
uma exacerbacao da doenga, evidenciada por uma parasitemia
mais-elevada e mortalidade precoce, quando comparado com 0s
comundongos infectados nao tratados (BUDZKO et al., 1975).

Um segundo mecanismo de lise do T. cauzd, mas gue nao requer

anticorpo especifico foi demonstrado pela incubagao de SOYOo

normal de galinha com o T. ciuzd (KIERSZENBAUM et af., 1976).



Estas observagoes mostram um possivel papel "in vivo" para o

complemento na resisténcia natural contra o T. chuzdi.

Em resumo, ambos os bragos da resposta imune,
humoral e mediada por célula, parecem operar na defesa do hog
pedeiro e/ou ha patogénese da Doenca de Chagas. No entanto,
a exemplo do que ocorre em outras infecgées por protozoirios,
existg uma imunossupressao humoral (RAMOS ef af., 1978) e
mediada por célula (REED ef al., 1977) em infeccles experimen
tais com T. cruzd, Esta imunossupressac pensa-se ser media
da por células T supressoras (RAMOS et al., 1979) de maneira
semelhante ao que acontece com Taypanosoma bruced (JAYAWARDE-
NA & WAKSMAN, 1977; CORSINT ef al., 1977), muito embora uma
exaustao do potencial de‘células T e B {(CORSINI ef af., 1977;
ASKONAS et al., 1979) possam também coexistir na SUpressao

mediada pelo T. cruzd,

Assim sendo, nosso trabalho se propOe a estudar
a reatividade imunoldgica geral dos individuos portadores da
Doenga de Chagas crodnica, com o objetivo de verificar se esta
reatividade & igual ou diferente da encontrada em individuos

normais. Este estudo foi desenvolvido atraves da:

-~ Determinagao do nivel sérico de IgM, IgG e
IgA;

- Dosagem de complemento sérico;

- Determinagac do nimero de linfScitos T e B
circulantes;

- Determinagao de imunocomplexos circulantes;

- Verificagdo da resposta humoral apds imuniza-

géo com a wacina T.A.B. (vacina anti febre ti



féide) ;

- Verificagao da resposta celular apds a inocu-
lagao intradérmica dos antigenos de Candida,
P.P.D., estreptoquinase e estreptodornase
(SK-SD), virus da vacinia (VV) e a sensibili-
zagao da pele com o DNCB (dinitroclorobenze-

noj .



2. MATERTIAL E METODOS

2.1 - PACIENTES

Foram estudados 68 individuos entre 15 e 70
anos de idade, sendo 36 do sexo masculino e 32 do sexo femini
no. Todos eles foram seguidos clinicamente no ambulatdrio
de Doenga de Chagas do Hospital das Clinicas da UNICAMP e pos
suiam sorologia positiva para esta énfermidade (Reagao de
Guerreiro-Machado e imunofluorescéncia indireta). Estes pa-
cientes procediam de vér;os estados (Bahla, Minas Gerais, Sao
Paulo e Parand), mas com residéncia atual em dreas circunvi-
zinhas a cidade de Campinas. Cardiopatia Chagasica, compro-
vada pelo eletrocardiograma e/cu cicloergometria, além do
Raio X de tdrax, estava presente em 24 pacientes. Envolvi-
mento digestivo constatado radiologicamente foi verificado
em 8 individuos. Reagao soroldgica positiva, porém sem ne-
nhuma manifestacao clinica da doenca, foi evidenciada em 36

pacientes.

Além da Doenga de Chagas foi constatada infesta
gao por Schistosoma mansoni em 3 pacientes (os gquais foram
exclufdos da populagao de estudo) e os 65 restantes nao apre-
sentavam nenhuma outra doenga aparente. Nenhum dos indivi-
duos - estudados estava sob tratamento com drogas imunossupres-

soras ou outros tratamentos especiais.

2.2 - CONTROLES

Foram utilizados como controles 79 individuos
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aparentemente sadios, entre 20 e 40 anos de idade, dos quais
49 do sexo feminino e 30 do sexo masculino, com provas sorold
gicas e dados epidemioldégicos negativos para Doenga de Cha-

gas.

2.3 - TESTE DE HIPERSENSIBILIDADE RETARDADA

2.3.1 - Reacdo cutanea com os antigenos de Candida,

SK-8D, P.P.D. e Vacinia.

Os antigenos utilizados foram: Oidiomicina a
1:100 (Candida); Estreptoguinase/estreptodornase 40/5 U en
0,1 ml (SK-SD); Derivado protéico purificado (PPD-5 UT en
0,1 ml); Virus vacinia - suspensao inativada pelo calor, con
tendo 2 U/0,1 nl (VV) e DNCB (dinitroclorobenzeno) em discos
de feltro contendo 2000, 100 e 50 microgramas de antigenos.
Estes antigenos foram gentilmente cedidos pelo Dr. Oliveira
Lima da Fundagao Ataulpho de Paiva - Rio de Janeiro - Brasil.
Apds ser feita assepsia do local com dlcool, tanto os pacien—
tes quanto os controles receberam 0,1 ml da solugio de cada
antigeno, intradermicamente, na face anterior do antebraco.
As medidas do eritema e da induragdo foram realizadas em duas
dimensoes, 24, 48 e 72 horas apds a inoculagéo e expreésas em
mm. A reagao fol considerada positiva quando havia uma indu

ragao igual ou superior a 5 mm (SPITLER, 1976).

Todos os antigenos empregados para realizagdo
do teste de hipersensibilidade retardada foram aplicados no
mesmo dia em que se colheram amostras de sangue para contagem

de linfdcitos T e B, hemograma, dosagem de complemento, pes-
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quisa de imunocomplexo circulante e dosagem de anticorpos he-

terdfilos.

2.3.2 - Teste de sensibilizacido da pele pelo DNCRE

(1L clore 2,4 dinitrobenzeno).

Este teste foi realizado mediante a aplicacao
de discos de feltro de 7 mm de didmetro, céntendo 2000 micro-
gramas de DNCB (dose sensibilizante) e 100 ug e 50 pg {(doses
desencadeantes) . Com auxilio de pinga, os discos foram depo
sitados sobre a pele, previamente limpa com &dlceocol, na regido
superior do brago, em area protegida da luz solar por curati-
vo oclusivo, durante 24 horas. Nas primeiras 24 e 48 horas
apbs a aplicacao da dose sensibilizante (2000 pg), o apareci-
mento de reagGes como eritema, vesiculagdo ou bolhas, foram
caracterizadas como reagao inflamatlria inespecifica. Qua~
torze_dias mais tarde, mediu-se a resposta especifica mediada
por células e, neste mesmo dia, foram aplicadas doses desenca
deantes.de SO'e 1060 pg de DNCB, cuijas leituras eram feitas

24, 48 e 72 hs apbs (CATALONA et af., 1972).

2.4 - PREPARO DA SUSPENSAO DE LINFOCITOS DO SANGUE HUMANO

PERIFERICO.

2.4.1 - separacao dos linfdcitos

O sangue coletado dos pacientes e controles foi

misturado a etileno-diamino~acido tetraacético (EDTA), na pro

porgac de 0,1 ml de EDTA a 10% para 3 ml de sangue.

Os linfdcitos foram separados em gradiente de
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Ficoll-Hipaque, seguindo-se a técnica descrita por BAYUM (1968)
com ligeiras modificacgoes. Um ml de sangue diluido 1:2 em
meio minimo essencial de Eagle pH 7.2 com 1% de soro bovino
fetal (MME 1% SBF pH 7.2} foi colocado sobre 2 ml da mistura
Ficoll-Hipagque, usando—-se 12 volumes de Ficoll a 10% (Ficoll-
~Sigma Chemical Company, PM=400.000) e 5 volumes de Hipzque a
32,8% (Hipaque Winthrop Products Inc. New York USA), com den-
sidade final de 1,076 g/ml. A prepéragéo foi centrifugada a
1500 rpm, em temperatura ambiente, durante 15 minutos. Os lin

focitos colhidos na interface, foram lavados duas vezes em

MME 1% SBF, 1200 rpm durante oito minutos e, logo em sequida,
feita a contagem, pesquisando~se paralelamente a viabilidade

das mesmnas.

2.4.2 - Contagem de células e viabilidade celular.

Os linfbcitos separados pelo gradiente de i
coll-Hipague foram contados utilizando-se um hemocitdmetro de

Neubauer e diluicOes em acido acético 1%.

A viabilidade celular fol determinada utilizan-
do-se 1 ml da solugdo de azul-tripan contendo 2 mg/ml e 0,25

ml de NaCl a 4,25%, segundo informacaoc pessoal de Alex Matter.

A suspensao de linfdcitos foi ajustada para 25 -
X 105 cé&lulas por ml em MME 1% SBF pH 7.2 e mantidas em banho
de gelo até a sua utilizagdo para formagac de roseta E (linfd

cito T) e roseta EAC (iinfécito B}.

2.5 ~ ERITROCITOS DE CARNEIRO

O sangue de carneiro foi colhido assepticamente por
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pungao jugular em solugdo de Alsever, em volumes iguais e
armazenado a 49 C nao mais do que 20 dias. Antes do uso,
as hemdcias foram lavadas trés vezes em salina tamponada pH
7.2 (para formagao de rosetas) e em NaCl 0,15 M (para titula

cao de complemento sérico total).

2.6 - CONTAGEM DE LINFOCITOS T

A determinagéo de linfdcitos T foi feita mediante a

técnica descrita por WINCHESTER & ROSS (1976) com ligeiras
modificacgdes. Suspensoes de lLinfdcitos (5 x 105/0,2 ml) fo-
ram misturados a igual vélume de uma suspensao de hemicias de
carneiro a 0,5% em MME 1% de SBF, em tubos de vidro medindo
13 x 100 mm. Apds centrifugagdo a 500 rpm, durante cinco
minutos em temperatura ambiente, incubava~-se por uma noite a
49 C, Antes do exame, a amostra fol removida da geladeira
e a ressuspensac de células feita suavemente com uma pipeta
pasteur. Uma gota da suspensao foi transferida por capila-
ridade para um hemocitdmetro de Neubauer e deixada sedimentar
por um ou dois minutos,. Foram contados 200 a 400 linfécitos
sob uma objetiva de 10 X e ocular de 12,5 X para &eterminar a
porcentagem de células que formavam rosetas com 3 ou mais he-

mécias de carneiro.

2.7 - CONTAGEM DE LINFOCITOS B

Os linfocitos B foram detectados pela formagao de rose-

ta com hemidcias de carneiro ligadas com anticorpo e complemen
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to (EAC), segundo o método descrito por WINCHESTER & ROSS

(1976) com pequenas modificacgdes.

A separagao dos linfdcitos do sangue periférico fol
realizada da mesma maneira gue para Roseta E (1infdcito T).
Aliguota de 0,5 ml da suspensdo de hemicias de carneiro a 5%
foi sensibilizada em banho maria a 379 C, durante trinta minu
tos, com anticorpo (IgM) anti-hemidcia de carneiro, preparado
em coelho. As hemacias sensibilizadas foram lavadas duas

vezes com salina tamponada pH 7.2 e ressuspensas no mesmoc vo-

lume inicial (0,5 ml). Em seguida, 0,25 ml dessa suspensdo
de hemacias sensibilizadas foram incubadas com igual volume
de soro fresco de camundongo diluido 1:10 em salina tampona
da pH 7.2 (como fonte de complemento), durante trinta minutos
a 379 C. O.ccmplexo eritrécito-anticorpo e complemento
(EAC) foi lavado duas vezes com salina tamponada pH 7.2. Por
gées de 0,2 ml desse complexo foram misturadas com 5 x 105
linfdcitos em 0,2 ml de MME 1% SBF PpH 7.2 em peguenas cubetas
de plastico, medindo 17 x 10 mm. Estas cubetas foram fecha~
das com parafilm "M" (Marathon Products) e submetidas a rota-
gao de 20 rpm (Slow Rotator) na posicdo horizontal, em estufa
a 379 C durante trinta minutos. A contagem dos linfbcitos
que formavam rosetas EAC (3 ou mais hemacias) foi realizada

em um hemocitdmetro de Neubauer da mesma maneira que se proce

deu para roseta E.

2.8 ~ PESQUISA DE IMUNOCOMPLEXO CIRCULANTE

A pesquisa de imunocomplexo circulante foi realizada

utilizando~se a técnica descrita por DIGEON ef al., (1977).



0 soro humanc (pacientes e controles) foi diluido 1:25 en tam
pdo borato 0,1 M pH 8.4. Aliguota de 4 ml desta solugdo fo-
ram misturados a 4 ml de uma solucao de  polietilenoglicol
(PEG, 6000 Merck) em tampao borato, de modo a obter uma solu-
géo final com 3,5% de PEG. A mistura foil incubada 18 hs a
49 C e centrifugada 20 minutos a 2000 G a 49 C. O sobrena-
dante foi decantado e o precipitado lavada uma vez com solu-
¢ao de PEG na mesma concentracao (3,5 g3%). 0  precipitado
foi entdo dissolvido em NaOH 0,1 N (5 ml) e a guantidade de
proteinas presentes no precipitado fol medida em um espectro-
fotOmetro Zeiss=-M4 QIII em comprimento de onda de 280 nm, uti
lizando-se cubetas de quéxtzo com 1 cm de caminho Optico. A
comparacao do método de LOWRY ef af. (1951) para dosagem de
proteinas e a medida da densidade Optica correspondente, mos-
trou que 0,10 unidades de DO correspondiam a 0,07 mg/ml de

proteina, avaliado de acordo com a densidade &ptica da IgG.

2.9 - DETERMINACAO DO COMPLEMENTO SERICO TOTAL

2.9.1 -~ Amostra do soro humano

0 sangue de cada individuo foi coletado em tu-
bos separados, colocados em banho de gelo (para transporte},
em seguida no banho-maria a 379 C durante trinta minutos para
retragao do codgulo. Cada amostra de soro foi centrifugada
a 2000 rpm durante 8 minutos a 492 C e imediatamente arﬁazenaw
da a menos 709 C até o momento da titulacdo. 0 titulo de
complemento foi determinado de acordo com as instrucoes forne

cidas por MAYER (1971}, e expresso em UCH (unidade hemoliti

50
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ca do complemento -~ 50% de lise).

2.9.2 ~ Sensibilizagdo das hemdcias de carneiro com

anticorpo anti-hemicia, preparado em coelho,

As hemidcias coletadas, sequndo descricdo no item
2,5,’foram lavadas 3 vezes em NaCl 0,15 M. Preparou-se uma
suspensao de hemicias 1 X 10° células por mililitro, em tam-
pao veronal pH 7.4 com 0,1% de gelatina. Esta suspensao foi
padronizada de modo que a diluigdo 1:10 em Agua destilada for
necesse DO de 0,42 a 550 nm, em um espectrofotdmetro Coleman
Jr., em cubetas de 10 % 120 mn. Procedia~se entdo a sensibi
lizacao das hemacias, misturando~se em partes iguais a suspen
sdo de células padronizadas com hemolisina diluida em tampio
veronal, com titulo correspondente a 50% de lise. Apds sen-
sibiliza¢io, as hemicias foram mantidas em banho de gelo atéd

sua utilizacdo.

2.9.3 - Reagao

A reagao foi feita em triplicata. Nos  tubos
"reagao", misturava-se 0,5 ml de cada diluigdo do sorc a 0,5
ml do sistema hemolitico (hemécia ligada a anticorpo anti-he-
macia), completando-se para um volume final de 2,5 ml com tam
pao veronal pH 7.4. Nos tubos controle, misturava-se 0,5 ml
de cada diluigdo do soro a 0,5 ml de suspensao de hemacias

nao sensibilizadas, para verificar o titulo dos anticorpos he

moliticos naturais (anticorpos heterdfilos) presentes no so-

ro, e que poderiam interferir na titulagao do complemento.
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Todos os tubos foram agitados e colocados em
banho-maria a 379 C durante sessenta minutos, com agitacao de
gquinze em guinze minutos,. Ao término da incubacdo, foram
centrifugados a 2000 rpm a 49 C durante 8 minutos e no sobre-
nadante de cada tubo foi medida a quantidade de oxihemoglobi-
na liberada, em um espectrofotdmetro Coleman Jr., em cubetas

medindo 10 x 120 mm, em comprimento de onda de 540 nm.

2.10 - IMUNIZACAO CONTRA FEBRE TIFOIDE (VACINA T.A.B.)

Foram submetidos a vacinacdo voluntdrios chag@sicos e
controles, devidamente esclarecidos sobre a finalidade do
experimento e alertados sobre possilveis reactes e efeitos co-

laterais da vacina.

Utilizou-se a vacina T.A.B. - produzida pelo Instituto
Butantan - SP, preparada com culturas de Safmoenella fyphi de
elevado poder imﬁnizante e rica em antigeno Vi. Esta vacina
continha S. typhdl (109 bactérias/ml), S, paratyphi A (0,75 x
109 bactérias/ml), e S. paratyphi B (0,75 x 109 bactérias/ml) °
correspondendo a 8 unidades protetoras. A dose administrada
constituiu-se de duas injegoes intramusculares de 0,5 e 1,0
centimetro clibico respectivamente, com um intervalo de 8 a 10

dias {(WILSON & MILES, 1964).

2.11 - MEDIDA DA RESPOSTA HUMORAL A VACINA T.A.B.

Ag amostras de soro de cada individuo testado foram
obtidas antes da primeira dose e 21 dias apds a segunda dose.

A soroconversao das aglutininas "H" e "O" anti S. fyphi{ foi
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verificada através das reagdes de aglufinacdc (WILSON & MI-
LES, 1964) e hemaglutina¢do passiva (PENNER & HENNESSY,1979),

para efeito de comparacao quanto & sensibilidade da t&cnica.

2.12 - REACAO DE AGLUTINACAQ

2.12.1 - Preparc do antigeno somdtico "0" de S. typhd

Na preparagao deste antigeno, utilizou-se uma
cepa lisa de S. fyphi 86, Vi positiva, cultivada a 37 C enm
garrafa de Roux contendo dgar simples. Os germes foram sﬁg—
pensos e mortos através da adigdo de 10 ml de NaCl 0,85%, con
tendo 0,5% de fenol. O volume coletado foi transferido para
um erlenmeyer e adicionado lentamente sob agitacdo, igual vo-
lume etanol absoluto, A suspensdo fol aquecida a 609 C por
uma hora e sua esterilidade verificada por repiques em placas
de agar. O armazenamento,até o uso da suspensido bacteriana,

foi feito em frasco estéril a 49 C (EDWARDS & EWING, 1972).

A suspensao bacteriana para o preparo do anti

‘geno "O" foi padronizada pela té&cnica de trés contagens su-
cessivas em cdmara de Neubauer, utilizando o microscopio de
contraste de fase. A partir dos dados obtidos, foi construl
da uma curva, com base na absorbiancia lida no nefelometro
(OLIVEIRA LIMA, 1970), projetando-se a densidade &ptica en

ordenadas e as concentragoes bacterianas por ml de suspensio,

em abscissas.

0 poder aglutinante e hemaglutinante dessa

suspensao foi comparada ao da "Bacto-Salmonella Antigen "or
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(Difco Laboratories Detroit Michigan USA).

2.12.2 - Preparo do antigeno flagelar “"H" de S. typhi

A cepa lisa de S. fyphi{ 86 Vi positivo, apds
cinco passagens sucessivas em tubos contendo gel semisdlido
para ativagao de sua mobilidade, foi cultivada em garrafas de
Roux, a 372 C por 24 hs, Os bacileos foram suspensos em sali
na formolada 0,5%, aproximadamente 0,5 ml por garrafa. A
suspensao foi conservada a 49 C, sendo praticadas provas de

esterilidade nas primeiras 48 hs (EDWARDS & EWING, 1972).

A determinagdo do niimero total de  bactérias
da suspensac rica em antigeno flagelar foi efetuada da mesma

maneira que se padronizou o antigeno somitico "O".

Na reagdo de aglutinagdo, foi utilizada uma
‘suspensao contendo aproximadamente 3,6 % 109 organismog poxr
ml (quatro vezes a densidade do tubo n® 3 da escala de McFAR-
LAND) e seu péder aglutinante foi comparado ao da "Bacto-sal
monella Antigen "H"" (Difco Laboratories Detroit Michigan

UsA) .

2.12.3 - Reacao

No teste de aglutinacao, ambas as preparagoes
de antigeno "O" e "H" foram diluidas 1:10 em salina 0,15 M e
misturadas a diluicoes seriadas 1:2 em soro dos individuos
chagdsicos e controles. A reaglo foi incubada a 509 C duran
te uma hora para titulagdo de aglutininas anti "H" e por 18

hs para titulacao de aglutininas anti "0O".
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2.13 - REACAQO DE HEMAGLUTINACAO PASSIVA

2,13.1 - Padronizacao do antigeno "O" para sensibili-

zacao das hemdcias.

A suspensao bacteriana, rica em antigenc somi
tico "O", apds ser autoclavada 1 hora a 1209 C, foi resfriada,
centrifugada e o sobrenadante diluido 1:10 em salina tampona~

da pH 7.0,

A dosagem de polissacarides da suspensio bac~
teriana foli efetuada segundo o método de DUBQIS et af. (1956),
com a finalidade de se padronizar a quantidade minima de po-

lissacarides, que promovessem a maxima sensibilizacdo das he-

macias, na reagao de hemaglutinagdo passiva, Foram prepara-
das diluigoOes seriadas do antigeno, e sua densidade optica
determinada a 490 nm em espectrofotdmetro Coleman Jr. A con

centragao de polissacdrides foi determinada a partir da curva

de calibracao da glicose.

2.13.2 - Reagao

Na reagao de hemaglutinagdo passiva para dosa
gem das aglutininas anti "0O", o soro dos individuos chagdsi-
cos e controles foi previamente inativado a 569 C durante 30
minutos e.absorvido com hemacias de carneiro, A cada 2 ml
de soro diluido 1:10, foi adicionado 0,2 ml de papa de hema-
cias. Apds a absorgdo, a mistura foi centrifugada 2000 rpm
durante 10 minutos e o sobrenadante coletado (sorc absorvi-

do}.



21

Para um volume do antiIgeno "O", contendo
72 pg/ml de polissacadrides, foi adicionado um volume de hemi-
cias de carneiro a 1% previamente lavadas e padronizadas e
logo em seguida incubado a 379 C durante uma hora conm agita-
¢ao intermitente. As hemacias sensibilizadas foram lavadas
trés vezes com salina tamponada pH 7.0 e ressuspensas para um
volune final equivalente a 0,5% dos eritrdcitos. As mistu-
ras da reagdo foram constituidas de 50 microlitros de hemd-
cias sensibilizadas e 50 microlitros de diluigles seriadas do
soro humano, As leituras foram feitas apds periodos de incu
bacao de uma hora a 379 C e 18 hs a 49 C, tomando-se como ti-
tulo final a maior diluicao do soro que ainda era capaz de

aglutinar as hemdcias sensibilizadas.

2,14 - DETERMINACAO DO NIVEL DE IMUNOGLOBULINAS SERICAS

Foi utilizada a técnica de imunodifusdo radial (MANCI-
NI et af., 1965) para a determinacdo dos niveis séricos de
IgG, IgA, IgM, usando placas de imunodifusdo = "Tri-Partigen"

(BEHRING WERKE AG, MARBURG/LAHN).
2,15 - HEMOGRAMA

Foi realizado segundo as indicagOes do Comite de Padro

nizacao em Hematologia (1975).

2.16 - ANALISE ESTATISTICA

4

Foram utilizados os testes T~"STUDENT" e x? (quiquadra
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do) .

O teste do quiquadrado foi empregado pela eqguagio de
Brandt-Snedicus, para contrastar as diversas causas de varia
cao. Nos casos de tabelas 2 x 2 gue nac apresentavam fre-
qléncias suficientes para aplicacao do teste do guiguadrado,
utilizou-se o teste Exato de Fisgher. A significancia dos

resultados foli estabelecida ao nivel de 5%.
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3. RESULTADOS

3.1 ~ REACAO DE HIPERSENSIBILIDADE RETARDADA NOS PACIENTES

CHAGASICOS

Para se verificar a capacidade do paciente chagasico
cronico desenvolver imunidade mediada por cé&lulas, os pacien-
tes foram submetidos a testes de hipersensibilidade retardada
com os antigenos de Candida, P.P.D., SK~SD, Virus da Vacinia

e DNCB.

0Os resultados na tabela 1 expressam a positividade das
reagoes nos dois gfupos (indurac@o minima de 5 mm de diame-
tro) 48 hs apbs aplicagao dos antigenos. O nimero de indivi
duos que apresentaram reacgoes positivas foi significantemen-
te menor no grupo chagasico, para os antigenos de Candida
(p < 0,01) e SK-SD (p < 0,05). O total de reagCes positivas
tomadas independentemente dos antigenos foi também signifi-

cantemente menor (p < 0,01) no grupo chagasico.

Pelo fato de existir maior heterogeneidade com relacao
& idade no grupo chagdsico, foi verificado o nlmero de  rea-
goes positivas nos individuos abaixo e acima de 30 anos de
idade, fazendo~se uma analise comparativa entre os dois gru-
pos (tabela 2). As diferengas de positividade em relagao
aos antigenos de Candida e SK-SD persistiram (p < 0,01), guan
do se comparou os individuos chagisicos e normais abaixo de

30 anos. Entretanto, estas diferencas ndo foram significati

vas nos individuos acima de 30 anos.

Analisando-se o total de reagOes positivas independente
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mente dos antigenos, verificou-se diferenca significativa

apenas nos ihdividuos abaixo de 30 anos {tabela 2},

TABELA 1

REACAQ DE HIPERSENSIBILIDADE RETARDADA EM PACIENTES CHAGASI-

COS E CONTROLES.

FREQUENCIA DE REACOES POSITIVAS

ANTIGENOS CHAGASTICOS CONTROLES NIVEL DE
SICGNIFICANCIA

CANDIDA 14/55 35/69 p < 0,01

P.P.D. 33/55 40/71 NS

SK-8D 30/55 53/72 p < 0,05

VACINIA 50/55 69/70 NS

TOTAL 127/220 197/282 p < 0,01

O numerador indica o nimero de reagdes positivas: o denomi-

nador indica o ntmero de individuos testados.

N.S.: nao significante

Quando se comparou a positividade das reagcdes para cada
antigeno investigado, nos individuos menores e maiores de 30
anos dentro do grupo chagdsico, foi verificado que os pacien-

tes mais jovens (menores de 30 anos) deram menos reagées posi
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tivas para SK-SD (p < 0,01), enquanto que para os outros anti
genos nao houve diferenga significativa. Esta mesma compara
cao realizada no grupo de normais demonstrou diferenca signi=-

ficativa apenas para o P.P.D. (Tabela 3).

Estes resultados sugerem que as reagdes do tipo hiper-
sensibilidade retardada para estes antigenos n3o estio compro
metidas na Doenga de Chagas cronica, embora a freqgliéncia de
positividade para Candida e SK-SD seja menor em pacientes cha

gédsicos menores de 30 anos. Além dos resultados aqui apre-

sentados, foi encontrado apenas um individuo com reagdo nega-
tiva para os 4 antigenos, testados. Este paciente apresenta-

va anemia ferropriva congsideravel.,

Considerando gue nao houve diferenca significativa entre
os maiores de 30 anos dos grupos chagdsico e controle, toma-
mos o indice de positividade global dos dois grupos como re-
presentativo da populacao em estudo. Por conseguinte dentro
de um limite de confianca de 95%, podemos esperar gue a posi-
tividade da populagao testada estd compreendida entre 19,5%
e 44,5% para o antigeno de Candida; entre 57,6% e 82,2% pa-
ra o PPD; entre 55,3% e 80,5% para SK~SD e 83,5% e 97,9% pa-

ra a Vacinia (Figura 1}.

3.2 - SENSIBILIZACAO PELO DNCB

Os individuos dos dois grupos foram testados com uma
dose sensibilizante de 2000 1g e duas doses desencadeantes de

50 e 100 microgramas. Uma reacao de eritema e/ou bolha no

local de aplicacgao da droga foi considerada como reagao infla
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INTERVALOS DE CONFIANCA AO NIVEL DE 95% -~ PORCENTAGENS DE PO-
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matdria inespecifica positiva, Foi observado que tanto os
pacientes quanto os individuocs normais apresentavam esta rea-
¢do 24 hs apds a sensibilizagdo, diminuindo nas 72 hs seguin-

tes,

Quatorze dias apbs a sensibiliza¢8o, os individuos dos
dois grupos apresentavam uma forte reagfo inflamatdria local,
caracterizada por eritema e induracdo, sendo gue em alguns
deles uma vesiculagao também estava presente. Uma  reacgao

menos intensa foi verificada apds as doses desencadeantes de

50 e 100 microgramas.

Quando se comparou nos dois grupos a positividade das
reagbes para cada dose de DNCB empregada, nio foi detectada

diferenca significativa (tabela 4).

TABELA 4

REACAOC DE HIPERSENSIBILIDADE RETARDADA AQ DNCB EM PACTIENTES

CHAGASICOS E CONTROLES

DOSE~DNCB POSITIVOS ' NEGATIVOS

EM CHAGASICOS NORMAIS CHAGASICOS NORMAIS
MICROGRAMAS
2000 32 20 NS 0 3 NS
100 17 9 NS 11 0 NS
50 11 7 NS 17 3 NS

NS.: nao significativo - teste Exato de Fisher
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Foli concluido entdo gue ambas as reacgdes, inflamatdrias
especifica e inespecifica, ndo estdao comprometidas nos porta-

dores da Doenga de Chagas crdnica.

3.3 - LINFOCITOS T PERIFERICOS EM PACIENTES COM DOENCA DE

CHAGAS CRONICA

o nﬁmero de 1linfbcitos T em pacientes com boenga de Cha
gas, -foi determinado medindo-se a porcentagem de linfocitos
circulantes com receptores para hemdcias de carneiro (ROSETA
E). Os resultados na tabela 5 expressam a porcentagem (mé-
dia aritmética mais ou menos 1 EPM) de linfdcitos T no grupo
chagasico e normal., No grupo chagasico, detectou-se apenas
39,27% de linfocitos T periféricos comparado a 50,41% nos in-
dividuos normais, Estes resultados persistiram, guando se
comparou no grupo chagésico, os individuos maiores e menores

de 30 anos.

Os resultados evidenciam,portanto, uma redugao signifi-
cante (p < 0,01) dos linfdcitos T circulantes nos pacientes

chagédsicos independentemente do grupo etdrio considerado.

3.4 - LINFOCITOS B PERIFERICOS EM PACIENTES COM DOENCA DE

CHAGAS CRONICA

Os linfdcitos B periféricos em pacientes chagasicos,
foram guantificados pela determinacdo da porcentagem de 1infd
citos circulantes que possuiam receptores para complemento

(ROSETA EAC). Uma diminuigdo significante (p < 0,05) foi



31

verificada em pacientes chagasicos quando comparada com o
grupo controle (tabela 5). Da mesma maneira como para as cé
lulas T, estes resultados nao foram afetados quando se compa-
rou no grupo de chagasicos, individuos maicres e menores de

30 ancs.

TABELA 5

CELULAS T E B PERIFERICAS EM PACTIENTES COM DOENCA DE  CHAGAS

CRONICA

CHAGASICOS CONTROLES NIVEL DE

SIGNIFICANCIA
$ LINFOCITOS T 39,27 £ 1,37 50,41 % 2,20 p < 0,01
+ +

& LINPOCITOS B 20,95 - 2,68 24,77 - 0,92 p < 0,05
Os resultados expressam a média aritmética mais ou menos 1
EPM,

Pacientes chagasicos N = 60; controles N = 20,

O niimero absoluto de linfdcitos periféricos estava normal

no grupo chagasico.

Os resultados sao independentes da idade.
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3.5 - NIVEIS DE COMPLEMENTO (UCH5G) EM PACTENTES COM DOENCA

DE CHAGAS CRONICA

O nivel de complemento total na infecgdo crdnica pelo
T. cruzd foi avaliado determinando-se a atividade hemolitica

do soro {GCHSO).

A tabela 6 expressa a média aritmética mais ou menos
1 EPM dos titulos obtidos nos individuos chagfsicos e nor-
mais.  Nao houve diferenca significativa nos niveis de com-

plemento entre os grupos testados.

Foi também determinado o titulo de hemolisina "natu-

ral", visto gue anticorpos heterdfilos contra hemicias de car

neiro foram descritos na Doenga de Chagas aguda (CAMARGO,
1976) . Novamente nenhuma diferenca foil encontrada entre
pacientes chagasicos e individuos normais (tabela 6). A fre

glléncia destes anticorpos “"naturais" também nio foi diferente

entre os dois grupos.

3.6 - IMUNOCOMPLEXO NO SORO DE PACIENTES CHAGASICOS

Os imunocomplexos foram pesguisados no soro dos pacien=
tes pela reagdo de precipitagdo com o polietilenoglicol. Nao
foi encontrada nenhuma evidéncia de imunocomplexos no SOro

dos pacientes.

3.7 -~ NIVEIS DE IMUNOGLOBULINAS NO SORO DE PACIENTES CHAGASI-

COS

Os niveis de imunoglobulinas no soro de pacientes chaga
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sicos foram determinados por imunodifusio radial. A  tabela
6 expressa os resultados em mg/100 ml encontrados entre pacien

tes chagasicos e individuos normais.

3.8 - RESPOSTA HUMORAL X VACINA T.A.B. EM PACIENTES CHAGASICOS

Pacientes e controles foram imunizados com a vacina TAB,
aplicada por via intramuscular em duas doses. A resposta hu-
moral para os antigenos "O" e "H" foi determinada 21 dias

apds a segunda dose. Foi feita uma comparagaoc entre os titu-

los de aglutininas anti "O" e anti "H", verificados pelas rea-
goes de aglutinagac (para "H" e "O") e hemaglutinagdo (para

"O") antes e apds a vacinagdo.

Nao houve diferenga entre chagisicos e normais em rela-
¢80 a resposta para o antigeno "O", quando se comparou os titu

los pelas reagdes de aglutinagdo e hemaglutinacio.

Ambos os grupos (chagidsicos e controles) responderam
fracamente. Os titulos obtidos antes e apds a vacinac3o dos
individuos normais ndo foram superiores a 1:20 na reagdo de
aglutinagao e de 1:20 até& 1:80 na reacado de hemaglutinacao.
No grupo chagasico, o maior titulo obtido foi de 1:20 na rea-

gao de aglutinagdo e de 1:40 na reagdo de hemaglutinacio.

Entretanto, uma diferenga significativa entre os dois
grupos foi verificada na resposta humoral para o antigeno
"H", a qual mostrou-se muito baixa no grupo dos chagdsicos (ta
bela 7). Para verificar em que titulos havia maior diferen-
¢a, testou-se separadamente os diferentes titulos encontrados

no grupo dos chagdsicos contra os titulos obtidos no grupo
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controle. Agsim, fol wverificado gue ndo havia diferenga

significativa entre os titulos (dos dois grupos) até 1:160.

No entanto,agrupando~se separadamente os tIitulos até
1:80, de 1:160 até 1:320 e de 1:640 até 1:1280, havia uma di-
ferénga altamente significativa (p < 0,001), entre os dois
grupos guando se comparou os titulos superiores a 1:640 {(tabe
la 8}. Para confirmar este fato, foi feita a comparacao
entre os titulos até 1:320 e superiores a 1:320,  encontran-
do-se uma diferenga significativa (P < 0,01). Com estes re-
sultados, foi concluido que os pacientes chagisicos desenvol-
veram uma resposta humoral significantemente inferior 3 res-—

posta dos individuos normais.
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TABELA 7

DISTRIBUICAO DA FREQUENCIA DOS TITULOS DE AGLUTININAS "1I" &M

PACIENTES CHAGASICOS E CONTROLES.

RECIPROCA DA DILUICAO DO SORO

< 1:80 80 160 320 640 1280 TOTAL

CHAGASICOS 8 13 16 11 3 7 58

CONTROLES 0 4 4 2 4 6 20

Titulos de aglutinagdo observadcs 21 dias apds a imunizacdo.
Os resultados expressam o nimero de individuos com resposta

humoral positiva até o titulo indicado.
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TABELA 8

DISTRIBUICAQ DE FREQUENCIA DOS TITULOS DE AGLUTININAS "H" EM

PACIENTES CHAGASICOS ¥ CONTROLES.

RECIPROCA DA DILUICAO DO SORO

< 1:80 a 1:80 160 a 320 640 a 1280 TOTAL

CHAGASICOS 21 27 (a) 10{(c) 58

CONTROLES 4 6 (b) 10(d) 20

Titulos de aglutinagdo observados 21 dias apSs a imunizacgio.
Os resultados expressam o nimero de individuos com resposta

humoral positiva até o titulo indicado.

a-b p< 0,01

c-d p< 0,001
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4, DISCUSSEQD

Os trabalhos referentes & resposta imune nas
infecgOes por protozodrios em humanos, t&m acumulado  varias
provas experimentais da existéncia de imunossupressdo humoral
e/ou‘celular. Assim, pacientes infectados pelo Taypanosoma
gambiense respondem pobremente a estimulacdo com vacina anti
S. typhi e para os antigenos de Candida, PPD e DNCR (GREEN~
WOOD, 1974). O mesmo estudo realizado em criangas com mala
ria demonstrou que a resposta imune mediada por células esta
va preservada, enquanto que a resposta humoral para o antige-~

no "O" de S. typhi estava suprimida (GREENWOOD, 1974).

Na infecgao com T. cruzi, os estudos realiza—

dos em camundongos infectados com 104 ou 105

parasitas, tém
demonstrado comprometimento da resposta humoral e mediada por
célula para antigenos ndo relacionados (RAMOS ef al., 1978;
REED ef al., 1977; RAMOS et af,, 1979). Entretanto, ani=
mais inoculados com apenas 100 parasitas n&o apresentam com-
prometimento da reagao de hipersensibilidade retardada para o
DNFB (dinitfofluorbenzeno), independentemente da resisténcia
do camundongo para a éepa Y do T. cruzd (CORSINI et al,.,1980).
Conseqlientemente, os estudos em modelos experimentais nio se
ajustam aoc modelo humano, por xazées como s o desconhecimen-

to do nlimero de parasitas inoculados pelo vetor, como também

as caracteristicas bioldgicas peculiares do hospedeiro huma-

no.

Em humanos, fol demonstrado por  TEIXEIRA et
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af.(1978) que pacientes de 1 a . 15 anos de idade durante a
fase aguda da doenga de Chagas, porém sem sintomas aparentes,
apresentavam reagdao de hipersensibilidade retardada testada
"in vivo" e "in vitro" negativa para antigenos do T. cauzd,
como também 4 sensibilizacdo com o DNCB (dinitroclorobenze-
no) . Entretanto, os pacientes que apresentavam sintomatolo-
gia da fase aguda foram positivos para estes testes e muitos
deles mostraram resposta positiva também para o DNCB. Os
autores admitem,portanto,que a lesao tecidual observada na
doenga de Chagas seja dependente da imunidade mediada por cé-

lulas (TEIXEIRA el af., 1978).

A imunossupressao da resposta celular em huma-
nos, observada na fase aguda da infecg¢do com o T. cruzi, nlo
ocorre na infecgao cronica no que se refere a inibicdo da mi-
gragac de leuctcitos na presenca de extrato do T. chuzd (TOLE
DO BARROS ef af., 1979). Entretanto, dados referentes & res
posta imuné dirigida para antigenos nao relacionados durante

a infecgao crdnica estdo faltando.

Nossos resultados demonstram gue as reagoes cu
tdneas do tipo hipersensibilidade retardada para os antige-
nos de Candida, PPD, SK-SD e virus da Vacinia, nao se encon-
tram comprometidas em pacientes cronicamente infectados com
T. cruzd (tabela 1), Entretanto, as xeagées.positivas foram
dependentes da idade, visto que os pacientes mais jovens tive
ram mais reagﬁes negativas para os antigenos de Candida e

SK-SD do que os individuos mais idosos (tabelas 2 e 3).  Es-

tas reac¢Oes negativas s3o devidas, provavelmente, a dose de

antigeno utilizada para selecionar os pacientes positivos e
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negativos, ou entdo decorrentes da falta de sensibilizacao

aos antigenos de Candida e SK~SD e ndo a uma supressio ativa.

Esta explicacao estid baseada no fato de que
apenas um individuo apresentou reagao negativa para os 5
antigenos empregados, sendo que todos os outros pacientes rea
giram positivamente para dois ou mais antigenos. Verifi-
cou~se também gue o paciente com as reacoes negativas estava
com anemia ferropriva, tendo sido excluido das outras provas
de medida da resposta imune. Além disto, o grupo de pacien-
tes com mais de 30 anos estava constituido principalmente
por individuos portadoreg da forma cardiaca (22 de um total
de 25 individuos), ou com envolvimento digestivoe (7 de um to
tal de 8 individuos) e apenas alguns na fase assintomitica da
doenga (14 de um total de 26 individuos),sugerindo, portanto,
que nao existe aparentemente uma relagao direta entre positi

vidade de reagao e evolugao da doenga.

Conseqglientemente, o tempo de duragado da rela-
¢ao hospedeiro-parasita ou mesmo a forma clinica apresentada
pelo paciente nao devem ter importadncia na expressdo da hiper
sensibilidade retardada aos antigenos testados, visto que
nenhuma diferenca significativa foi encontrada, quando se com
parou individuos maiores de 30 anos dos dois grupos (tabela

2) .

Confirmando a suposigao de gue a infecgdo com
T. cruzd ndo interfere na imunidade mediada por célula veri-
ficamos que a sensibilizacao da pele com o DNCB nidc estid com-
prometida nos pacientes com doenga de Chagas cronica (tabe-

la 4). Além disso, a capacidade da pele desenvolver inflama
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¢ao inespecifica também encontra-se preservada.

Em relagdc ao grupo controle, verificou-se que
a freqgliéncia de reacgSes positivas para o PPD foi menor entre
os individuos abaixo de 30 anos (p < 0,05) (tabela 3). £ pos
sivel que alguns destes individuos nio tenham se infectado
com o bacilo de Koch ou perderam a sensibilidade tubercullni-
ca ou,ainda, tenham inabilidade hereditdria ou congénita para
desenvolver hipersensibilidade retardada & tuberculina (HSU

et al., 1965).

Ficou também demonstrado que pacientes chagi-
sicos e contrecles com idade superior a 30 anos, constituiram
um grupo homogéneo no que diz respeito a reagao de hipersensi
bilidade retardada, verificando~se unma fregliéncia alta de rea
¢oes positivas para PPD, SK-SD e Vacinia e uma fregliéncia me-
nor de reag¢les positivas para o antigeno de Candida (Figura

1).

Estes fatos se devem provavelmente d alta inci
déncia de tuberculose e infecgao por estreptococos e ao amplo

uso da vacinagdo antivaridlica no Brasil (FARHAT, 1980).

Portanto, nossos resultados sugerem que a
infecgao crdnica chagdsica n3oc interfere com a sensibilizacgdo
para os antigenos testados. Em outras palavras, a indugado
ou expressao da imunidade mediada por cé&lula para estes anti-

genos nao foram prejudicadas.

Entretanto, a despeito das reagdes cutineas do
tipo hipersensibilidade retardada nac estarenm comprometidas

nos pacientes chagdsicos, encontrou-se uma diminuicdo altamen
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te significativa (p < 0,01) no nlimero de linfdcitos circulan
tes com receptores para hemacia de carneiro (Roseta E), inde-
pendente da idade dos individubs,e uma discreta redugdo no ni
mero de linfdcitos com receptores para complemento (linféci-
to B, roseta EAC), (tabela 5). Contudo, o hﬁmero absoluto
de linfdcitos periféricos estava acima de lSOO/mm3 em 85% dos

pacientes e abaixo deste valor em apenas 15%.

Este aparente paradoxo, resposta imune mediada
por célula normal e nimero total de linfdcitos T, determinado
pela roseta E significativamente diminuido, pode ser devido &
redugao de uma das subpopulacdes de T, sem que ocorram neces-
gsariamente alteragCes funcionals importantes (KATZ & BENACE-

RRAF, 1972).

Em relagao a suposicdo acima, existem evidén-
cias de que as células T periféricas de murinos expressan

aloantigenos timo dependentes Thy, Lyl (cé€lulas T auxiliares)

e Ly 2,3 (células supressoras). Da mesma maneira, as célu-

las T humanas periféricas expressam um aloantigeno THl.
| - s +

Assim, as células T foram divididas dentro de TH (60%) ou
1

THI (40%) , dependendo da expressao do antigenoc. As células
THI proliferam em resposta a aloantigenos em cultura mista de
linfocitos e elaboram fator mitogénico, pordm nio desenvolvem
uma resposta proliferativa mensurdvel para os antigenos da
caxumba, P.P.D. e toxdide tetadnico como o fazem as células
TH. . Os dados sugerem que a resposta imune celular em huma-

1
nos & mediada pelo menos por duas sub-linhagens de  linfdci-

tos T (EVANS ef alf., 1977). Reforgando esta suposigdo, MO-

RETTA ot al, (1977} identificaram funcionalmente duas sub-11i
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nhagens distintas de linfbcitos T, baseadas na presenca de
receptores Fc para IgM e IgG, mostrande gque as células auxi-
liares contém receptores para IgM (TM) e as cé&lulas supres-

soras receptores para IgG (T.).

G

Embora seja controverso correlacionar dados
obtidos em experimentos realizados "in vitro" com aqueles
obtidos "in vivo", fatos como hipersensibilidade retardada

normal, nimero total de linfbcitos T e B circulantes reduzi-

dos, supressdo na resposta humoral para o antiIgeno "H" de

S. %yphi, além dos autoanticorpos circulantes (COSSIO ef af.,
1974a; KHOURY eZ af., 1979), nos levam a supor que na doenca
causada pelo T, ciruzd ocorreria um desequilibrio na homeos-
tase imune. Este desequilibrio poderia ser resultado da per
da da sub-linhagem de células T indutoras ou da ativagao da
populagdo de células T supressoras (REINHERZ and SCHLOS SMANN,
1980). Contudo, o nimero absoluto de linfdcitos no sangue
periférico normal e a soma das porcentagens de 1linfbcitos T e
B muito reduzida (60,22%), nos fazem supor também que exista um
aumento na populagdo de c&lulas nao T e nio B, possivelmente

células "null"™.

Naturalmente, esta discussao sobre influéncia
de sub-linhagens de cé&lulas T & muito especulativa, tendo em
vista que nao realizamos nenhum teste para digtinguir as duas
maiores sub-linhagens de células T funcionalmente 'distintas..
Contudo, 0s nossos resultados indicam que este aspecto deve
ser bem considerado em novos estudos, principalmente porgue
sd0 0s 1infﬁcitos T gque possuem a capacidade de reconhecer

antigenos especificos, executar fungdes efetoras e regular o
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tipe e intensidade da resposta imune humoral e celular

(REINHERZ & SCHLOSSMAN, 1980).

Entretanto, foi demonstrado por LELCHUCK ef
al. (1977), que o Nifurtimox (Bayer) promove uma imunos-
supressao da resposta celular para antigenos do T. cruzi  em
pacientes com a infecgao cronica chagisica, assim como para
P.P.D. em cobaias inoculadas com BCG (LELCHUCK et af.,1977a).
Contudo, nao foram observadas diferencas significativas entre

o nimero ou porcentagem de linfdcitos periféricos com recepto

res para hemdcia de carneiro ou de linfdcitos com receptores
para complemento (Roseta EAC - linfécito B), entre os indivi-
duos controles e chagasicos tratados e ndo tratados com Nifur
timox (LELCHUCK ef af., 1977). Estes resultados afirmanm,
portanto, que nao existem diferencas entre chagisicos enm tra
tamento e ndo chagdsicos, no que diz respeito a ambas as popu
lagOes de linfdcitos periféricos. Contudo, nossosg resulta-
dos demonstram claramente o contrario, ou seja, reacgdes cutd
neas dé tipo hipersensibilidade retardada normais para antige
nos nao relacionados e populag¢des de 1linfdcitos T e B perifé-

ricos reduzidas.

Um fato importante dos nossos resultados que
vem reforgar as suposigOes anteriores, foi a diferenca signi-
ficativa (p < 0,01) encontrada nos pacientes chagidsicos com
titulos superiores a 1:320 e altamente significativa (p <
0,001) nos titulos superjores a 1:640, quando comparados com a

resposta humoral dos individuos normais, para o antigeno "H"

(tabela 8). Uma correlagao entre a fase clinica da doenga e

uma resposta humoral menor nao foi verificada. Esta redugao
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provavelmente nao decorre da dose, natureza ou apresentagao
do antigeno, visto que foi utilizada a mesma vacina e o mesmo

esquema de imunizagao nos dois grupos.

Entretanto, embora tenha sido descrito que a

flagelina polimerizada purificada de Safmonelfla adelaide sedja

um antigeno timo independente, deve-se esclarecer que este
fato foi demonstrado em camundongo letalmente irradiado e
reconstituido com células de medula Ossea. Além disso, é

descrito também gue os antigenos timo independentes produzem
anticorpos principalmente da classe IgM (KATZ & BENACERRAF,
1972). No entanto, em ratos, a flagelina polimerizada é
altamenté imunogénica, produzindo inicialmente anticorpos da
classe IgM e em seguida da classe IgG. Do mesmo modo, a fla
gelina preparada pela desagregagao do flagelo & também imuno-

génica em ratos, embora produza apenas anticorpos da classe

IgG (NOSSAL and ADA, 1971).

Analisand§ estes fatos, podemos subor, portan-
to,que a imunogenicidade do antigeno empregado {(vacina TAB)
estd diretamente relacionada a sua interacgdo com as cé&lulas
imunocompetentes do hospedeiro, isto &€, nd3oc apenas uma intera
¢ao entre as sub-linhagens de linfécitos T (REINHERZ &
SCHLOSSMANN, 1980), mas também entre as células T e B e célu~-
las acessOrias (leucbOcitos polimorfonucleares e  mononuclea-
res). Esta conclusdo estd baseada no fato de qgue a flageli-
na desenvolve anticorpos predominantemente da classe IgG (BEL
LANTI,-1978) e esta resposta de membria ("Switch"-IgM-IgG) de
pende geralmente do efeito regulatbrio das células T (KATZ &

BENACERRAF, 1972) .-
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Contudo, embora nossos dados nao permitam afir
mar que existe uma imunossupressao humoral para o antigeno
"H", podemos concluir que os individuos chagdsicos quantifica
ram uma resposta mais baixa, decorrente provavelmente de uma
alteragdo no mecanismo de regulagdo da produgdo de  anticor-

pos.

Favorecendo esta possibilidade, considera-se
que na infecgao por T. baucei e por T. cruzi, o periodo de
imunossupressao & precedido de um periodo de imuncestimulacao
(HUDSON et af., 1976; SCHMUNIS et al., 1977a). Considera~-
¢Oes egpeculativas foram feitas a respeito de uma possivel
alteragao do controle que as células T exercem sobre as célu-
las B, promovendo conseqllentemente uma estimulagao policlenal
acentﬁada das células B. Uma vez que estes anticorpos te-
nham sido originados, sua produgao posterior j& ndo seria re-
gulada devido ao desequilibrio entre as c&lulas T e B (SCHMU

NIS, 1978).

Na Tripanosomiase americana, as informa¢oes
existentes no que diz respeito ds concentragdes totais de
IgM, IgG e IgA, nas fases aguda e cronica da infecglo, sdo em
parte contraditdrias, visto que alguns autores encontram vaio
res elevados e/ou normais (LELCHUCK et af., 1970); MARSDEN
et al., 1970; VATTUONE et af., 1973; ABLIN & CANESE, 1973;
FREITAS et af., 1976). Este fato pode ser devido 4 origem
geograficamente diversa dos soros empregados como controles
normais (LELCHUCK et af., 1970; VATTUONE et af., 1973) - ou
entao 3 auséncia de dados sobre aé Areas em gue as amostras

foram coletadas (ABLIN & CANESE, 1973). Conseglientemente,
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torna-se dificil estabelecer uma possivel correlagido entre o
nivel séricc das imunoglobulinas e a fase da infecgido. NWes-
te trabalho, a quantificagao das imunoglobulinas IgG, IgA e
IgM pela técnica de MANCINI et al. (1965) n3o demonstrou di-
ferenga significativa (p » 0,01) entre chagasicos e contro-

les.

Tem sido descrito na infecgao aguda pelo. T.
cruzd  uma macroglobulinemia coincidente com a existéncia de

anormalidades nos niveis de anticorpos heter&filos {HENDER~

SON~BEGG, 1946), Varios autores confirmam este fato. En-
controu-se uma resposta heterdfila a hemicias de carneiro nos
estdgios iniciais de infec¢do chagdsica em cdes (GOBLE, 1952)
e camundongos (SCHMUNIS et af., 1977a) e nas fases aguda e
crdnica em seres humanos (MUNIZ & SANTOS, 1950; GOES & BRUNO
LOBO, 1950; FREITAS, 1952; AMATO NETO & PEREIRA DA SILVA,

1954; SACKMAN MURIEL, 1968; LELCHUCK eZ af., 1970).

Na infecgao experimental por T. bauced tem—se
proposto uma possivel ativacao policlonal intensa, que origi-
naria uma producgac de IgM ndo totalmente especifica (HOUBA &
ALLISON, 1966; HOUBA et af., 1969; HUDSQN et al., 1975 e
1976) . A heterofilia da infecgao por T. ciruzi poderia ter
essa origem, ainda mais porque & possivel a existéncia de
antigenos comuns entre as hemicias e os epimastigotas de T,
chuzi (LELCHUCK et al,, 1970). Neste caso, poderia ser esta
belecido um paralelismo com o que ocorre nas infecgdes por

tripanosomas africanos.

Entretanto, nossos resultados demonstraram ti-

tulos elevados de anticorpos heterdfilos (UH..) em chagisicos

50
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e normais e nenhuma diferenga estatisticamente significativa
foi encontrada quando se comparou os titulos dos dois grupos

(tabela 6). Em 5 individuos chagisicos, o titulo UHSO foi

bastante elevado de modo que impediu a titulagao do comp lemen

to (UCH.,); em 10 individuos chagésicos e em 4 normaig, foi

50

verificado que os titulos de anticorpos heterdfilos (UHSO) e

de complemento total (UCH,,) foram iguais. Portanto, & mui-

50
to provavel que outras infecgﬁ@s inaparentes, concomitante

com a infecgao por T. chuzd, sejam responséveis pela presenca
desses anticorpos. Deve-se também levar em consideracdo que
no grupo chagasico, foram encontrados valores superiores a

8.500 leucdcitos por mn” em 25% dos pacientes.

Embora ndo exista nenhuma evidéncia de que imu

nocomplexos circulantes sejam responsaveis pela patogénese da

Doenga de Chagas, na fase crdnica hi uma parasitemia muito
baixa em comparagao ao que & observado na faée aguda (WHO,
1974} . Conseqﬁentémente, este fato contribui para um estimu
lo antigénico persistente, porém de baixa intensidade. Por-

tanto,na auséncia de um excesso de antigeno, € de se esperar
gue os pacientes em fase croOnica ndo apresentem imunocomple=-
xo0s circulantes. Nos pacientes estudados ndo foi detectado
imunocomplexo circulaﬁte.e 0 complemento estava normal. Con
tudo, & possivel que outros métodos de investigagdo de imuno-
complexos sejam mais sensiveis, a despeito da correlacgao alta
mente significante obtida entre as técnicas de ligagao ao
Clq marcado com 1251, o teste de fixagdo do complemento e a
precipitacao pelo polietilenoglicol, todas elas aplicadas na

pesquisa de imunocomplexos em esquistossomose (BOUT el al.,

1976} .
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Verificamos, portanto, que os finicos dados que
expressaram alteragdes na resposta imune do hospedeiro fo-
ram © nimero porcentual de linfdcitos T significativamente
reduzido e uma resposta humoral menor para o antigeno "H" de

S. typhi.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

No presente trabalho, realizou-se um estudo
transversal, descritivo e analitico em individuos na fase crd
nica da Doenca de Chagas, tendo-se como objetivo principal a

verificagao da reatividade imunoldgica geral dos pacientes.
Os pardmetros estudados foram:

1. Reagao de hipersensibilidade retardada medi
da através de testes cutdneos com os antigenos oidiomicina
(candida), estreptoquinase - estreptodornase (Sk-SD), P.P.D,
(derivado protéico purificado), virus da vacinia (VV) e dini

troclorobenzeno {(DNCB).

2. Contagem de linfdcitos periféricos com re-
ceptores para hemacia de carneiro (linfdcitoc T) e com recepto

res para complemento (linfécito B).

3. Resposta humoral para a vacina contra febre

tifoide (vacina TAB).

4. Dosagem das imunoglobulinas séricas IgG,

IgAh e IgM.

5. Titulagdo dos anticorpos heterdfilos (UH

507

6. Titulagao do complemento sérico (UCHg ) .

7. Pesquisa de imunocomplexo circulante.
8. Hemograma.
Os resultados obtidos permitem fazer as seguin

UNICAMP
BIBLIOTECA C(ENTRAL
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tes conclusces;

1. As reagbes cutlneas do tipo hipersensibili-
dade retardada foram normais, embora os individuos abaixo de
30 anos possam apresentar reagoes negativas para os antigenos

de candida oidiomicina e SK-SD.

2. O niimero de linfbcitos T estava significa-
tivamente reduzido (p < 0,01), sem haver,no entanto,uma redu-
gao no nimero absoluto de linfdcitos do sangue periférico.
Embora tenha sido observado uma redugao no nimerc de linfdci-
tos B circulantes, (p < 0,05), provavelmente esta redugao nao

& fisiclogicamente importante,

3. A medida quantitativa das trés maiores clas
ses de imunoglobulinas séricas, IgG, IgA e IgM, estava noxr-

mal.

4. Alteragoes nos niveis séricos do complemen-

to (ﬁCHSO}, nao foram observadas.

5. Anticorpos heterdfilos,embora presentes em
titulos elevados, nic foram estatisticamente diferentes dos

titulos encontrados no grupo controle.

6., Imunocomplexos circulantes nac foram detec-

tados pela técnica de precipitacdo com o polietileno~glicol,

7. A resposta humoral para o &ntigeﬁo "H" de
8, typhi foi significativamente menor (p < 0,01) quando se
comparou os individuos dos dois grupos (chagidsicos e contro-
les) com titulos superiores a 1:320, sendo que esta diferenca

tornou-se mais evidente guando a comparacgac foi realizada
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entre os individuos com titulos superiores a 1:640 (p < 0,001).

8. Conclui~se que os {nicos dados indicativos
de que existe alteragao na homeostase do sistema imune do hosg
pedeiro foram: redugao significativa no niimero ?orcentual

\
de linfdcitos T periféricos com conseqliente diminuigdo na so-

ma total de linfocitos T e B e uma resposta humoral significa

tivamente menor para a vacina contra febre tifdide.

O conjunto de resultados sugere,portanto, que

deve existir um desequilibrio na regulacdo da produgio de
anticorpos. Este desequilibrio pode ocorrer nao apenas en-
tre as duas sub-linhagens de linfdcitos T periféricos, mas

também entre classeg de linfdcitos e células acessdrias, tais

como leucdcitos mononucleares e polimorfonucleares.
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