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James Thurber, "The scotty who know too much"
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INTRODU GAO

Vibrio cholerae e amostras enterotoxigenicas de Esciierichia coli causam
Fa
doengas diarreicas no homem e diversas especies de animais (Craig, 1965; Gyles et al,

1967; Smith et al, 1971; Field, 1971; Gyles, 1971; Evans et al, 1973; Evans et al,
1973 ; Myers et al, 1976; Moon et al, 1976; Smith, 1976; Guinee et al, 1977; Simces
et al, 1982},

As amostras de E. coli podem produzir pelo menos 2 tipos de enterotoxinas
uma de baixo peso molecular, dialisavel e termo-estavel denominada ST (stable-toxin)
(Dean et al, 1973 ; Franceschi et al, 1977; Gyles, 1979), e outra de alto peso molecu
lar, nao dialisavel e termo-1abil comhecida como LT (labile-toxin),

A enterotoxina LT se acha atualmente muito bem estudada quanto a sua nature
za quimica, caracteristicas antigénicas e efeitbs biologicos. E bastante semelhante

ac "choleragen" ou enterotoxina colérica do Vibrio cholerae, em outras palavras, am-

bas as toxinas, quando inoculadas em coelhos, por via intradermica, ocasionam no lo-
cal de inoculagao, uma reagao inflamatoria de natureza edematosa a qual se convencio
mwu chamar de fator de permeabilidade (PF) (Craig, 1965; Dorner et al, 1976; Bvans et
al, 1976; Gill et al, 1976; Richards et al, 1978). Jgualmente, estas duas enterotoxi
nas sao capazes de dilatar, através do acimulo de 1iquido, a alga ligada do intesti-
no dos animais, tais como, coelhos e porcos, experimentalmente inoculados com as mes
mas {(Burrows et al, 1966; Gyles et al, 1967; Smith et al, 1967; Smith, 1976), Ainda
sob o ponto de vista de suas atividades biologicas as enterotoxinas LT e a colérica,
sac capazes de provocar alteragoes morfologicas em algumas linhagens celulares, poT
exemplo, celulas Y-1 (células de tumor de adrenal de camundongos) (Donta et al, 19743,
CHO (celulas de ovario de hamster) (Guerrant et al, 1974) e VERC (c8lulas de rim de
macaco) (Spiers et al, 1977).

Sob o ponto de vista estrutural, a toxina colerica, do Vibrio cholerae, e

composta de du@s subunidades denominadas respectivamente de A e B. A subunidade B &
constituida de 5 a 6 fragmentos que seriam responsaveis pela fixacao da toxina ao
gangliosideo G, das celulas das vilosidades intestinais. Apds esta fixacao, através
de processos ainda nac muito bem esclarecidos dar-se-ia a entrada da subunidade A,
que, por sua vez, e composta de 2 fragmentos denominados A1 e Az, cabendo ao fragmen

to A2 o papel de atuar como um agente carreador do fragmento A ao qual se atribui

1,
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a ativacao da enzima adenil-ciclase que ocasiona, consequentemente, um aumento do
AMP-ciclico intracelular., Esta alteragao provoca uma modificacao do equilibrio hidros
salino que acarreta uma perda de agua e de eletrdolitos que se traduz nos fenOmenos
diarreicos observados nos doentes com colera, Admite-se que para a enterotoxina LT,

de Escherichia coli, exista uma estrutura semelhante, se nao identica, com afinidade

também pelo gangliosideo GM, provocando alteracoes funcionais das celulas intestinais

1
consequentes tambem a um aumento do AMP-ciclico intracelular (Stephen et al, 1981).
Sob o ponto de vista quimico,tanto a enterotoxina colérica quanto a entero-

toxina LT sao proteinas com peso molecular ao redor de 84,000 daltons. Até recente-
mente, estas duas toxinas, como que acompanhando as semelhancas ja por nos apontadas,
eram consideradas como antigenicamente bastante relacionadas (Clements et al, 1980),
admitindo-se, por outro lado, nao existirem diferencas entre as enterotoxina LT de

E. coli, de origem humana ou sulna. As primeiras indicacoes de que pelo menos deveriam
existir diferengas entre as enterotoxinas LT, se deveu ao trabalho de Serafim et al
(1979) que demonstrou ser o antisoro LT, preparado com amostra de origem humana, pra

ticamente ineficiente na detecgao de amostras de E. coli enterotoxigenicas de origem

suinas, quando se utilizava para tal, teste de imuno~hemolise passiva (Evans and
Evans, 1977).

Recentemente, Honda et al (1981}, verificaram que realmente as enterotoxinas
LT de origem humana e de origem suina e a enterotoxina colérica apresentavam relacoes
antigenicas, porém existiam também em cada uma delas determinantes antigénicos que
eram especificos e capazes de agir apenas com a enterotoxina homdloga. Tais diferen-
¢as antigenicas, contudo, nao parecem influenciar nos mecanismos basicos de atuacao
destas toxinas e seus respectivos efeitos biologicos.

Com relagao a enterctoxina ST, s0 recentemente se conseguiu a sua purifica-
cac (Alderete et al, 1978; Gianella et al, 1979; Staples et al, 1979; Takeda et al,
1979), bem como se determinou que a sua netureza quimica era peptidica com cerca de
18 ou 19 residuos de aminoacidos (Alderete et al, 1978; Takeda et al, 1979), com peso
molecular ao redor de 1500 daltons. Estes dades sao validos para a enterotoxina de-
tectavel pelo teste do camundongo recém-nascido (CRN) (Dean et al, 1973), a qual se
denominou $Ta, se conhecendo, atualmente, uma outra forma de enterotoxina termO*espé
vel, STb, ativa unicamente em alga ligada de leitoes de 5 a 7 semanas (Gyles, 1979;

Whipp et al, 1981).
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Nao se conhece mecanismos pelos quais a enterotoxina STb & capaz de causar
diarreia em suinos, porém, a enterotoxina STa, & capaz de ativar a enzima guanil-ci
clase ocasionando um aumento do GMP~ciclico intracelular (Field et al, 1978; Hugles
et al, 1978; Gianella et al, 1979; Greenberg et al, 1980; Guerrant et al, 1980).

A énterotoxina STa e tambem pouco imunogenica, sendo capaz de induzir a for
magao de anticorpos anti~STa apenas quando inoculada acoplada 4 um antIgeno completo,
podendo, portanto, ser considerada como um hapteno (Greenberg et al, 1981). Apesar
da reconhecida importancia da enterotoxina STa no envolvimento de casos de diarréia
no homem e animais, esta caracteristica, isto e, nao imunogenicidade, talvez tenha se

constituIdo em um sério obstaculo a um melhor conhecimento das propriedades desta en

terotoxina, Alias, na ocasiao em que conduziamos a parte experimental de nosso traba

lho, ja existiam citagoes, algumas controvertidas, sobre a purificacao e caracteriza
¢ao fisico-quimica desta enterotoxina (Jacks et al; Klipstein et al, 1976; Field
et al, 1978; Mullan et al, 1978).

Trabalhos anteriores haviam demonstrado, com relacao a toxina colerica, que
esta, tem a capacidade de aumentar {(Chisari et al, 1974) ou suprimir (Henmey et al,
1973 Lichtenstein et al, 1973) a resposta imune a hemacia de carneiro (HC), depen—
dendo, em parte, da dose e do tempo em que era administrada a enterotoxina. Assim
sendo, foi desmonstrado, ainda por Chisari et al (1974), que a toxina colérica era um
potente adjuvante quando administrada a camundongos por via parenteral juntamente com
as HC. Por outro lado, se inoculada 12 horas antes ou apos o antigeno, funcionava
como imunossupressora. O mecanismo destes efeitos, segundo estes autores, pode ser
decorrente de fenomenos tais como, modificagGes na permeabilidade da membrana, citoxi
dade com liberagao de cligodesoxirribonuclectideos, proliferacao aumentada dos teci-
dos linfoides e também um aumento do AMP-c intracelular devido a estimulacao da ade-
nil-ciclase (Chisari et al, 1974).

Sabe-se que o AMP-c e agentes que elevam o AMP-c intracelular tem interacao
com uma serie de diferentes fendmenos imunoldgicos, tais como, citdlise mediada por
linfocitos (Wenchurch et al, 1971; Henney et al, 1972) e liberacac de histamina de

basofilos mediados por IgE (Linchtenstein et al, 1971; Bourne et al, 1972},

Por outro lado, diferentes populagoes de células imunocompetentes exibem fe
nomenos dose-dependentes, por exemplo, células T podem ser estimuladas por baixos ni

veis de toxina colérica e inibidas por altos niveis desta toxina que por sua vez po-
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deriam ser capazes de estimular linfocitos B (Chisari et al, 1974),

E sabido, ainda, que existem interacoes intrinsicas entre os niveis de AMP-c
e GMP-c intracelulares, isto &, um aumento do primeiro, via de regra, ocasiona uma
diminui¢ao no segundo, e vice-versa (Goldberg et al, 1973; Goldberg et al, 1974).

Portanto, nao seria surpresa encontrarmos alteracoes nas respostas imune hu-
moral e mediada por celulas, devidas a enterotoxina $Ta, quer por uma eventual influéﬂ
cia direta de GMP-c intracelular de células imunocompetentes, ou indireta, decorrente
da diminuicao do AMP-c destas células, resultante da elevacao do GMP-c destas mesmas
celulas em contacto com a enterotoxina STa,

Por outro lado, fencmenos de imunossupressao tem sido observados com varios
antigenos de natureza biologica, e efeitos adjuvantes tem sido verificados com alguns
destes antigenos (fitohemaglutinina, endotoxina, etc) sendo, portanto, concebivel
admitir-se algum efeito deste tipo em zelagéo a enterotoxina STa (0'Brien et al, 1978).

Foi, porem, a falta de dados sobre outras propriedades bioldgicas da entero
toxina STa que nos levou a conduzir o presente trabalho, pois apesar dos progressos
recentemente alcancados com relagao a sua purificacac (Alderete et al, 1978) e estru=
tura quimica (Alderete et al, 1978; Takeda et al, 1979) e ate mesmo dados sobre os
genes responsaveis por sua codificagac (Moseley et al, 1983), a Unica atividade biolo
gica que se comhece & a capacidade que tem a enterotoxina STa de causar aumento de
liquido na luz intestinal como resultado da ativagao da guanil-ciclase, aumento este
detectado pelo teste CRN (Dean et al, 1973). Nesta investigacao sobre novas atividades
biologicas da enterotoxina STa procuramos mos orientar para uma area ainda nao estuda
da com relagée a esta enterotoxina, mas que apresentou uma série de dados interessan
tes, a semelhanca do que foi realizade com a enterotoxina colerica. Mais especifica-
mente, Chisari e Northrup (1974) verificaram que a toxina colerica, pode matar camun-
dongos, produzir severa atrofia cortical do timo e diminuigao das células linfoides
da polpa vermelha do bago; verificaram ainda que doses letais da toxina podiam dimi=-
nuir a viabilidade das células esplénicas e dos timocitos, "in vitro".

Diante do exposto, utilizando preparados semipurificados (Ricei et al, 1982)
da enterotoxina STa procuramos, atraves da técnica de Células Formadoras de Placas
(PFC) contra HC e da técnica de Hipersensibilidade Tardia (DTH) ao Dinitrofluorbenzenc
(DNFB), verificar qual a atividade da enterotoxina STa na resposta humoral e mediada

por células, respectivamente, Paralelamente, a fim de verificar a influencia da
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enterotoxina STa na fagocitose, utilizou-se a técnica de Depuragao do Carbono Coloidal.
A par da possivel obtengao de novas informagoes sobre a atividade bioldgica

da enterotoxina STa a nivel de células imunocompetentes, o nosso trabalho tambem jus-—

tifica-se em virtude de se ter informagoes que diarréia no homem, produzidas por

V. cholerae e E. coli ocasionam na fase de convalescenga, fenomenos de imunossupressao

(Palmer et al, 1979) o que eventualmente poderia tornar o individuo sensivel a infec

goes intercorrentes, o que normalmente, na pratica, as vezes, e observado.
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MATERIAL E METODOS

I - Animais

Camundongos (CBA x C57B1/l(})?1 com 2 meses de idade, de ambos os sexos, fo~
ram utilizados para se estudar a acao da enterotoxina STa semipurificada, na resposta
imune humoral, na resposta imune mediada por celulas e no teste de depuracao do carbo
no coleoidal.

Camundongos Swiss~55, receém-nascidos, de 2 a 4 dias de idade, foram usados
na detecggo da enterotoxina STa atraveés do teste do camundongo recem—nascido (CRN)

(Dean et al, 1973},

IT - Preparo E_Semipurificagﬁo da Enterotoxina STa Bruta

Para o preparo e semipurificagac da enterotoxina STa foram usados os procedi

mentos descritos por Ricci et al (1982), com ligeiras modificacoes.

1. Preparc da Toxina Bruta,

Para o preparo da enterotoxina bruta, a amostra de E. Eﬂii,H3 (sorogrupo

0128)’ produtora Unica e exclusivamente da enterotoxina STa, foi semeada em tubos con
tendo 2 ml de caldo simples, e incubada a 37°%¢ por 10 horas. A partir destes cultivos
tomou~se 0,5 ml que foi utilizado como inoculo para o preparo da enterotoxina em meio
de Casamino Acid-Yeast Extract (CAYE) (Evans et al, 1973) distribuidos em Erlemmeyers
de 125 ml, na quantidade de 15 ml de meio por frasco. Estes, apos semeados, foram co-
locados em estufa a 37OC, por 18 horas, sob agitagao comstante (200 rpm). Fol prepara
do um total de 4 litros de cultura, que fol em seguida centrifugada a 3,07% g, duran-—
te 40 minutos. Ap0s a centrifugacao separou-se o sobrenadante, ac qual foi adicionado
como preservativo, solugao de mertiolato na concentragao de 1/10.000. Em testes preli
minares (dados nao publicados) foi verificado que a adicao deste conservador nac oca-
sionava qualquer alteracao na atividade biologica da enterotoxina $Ta ensaiada pelo

teste do CRN.
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2. Ensaio da Enterotoxina STa,

Tanto os preparados brutos de enterotoxina STa bem como a enterotoxina semi=-
purificada, nas diferentes etapas do seu processo de purificacao, foram estudados pelo
teste do CRN (Dean et al, 1973), Este teste avalia a atividade da enterotoxina $Ta,

a nivel intestinal, pelo actmulo de 1liquide encontrado dentro das algas, dos camundon
gos inoculados por via intra-gastrica. Quando este aumento de 1iquido formece relagao
peso do intestino/peso da carcaga igual ou maior que 0,0085 os resultados sao consi
derados positivos. Para a realizagao do teste do CRN, foram utilizados para cada mate
rial examinado, lotes de 4 camundongos Swiss—55 com 2 a 4 dias de idade, Em cada ani-

mal foi injetado nmo estomago, por via percutanea 0,1 ml do preparado a ser ensaiado

a0 qual havia se adicionado previamente uma gota de azul de Evans (27) por ml de so-
brenadante de cultura. Tres a quatro horas apds a inoculagzo, os animais foram sacri
ficados com eter sulfirico, necropsiados e os intestinos separados das carcagas, de-
terminando-se em seguida, a relagao peso do intestino/peso da carcaca.

0 numero de unidades toxicas (UT), presentes numa determinada preparacgao de
enterotoxina STa foi definido como sendo o inverso da maior diluicac desta preparacaoc,
que ensaiada pelo teste do CRN, fornecia relacoes peso do intestino/veso da carcaca,

iguais ou superiores a 0,0085,

3. Semipurificacao da Enterotoxina STa.

A - Cromatografia de troca ionica em Amberlite

Aliquotas de 140 ml de enterotoxina STa bruta, com pH acertado para 9,0 com
NaOH 0,1 M, foram aplicadas em uma coluna (2,2 por 43 cm) de resina Amberlite (Merck),
usando-se como tampao para equilibra-la e eluir a amostra, o tampac acetato de amonia
0,01 M, pH 9,0 sob um fluxo de 15 ml/minuto.

Da cromatografia de cada aliquota de 140 ml de toxina bruta foi colhido um
total de 13 fracoes com 20 ml cada uma. A D.0 dessas fracoes foi determinada a 280 nm,
em espectrofotometro Zeiss, selecionando-se as cinco que apresentassem maior absorbEE
cia neste comprimento de onda e maior atividade enterotdxica detectada atraves do

teste do CREN.

. . @] - ~
Este material foi guardade a - 20°C ate o momento de sua concentracgao.
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B - Concentragao

0Os materiais cromatografados, que estavam estocados a - ZOOC, apos desconge
lamento a temperatura ambiente, foram misturados, resultando uma preparacao com volu
me final de 2900 ml.

Esta foi concentrada em um evaporador rotatorio, sendo posteriormente recons
tituida com Agua destilada, a um volume 10 vezes menor que o inicial.

C material assim concentrado, fol em seguida avaliado quanto z sua atividade

enterotoxica pelo teste do CRY.
C - Dialise

Para tal, foram utilizados sacos de dizlise Sigma 250-7U de 2lmm de diametro
por 30 cm de comprimento que foram tratados com solucac de anidrido acetico e piridi-
na (1:1) de acordo com Craig (1960), a fim de reduzir a porosidade ("cut off") dos
mesmos , impedindo que a enterotoxina STa fosse dialisada.

Aliquotas de 20 ml do material concentrado foram entao dialisados por 48 ho-
ras em camara fria, sob agitacao constante contra um volume de 4 litros de agua desti
lada, correspondente aproximadamente a 20 vezes o volume desta aliquota antes da sua
concentracao.

A agua foi trocada duas vezes ao dia e sua condutividade e absorbancia foram
verificadas., Identico procedimento foi adotado para a amostra ao términe da dialise,
reavaliando-se a sua atividade enterotoxica pelo teste do CRN.

0 material de cada didlise (volume original 20 ml) foi liofilisado e ressus=-

penso em 2,5 ml de agua destilada, procedendo-se em seguida a filtracao em gel.
D - Cromatografia em gel de Sephadex G15

Apos estes tratamentos descritos acima, cada volume de 2,5 ml da amostra foi
aplicado a uma coluna (0,8 x 92 cm) de Sephadex Gl5 padronizada por uma solucac de
azul de dextran 0,257 e NaCl 1,5 M, Para a eluicao utilizou-se tampao fosfato de so-
dio 0,05 M, pH 7,0, sendo coletadas fracoes de aproximadamente 4,0 ml.

As fragoes assim obtidas foram examinadas a 280 nm, selecionando-se aquelas
com maior absorbancia que foram em seguida analisadas pelo teste do CRN. Este proce-

dimento fol repetido até que todas as aliquotas de 2,5 ml das amostras concentradas
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fossem cromatografadas come descrito acima.

Ao final de todas as cromatografias neste gel, as fracoes com alta atividade
especifica e uma purificacao de no minimo vinte vezes superior aquela existente na
preparagao original, foram reunidas numa Unica preparacao equivalente a um volume fi-
nal de 160 ml e uma absorbancia a 280 nm de 1,15 e 100 UT/0,1 ml.

Esta preparagao foi distribuida em aliquotas de 20 ml, equivalentes a 20,000
UT, que foram em seguida liofilisadas,

No momento do uso, cada frasco liofilisado foi ressuspenso em 4 ml de agua
destilada equivalendo a um total de 500 UT/0,1 ml.

Para o calculo da atividade especifica, foi utilizada a sesuinte relacao:
b > P24 G

numero de UT

absorbancia a 280 mm

Durante as diferentes fases do processo de purificagao, para quantificarmos
o nimero de vezes em que as preparagoes em estudo foram concentradas em relacao a en
terotoxina bruta, relacionamos a atividade especifica das mesmas em relagao a ativi-

dade especifica do preparado bruto inicial,

ou seja AE da preparacao _ nimero de vezes em que a amostra

AE do preparado bruto inicial fol purificada

III - Inoculacao de Camundongos (CBA x C57Bl/1_0)§1 com a Enterotoxina

STa semipurificada

Os animais foram inoculados intravenosamente com 0,1 ml de enterotoxina $Ta
semipurificada, inicialmente contendo, 500 UT, 250 UT, 125 UT ou 62,5 UT, antes ou
apos a HC, a fim de se determinar qual a dose Otima desta enterotoxina que causava
alteragzo na RIH, Nos experimentos posteriores, os camundongos foram inoculados de
modo semelhante com 250 UT, conforme resultados dos experimentos mencionados no papé

grafo anterior.

1V - Preparo das Hemacias de Carneiro (HC)

0 sangue de carneiro foi coletado em solucao de Alsever e comservado em ge~
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ladeira por um periodo maximo de 1 més,

No momente do uso, o sangue assim coletado foi centrifugado a 2000 rpm por
20 minutos, dispensando~se o sobrenadante. A papa de hemacia resultante foi entao
lavada tres vezes em PBS e posteriormente ressuspensa no mesmo tampao de modo a for

necer uma solucao de HC a 5%.

V - Imunizacao com Hemacia de Carneiro

Camundongos foram imunizados intravenosamente com 0,2 ml da suspensao de HC

5% em PBS, que corresponde a uma média de 2x10% células, em diferentes tempos em rela

¢ao a administragao da enterotoxina STa semipurificada.

No estudo da resposta lmune secundaria, os animais receberam uma dose de re

forgo de HC, 26 dias apos a primeira dose.

VI - Preparo da Suspensﬁo‘gg Celulas Esplenicas

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical. O bago de cada ani
mal doi retirado e macerado cuidadosa e rapidamente em cerca de 2 ml de Meio Minimo
Essencial (MME) contendo 17 de Soro Fetal Bovino (SFV); para a maceracao utilizou-se
o macerador de Biozzi.

Imediatamente apds a maceragao, a suspensao celular foi colocada em banho
de gelo, procedendo-se em seguida a centrifugacao a 1500 rpm por 8 minutos (Jerne,
1974 ; Dresser, 1978).

0 sobrenadante foi descartado e as celulas, lavadas duas vezes em MME com 1%

de SFV e posteriormente ressuspensas e diluidas no mesmo meio.

VII - Determinagao do Nimero de Células Formadoras de Placas

Foi feito o estudo da resposta imune humoral a HC, atravées da tecnica de PFC
descrita por Jerne (1974) e modificada por Dresser (1978).

Resumidamente, 100 ul dasuspensao esplenica, diluidos em MME, 1% SFV, foram
misturados com igual volume de HC a 57, em tubos 30 x 5mm que posteriormente foram

transferidos para banho-maria 2 45°C onde se acrescentou 200 ul de agarose 0,87,
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0 volume total foi homogenizado delicadamente e espalhado de modo uniforme em laminas
de microscopio, previamente banhadas em agarose 0,1%, colocadas sobre placas de metal
aquecidas a 4500, alguns minutos, imediatamente antes do uso.

As laminas foram incubadas por 2 horas a 37°C em camara umida apds o qual
uma solugao de complemento de cobaia a 107 foi adicionada cobrindo cada lamina que
foram novamente incubadas a 37°C por 1 hora, Apos este processo, as laminas foram
fixadas em paraformaldeido (4% em PBS), durante 20 minutos.

Duplicatas foram feitas de cada diluigao da suspensao de celulas e os Tesul
tados foram averiguados.

0 numero de celulas formadoras de placas foi contado com auxilio de lupa e o

resultado foi dado pelo nimero de PFC por 106 células.

Pelo método descrito se obtem as placas diretas, ou seja, o numero de celulas
produtoras de IgM. Para as placas indiretas, ou seja, determinacao do nimero de celu-
las produtoras de IgG, foil utilizado soro de coelho anti-gamaglobulina de camundongo,
que foi adicionado na quantidade de 10 pl por 100 pl de suspensac celular, no preparo
de tubos com a suspensac esplénica.

Para a resposta primaria, o numerc de PFC, para IgM, foi determinado no quar
to dia, e para IgG, no sexto dia, apds a imunizagao. Na resposta secundaria, o nimero

de PFC (IgM e IgG) foi determinado no sexto dia apos a dose de reforco.

VILL - Beterminaggo da Viabilidade Celular

0 nimero de celulas viaveis foi determinado em hemocitometro de Neubauer, fa
zendo-se diluigoes da suspensao celular em Acido acético 1% e em azul tripan (2mg/ml)

diluido em cloreto de sodioc 0,857,

X - Hipersensibilidade Tardia (DTH) ao Dinitrofluprbenzenp (DNFB)

Camundongos imunizados com a enterotoxina STa semipurificada e camundongos
controles foram tricotomizados no abdomem,onde foi aplicada uma dose sensibilizante
de 530 pl de DNFB (10 mg/ml) diluido em acetona-oleo de oliva 1:1.

Uma dose desencadeante de 5 Ul de DNFB foi aplicada 5 dias apos a dose sensi

bilizante em toda superficie da orelha esquerda (Vadas et al, 1975).
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Vinte e quatro horas depois, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e as orelhas, direita e esquerda, foram cortadas.
A reacao de hipersensibilidade retardada foi avaliada através da relagao

peso da orelha esquerda/orelha direjta (Corsini et al, 1981).

X - Depuracao do Carbono Coleidal

A depuracao do carbono coloidal foi determinada atraves da tecnica descrita

por Bilozzi et al (1954).

A preparacao utilizada continha 64 mg/ml de carbono coleidal com particulas
de 25 % de tamanho, suspensas em gelatina de peixe 17.

Os animais, com 20 gramas de peso, controles e os inoculados com a enteroto—
xina STa semipurificada, foram inoculados intravenosamente com 0,2 ml de carbono co-
loidal (8 mg/100 g de massa corporal do animal) e efetuou~se a sangria de 0,025 ml,
com pipeta calibrada e heparinizada, pelo plexo venoso ocular, nos intervalos de tem—
po: 2, 5, 10, 15, e 20 minutos apos cada inoculagao.

Cada amostra retirada foi adicionada, imediatamente em 2,0 ml de agua desti-
lada, a f£im de provocar lise das hemacias. Posteriormente, determinou-se os valores
de absorbancia a 560 nm em um espectrofotometro Coleman Jr.

Apos as sangrias, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e
os orgaos, figado e baco, retirados e pesados.

0 indice de fagocitose K, que expressa a velocidade de depuragao do carbono
coleidal, foi calculade conforme padronizado por Biozzi et al (1954). Deste modo de-—
terminou-se o coeficiente angular da reta tragada, sendo que nas abscissas, em escala
aritmetica, se colocou os intervalos de tempo da sangria, e, nas ordenadas, em escala
logaritmica, as absorbancias obtidas.

A equagao estabelecida por Biozzi et al (1954) para este fenomeno e a seguin

log C. = log C
K = 1 2

At
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Onde:

log Cl logaritmo decimal da concentragEO do carbono coloidal no
tempo 1,

log C2 : logaritmo decimal da concentragﬁo do carbono coloidal no
tempo 2.

At : intervalo de tempo decorrido entre o tempo 1 e o tempo 2,

Para o calculo de fagocitose corrigido, o, leva-se em consideracao a massa

do animal e a somatoria das massas do bago e figado do mesmo, conforme expresso na

equagao estabelecida por Biozzi et al (1954):

o= M /M %fif
a'o

Onde:
Ma i  massa do animal.
MD : somatoria das massas do figado e do bago.
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RESULTADQS

I - RESPOSTA IMUNE HUMORAL EM CAMUNDONGOS IMUNIZADOS COM HC

Para o estudo da Resposta Imune Humoral, pela técnica de PFC descrita por
Jerne (1974) e modificada por Dresser (1978), foram utilizados canundongos
(CRA x C57B§/1O)F1, inoculados com a enterotoxina STa semipurificada em diferentes
intervalos de tempo em relagcao a HC.

Foram feitos experimentos variando-se a dose e tempo de administragac da to

xina, analisando-se ainda a acao do meio de CAYE no qual a mesma foi preparada; o nG

mero de celulas esplenicas; viabilidade celular; a cinetica de resposta e competicac
de reconhecimento entre HC e enterotoxina, alem dos estudos referentes a resposta

imune humoral primaria e secundaria.

1 - Variacao da dose e tempo gg‘administragéo da enterotoxina 5Ta

semipurificada

Com a finalidade de se verificar qual a dose e tempo de administracao da
enterotoxina que correspondia ao pico de alteracao do numerc de células formadoras
de placas contra HC, foram feitos experimentos variando-se estes dois parametros.

A enterotoxina foi aplicada intravenosamente nas doses de 500 UT, 250 UT,
125 UT ou 62,5 UT e nos tempos de, 2h, ih, 30 minutos ou 15 minutos antes ou apos
HC,

Nos nossos experimentos verificamos que a enterotoxina STa semipurificada
nas doses 250 UT e 500 UT deprimem a resposta imune humoral primaria a HC em 407 =
507 do n® de PFC em animais inoculados com a toxina 15 minutos antes deste Ag. Nao
se observou depressao quando a toxina foi inoculada nas doses 125 UT e 62,5 UT
{Tabela 1).

Quando se variou o tempo de administragao da enterotoxina em relacao a KC,
verificou-se que 250 UT deprimem o numero de PFC somente quando aplicades 15 minutos

antes do Ag, nao se observando depressdao quando a enterotoxina foi aplicada apos o
mesmo (Tabela 2).

Portanto, apos estes resultados, para a realizagEO do presente trabalho,
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convencionou-se o uso de 250 UT, que foi a dose minima necessaria para observagao
de alteracao da resposta imune, e, o tempo de 15 minutos antes da imunizacao com a

HC, com relagao ao gqual se obteve uma imunossupressao significativa (Tabela 2).

2 - Aczo do Meio de CAYE na Resposta Imune Humoral a HC

0 Meic de CAYE foi o meio utilizado no preparo da toxina bruta. Com a fina
lidade de verificar se este meio exercia alguma influencia na resposta imune humoral
do camundongo a HC, foram feitos experimentos com diferentes diluicoes do mesmo.

Com os dados apresentados na Tabela 3, constatou-se que ele nao altera a
resposta imune humoral a HC, quando inoculado 15 minutos antes deste Ag, como era
aplicada a enterotoxina, tendo como controle animais inoculados somente com a HC,

Apesar desta confirmagao, ele foi usado como controle nos experimentos se-
guintes, na diluicao 1/5, para se avaliar com maior precaucao as alteracoes que

viessem a ser observadas na presenga da enterotoxina STa semipurificada,

3 - Numero Qg'céluias e viabilidade celular

Durante os primeiros experimentos com a enterotoxina STa semipurificada nota
mos uma esplenomegalia nos animais imunizados.
Com a finalidade de se determinar o aumento do numero de celulas esplenicas

e a viabilidade celular, camundongos {(CBA x C Bl/lO)Fl foram imunizados com 250 UT

57
tendo como grupo controle animais inoculados com Meio de CAYE 1/5.

Nossos experimentos demonstraram que havia um aumento de 30% no numerc de
células esplénicas nos animais inoculados com a2 toxina, em comparacac aos inoculadns

com o Meio de CAYE, mas a viabilidade tanto em um grupo como em ocutro nao estava

alterada, permanecendo por volta de 90% (Tabela 4),

4 - Analise da cinética da Resposta Imune e Competicao Antigénica

Tem sido mostrado (Corsini & Costa, 1981), que o pico da resposta das celu-
las produtoras de Ac a HC, atraves da tecnica de PFC, em camundongos, ocorre no 49

dia apos a imunizagao,
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Como o estudo da agao da enterotoxina STa na resposta imune nao havia sido
feito anteriormente, nos pareceu importante verificar se a mesma nao teria capacida
de de alterar a cinética de resposta de Ac, do animal, a HC ou se ela nac competiria
com este Ag a nivel de reconhecimento.

Foi observado que nao houve "shift", sendo que o pico de resposta a HC con~-
tintava no 49 dia (Figura 1}, e mesmo aumentando—-se a concentragao de hemacia e con—
servando~se fixa a quantidade de toxina, a porcentagem de inibigao nao acompanhou a
da concentragac de HC (Figura 2). Portanto, nao houve, aparentemente, competicao en-

tre estes Ag.

5 - Efeito da Enterotoxina STa Semipurificada na Resposta Imune Primaria a

HC

A capacidade da enterotoxina STa semipurificada interferir na resposta imu=-

ne primaria a HC foi estudada em camundongos (CBA x C__B1/10)F..

57 1

A dose empregada nestes experimentos foi de 250 UT nos tempos, 15 minutos
antes de HC, por ser este o tempo otimo verificado, ou 48 horas antes do Ag, por
ser este tempo o relativo ac pico observado na depuracao do carbono coloidal em pre
senga da enterotoxina STa semipurificada (Figura 3).

Uma vez realizados os experimentos, os resultados obtidos na Tabela 5 mos-
tram que quando a toxina foi aplicada 15 minutos antes da HC, houve uma supressao de
30% no nivel de IgM no 49 dia apos a inoculacao do Ag, e que mo 69 dia aumentou de
307 o nivel de IgM e 457 o nivel de IgG.

Similarmente, quande & enterotoxina STa foi aplicada 48 horas antes da HC,
a Tabela 6 mostra que houve uma supressao, no 49 dia, de 457 de IgM e, no 69 dia, de
30% de IgM e de 45% de IgG.

Portanto, concluimos, que a toxina quando aplicada 15 minutos antes do Ag
teve a principio um efeito supressor no nivel de IgM, sendo que postericrmente passa
a estimular tanto a produgao de IgM como a de IgG. Porém, quando a enterotoxina STa

foi inoculada 48 horas antes da hemacia havia apenas um efeito supressor mo nivel

destas duas classes de imunoglobulinas.
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6 — Efeito da Enterotoxina STa Semipurificada Autoclavada na Resposta

Imune Primaria

A enterotoxina STa se caracteriza por ser termoestavel quando aguecida a
100°%¢ por 15 minutos, sendo porem a sua atividade bioldgica destruida por autoclava
géo a 1210C por 30 minutos (Franceschi et al, 1977).

Quando a enterotoxina $Ta inativada pela autoclavacao, negativa no teste do
CRN, fol submetida aos mesmos experimentos anteriores, descritos para o estude da en
terotoxina ativa na resposta imune primaria, verificou-se que a enterotoxina STa em
tal estado de inativacao nao teve nenhum efeito nos niveis de IgM e IgG (Tabelas

5 e 6),

7 - Efeito da Enterotoxina STa Semipurificada na Resposta Imune Secundaria

a HC
Com a finalidade de verificar se a enterotoxina STa semipurificada tambem

teria algum efeito na resposta imune secundaria, camundongos {(CBA x C 7Bl/10)F1

5
foram imunizados, intravenosamente, com HC e 26 dias apos receberam a segunda dose
desse mesmo antigeno como dose reforgo.

A enterotoxina STa semipurificada foi aplicada na quantidade de 250 UT e
nos tempos de 15 minutos ou 48 horas antes da dose primaria ou da dose secundaria
de HC.

0 numero de PFC tanto diretas (IgM) quanto indiretas (IgG), foram determi-
nados,

Nossos resultados indicam que, quando 250 UT eram inoculadas antes da dose
primaria de HC, havia um aumento de 75% de IgM enquanto que o nivel de 1gG estava
aumentado em apenas 257 (Tabela 7).

Por outro lado, quando a mesma dose de enterotoxina era aplicada 15 minutos
antes da dose secundaria de HC, havia, na maioria dos experimentos, um aumento de
45% no nivel de EgM.e de 207 no nivel de IgG, sendo que em alguns nao houve altera-
cao detectavel no nivel dessa Ultima classe de imunoglobulina,

Conforme podemos observar, na Tabela 8, a agio da enterotoxina 48 horas an

tes da dose primaria foi de aumentar 30% o nivel de IgM e IgG. Quando a enterctoxina
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foi aplicada 48 horas antes da dose secundaria, diminuiu em 30% o nivel de IgM e em
757 o nivel de IgG.

Concluimos, portanto, que a enterotoxina STa semipurificada exerce influen-
cia na resposta imune secundaria, sendo que quando aplicada antes da dose primaria
aumenta tanto o nivel de IgM como de IgG. Porém, quando aplicada antes da dose s ecun
daria, a alteragao no nivel das imunoglobulinas, depende do tempo de administracao

da enterotoxina STa.

8 - Efeito da Enterotoxina STa Semipurificada Autocliavada na Resposta Imune

Secundaria

Como foi verificado, a enterotoxina autoclavada nao teve efeito no nivel de
IgM e IgG no estudo da resposta imune primaria (Tabelas 5 e 6).

Com o objetivo de verificar se a enterotoxina STa inativada biologicamente,
teria algum efeito na resposta imune secundaria, foram realizados experimentos simi-—
lares ao da resposta imune primaria.

Mediante os resultados apresentados nas Tabelas 7 e 8 verificamos que a en-

terotoxina autoclavada nao alterou os niveis de IgM e IgG.

II - EFEITC DA ENTEROTOXINA STa NA RESPOSTA IMUNE MEDIADA POR CEIULAS

1 - Avaliacao da Hipersensibilidade Tardia (DTH) ao Dinitrofluorbenzeno

(DNFB)

Com a finalidade de se estudar uma possivel atuacao da enterotoxina STa na

5731/10)F1 foram sensibili-

zados com DNFB e 5 dias apos receberam a dose desencadeante. Os animais foram dividi

resposta imune mediada por celulas, camundongos (CBA x C

dos em 3 grupos: em um grupo, os animais foram inoculados com 250 UT no dia do desa—
fio, em outro grupo, a mesma dose por animal fol inoculada durante os quatro dias
(0, 1, 2, 3) apds a sensibilizacao pelo DNFB e finalmente, no terceiro grupo, os ani
mais foram inoculados com a mesma dose de STa, durante og 4 dias antes da dose sensi
bilizante de DNFB,

Os resultados da Tabela 9, que representam a relagﬁo dos pesos das orelhas
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esquerda e direita (E/D), 24 horas apos a dose desencadeante, mostram que em todos
estes experimentos, 250 UT de enterotoxina $Ta semipurificada nao interfere com a

DTH ac DNFB em camundongos (CBA x C 7BE/lO)F1 comparado com o grupo controle,

5
Concluimos, portanto, que diferentemente da resposta imune humoral, onde,
através de experimentos utilizando a técnica PFC, observamos supressao ou estimulo

do nivel de IgM ou IgC, nae houve qualquer infiuencia detectivel na regsposta imune

mediada por células na presenga da enterotoxina STa semipurificada.

III - EFEITO DA ENTEROTOXINA STa SEMIPURIFICADA NA DEPURA CAD DO CARBONO COLOTDAL

A atividade fagocitaria dos macrofagos pode ser medida pela ingestao de uma
substancia coloidal intravenosamente,

Assim sendo, com a finalidade de se estudar a possibilidade da enterotoxina
STa semipurificada intervir na fungao fagocitaria dos macrofagos foram feitos experi
mentos na presenga de 250 UT da mesma em diferentes intervalos de tempo: 15 minutos,
1 hora, 6 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas e 120 horas antes da inocula
¢ao do carbono coloidal.

Os resultados obtidos, mostram que 250 UT aumentam a velocidade de depura-
gao do carbono coleidal quando inoculadas 24, 48, 72 e 96 horas antes da administra-
gEo do mesmo (Figura 3).

Similarmente, ainda atraves da Figura 3, notamos que antes ou apos estes
tempos, nao houve interferencia significativa da toxina e que a aplicacao da mesma
48 horas antes correspondia ao pico da depuracao do carbono coloidal.

A analise do peso dos orgaocs, bago e figado, extraldos logo apds o término
do teste da depuracao do carbono coloidal, revelou uma esplenomegalia, nos animais
inoculados com a enterotoxina $Ta, mas, um peso normal do figado comparados com os
do grupo contrdle.

As observagoes da massa dos orgaos, indicam que o tempo de administracao da
toxina 48 horas antes do carbono coloidal correspondiam também ao pico da esplenomega
lia, nos animais inoculados com a enterotoxina STa (Figuras &4 e 3).

Concluimos, portanto, que a2 enterotoxina S$Ta semipurificada nao interferiu
na hipersensibilidade retardada ao DNFB mas teve a capacidade de alterar a atividade

fagocitaria dos macrofagos ao carbono coloidal.
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IV - EFEITO DA ENTERCTOXINA STa SEMIPURIFICADA AUTOCLAVADA E AQUECIDA ﬁéﬂDEPURAQKO

DO CARBONO COLOIDAL

Quando analisamos a agao da enterotoxina $Ta semipurificada, aplicada 48
horas antes do carbono coloidal (Tabela 10), observamos que os valores de K e a para
os animais inoculados com a enterotoxina normal, em comparagao ao grupo controle,
se apresentavam significativamente aumentados, demonstrando um estimulo na depuracao

do carbono celoidal,

Quando avaliamos a acao da enterotoxina STa semipurificada, autoclavada
(121°% - 30 minutos) ou aquecida a 100°¢ por 15 minutos, aplicadas 48 horas antes do
carbono coloidal, observamos que a enterotoxina quando somente aquecida, apresentou
valores de K e 0 tambem significativamente aumentados em relagao ao grupo controle
(Tabela 10), demonstrando que a atividade desta enterotoxina & realmente termo-esta
vel, suportando ate mesmo o aquecimento realizado. Por outro lado, quando autoclavada
(121% - 30 minutos) a atividade foi perdida, levando a valores de K e 0 comparaveis

aos observados para o grupe controle (Tabela 10),
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DISCUSSAO

Desde que Nowell (1960) demonstrou que a fitohemaglutinina (PHA) era capaz
de causar a proliferacao de linfGcitos humanos, uma grande variedade de mitdgenos,
tais como, concanavalina A (ConA), pokeed (PWM), agentes oxidantes (periodato, galac
toxidases), produtos bacterianos (LPS, enterotoxina B do estafilococo, estreptolisi
na 0}, poliaminas (dextran, tripsina, elastase, trombina), metais pesados (zinco,
mercurio), Ions de Ca++, etc, mostram exercer influencia sobre as celulas linf8ides
(0'Brien et al, 1978).

Alguns destes mitogenos estimulam populagoes selecionadas de linfdcitos, is
to &, certos mitogenos como a PHA, ConA, periodato e galactoxidase, estimulam linfoci
tos T (O'Brien et al, 1978). Outros compostos tais como o LPS bacteriano, PWM, levan
polissacaridico de pneumococotipo III, flagelina polimerizada e polianions, estimulam
linfocitos B (Watson, 1975). Estes linfocitos podem ainda serem induzidos a transfor-
magao por fatores mitogénicos ou blastogénicos liberados por células T estimuladas
por seus mitogenos especificos (0'Brienm et al, 1978).

A par do estimulo que ocorre nas celulas B e T por aczo dos mitdgenos, exis
tem outros mecanismos, alguns com a participaggo tambem dos macrofagos, atraves dos
quais linfocitos B e T sao deprimidos, geralmente com o envolvimento de células T
ditas supressoras (Pierce, 1979; Nelson, 1973).

Nestes mecanismos reguladores, indutores da ativacao ou da supressao de lin
focitos, parece existir a participagac de mediadores intracelulares de modo que um
sinal exterior, a nivel de membrana, possa ser transmitido para o interior da celula,
provocando alteragaes tais como, o aumento, do transporte de calcio, de aminoacidos,
de nucleotideos, de glicose, de sintese de DNA, divisao celular e maturagao, que em
resumo fazem parte do processo de transformacao de linfocitos, sejam eles B ou T
(Watson et al, 1973; Watson, 1975).

Ne que concerne a celula B, tem sido demonstrado que, por vezes, um unico
sinal @ o suficiente para que esta celula se diferencie em plasmocito e se torne uma
celula formadora de anticorpos. Em alguns casos tem—se demonstrado, objetivamente,
que este mediador intracelular esta representado pela participacao de nucleotidecs
ciclicos em especial o AMP-c e GMP-c {(Watson, 1975).

Conforme ja comentamos anteriormente, estes mesmos compostos sao os mediado
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res celulares envolvidos nos fenOmenos diarreicos, observados na colera e em infecgoes
entericas causadas por amostras de E. coli enterotoxigénicas. A maior concentracao de
AMP-c nas celulas intestinais decorrentes da acao das enterotoxinas, colerica e termo
labil (LT), ocasiona um aumento de liguido na luz de intestino delgado, ao passo que

o aumento de GMP~c esta envolvido na patogenia da diarreia causada pela enterotoxina
termoestavel do tipo ST de E. Eﬁli (Guerrant et al, 1974; Banwell et al, 1973; Sack,
1975; Hugles et al, 1978; Gianelia et al, 1979; Guerrant et al, 1980; Greenberg, 1982)f

Com relagao ao AMP-c e GMP-c tem~se admitido a semelhanca de uma teoria
Yin-Yang (Goldberg et al, 1974) que os mesmos possuem efeitos que podem ser considera
dos opostos, isto &, o que um deprime ou aumenta, o outro apresenta um efeito contra
rio. Assim sendo, a incubagac de neutrofilos com agentes que reconhecidamente promo-
vem o aumento de AMP-c intracelular (epinefrina, histamina, prostaglandinas El e EZ)
inibem a resposta leucotOxica destes neutrofilos. Por outro lado, quando o aumento e
de GMP-c, atraves da agEo de compostos como acetilcolina, LPS, etc, ocorre um aumento
cons iderdvel na atividade leucotoxica destes neutrofilos (Hill et al, 1975).

Outras experiéncias com nucleotideos ciclicos tem demonstrado que a adigao
de AMP-c, ou agentes que estimulam o seu aumento intracelularmente, inibem a indugao
da resposta imune primaria a HC por parte de linfocitos de camundongos (Watson et al,
1973; Watson, 1974).

Entretanto, nao seria o nivel absoluto de AMP-c intracelular que levaria a
uma diminuigao daquela resposta e sim a razao AMP-c/GMP-c (Rudland et al, 1974;
Watson, 1973).

Tem se verificado que todas as celulas em divisao parecem ter necessidade
de um nivel baixo da razao AMP~c/GMP-c (Watson, 1974; Rudland et al, 1974). Esta
razao pode ser alterada, aumentando-se diferentemente estes dois nucleotideos. Mitagg
nos de celulas B, podem alterar a razao aumentando-se somente o GMP-c, promovendo,
portanto, um decréscimo na razac AMP-c/GMP-c, iniciando-se uma resposta positiva. Se
ambos forem aumentados a resposta sera positiva somente se o aumento for maior para
o GMP-c levando a uma diminuigao na razao AMP-c/GMP-c (Watsom, 1975).

Ainda com relagao aos niveis destes nucleotideos, Chisari e col., (1974)

demonstraram que apesar da toxina colerica ativar a adenil-ciclase (Carpenter, 1971;
Pierce, 1971), aumentando consequentemente o nivel de AMP-c, o efeito da mesma na

resposta imune a HC dependia da dose a ser injetada e principalmente do tempo de
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administracac da toxina em relacac a inoculacdo de HC. Quando a toxina era adminis-
trada em doses nao superiores a 2 Lg por animal, simultaneamente com a HC, oberva-
-se um efeito adjuvante na resposta imune estudada pela técnica de PFC, Doses superio
res se mostraram toxicas e doses inferiores apresentavam um efeito inibidor no nime
ro de PFC, quando eram inoculadas 12 horas antes ou apos a HC. Quando no primeiro
caso se observou o efeito adjuvante, experimentos paralelos, conduzidos para corre
lacionar o efeito adjuvante com os niveis de AMP~c intracelular, demomstraram que
ocorria um aumento evidente deste nucleotideo, aumento este que perdurava entre 12
e 48 horas apos a inoculacac da toxina colérica. Em um sistema, dois niveis presumi
velmente diferentes de AMP-c estavam associados a efeitos opostos: estimulo em ni-
veis baixos e inibicao em niveis mais altos.

Qutros tipos de experimentos sobre a dualidade de efeitos de AMP—c demons-
traram que niveis fisioldbgicos deste nucleotideo promovem a sintese de DNA e ativida
de mitOtica, em suspensao de timocitos de ratos. Em contraposigao, concentragoes ele
vadas de AMP-c inibiram o crescimento celular (Mac Manus et al, 1969).

Tem sido confirmado atraves de inGmeros experimentos (Feldmann et al, 1979;
Mosier, 1967) que os macrofagos exercem influencia sobre os linfocitos B, Portanto,
foi observado, in vitro, que a proliferagao de linfGcitos & particularmente aumenta
da quando a relagao macrofages/linfocitos & pequena (Keller, 1975) e quando os macrd
fagos sao ativados, interagindo com células em replicagao numa proporcao 5:1 ou mais,
esta proliferagﬁo ¢ cessada, sendo esta citostase completamente reversivel dentro
de 16-24 horas (Keller, 1973, 1977). Deste modo, macrofagos nao ativados seriam ce-
lulas "helper" enquanto macrofagos ativados seriam supressores (Rinchart et al, 1979).
Macrofagos ativados, sao tidos como um dos principais fatores na regulacao da pro
ducao de anticorpos (Wiener and Bandieri, 1974).

Outros experimentos, relativos a artrite reumatoide (Goodwin, 1978) tem
demongtrado que a agﬁo supressora de macrofagos ativados pode ser devido a liberacao
de prostaglandinas por estas celulas, que agindo sobre os linfocitos B ocasionam um
aumento do nivel de AMP~c causando uma inibicao na RIH a HC.

Foi demonstrado, ainda, por Finazzi-Agro e col. (1980), que macrofagos em
tal estado de ativagao produzem peroxido de hidrogenio (H202), que sem alterar a via
bilidade celular de linfocitos B, em baixa concentragao, aumentam o GMP-c destas

celulas (Mittal et al, 1977; White et al, 1976) induzindo a um estimulo na sintese
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de imunoglobulinas em culturas de linfdcitos. Em concentragoes dez vezes maiores, o
f,0, produzido, tem um efeito inibitorio sobre a RIH (Mittal et al, 1977).

0 nivel dos nucleotideos ciclicos parece azinda ter uma grande importancia
no que diz respeito a fagocitose pelos macrofagos, pois tem sido observado, que a
agregacao de plaquetas estimula a fagocitose das particulas de carbono coloidal,
fenomeno este que sofre uma inibicao (Van Aken et al, 1970) a medida que aumenta o
AMP~-c extracelular (Born and Cross, 1963; Regoli and Clark, 1963) em contacto com

plaquetas.,

No que diz respeito ao nosso trabalho em particular, com a enterotoxina STa
de E. coli, encontramos uma seérie de alteragoes na resposta imune humoral a anticor-
pos detectaveis pela técnica de PFC direta e indireta e na depuragao do carbono coloi
dal,

Embora nao nos tenha sido possivel dosar o nivel de nucleotideos ciclicos
em culturas de celulas esplénicas de camundongos submetidos a agao da enterotoxina

$Ta, para entao analisarmos uma possivel correspondeéncia entre a agao desta na res-

posta imune, em decorréncia dos conhecimentos atuais sobre a agEo destes nucleoti-
deos em varios fendmenos imunoldgicos, alguns envolvendo a enterotoxina colérica,
nao podemos deixar de fazer com que & nossa discussao gire em torno desses mucleo-
tideos em virtude das implicacoes que o0s mesmos tem com o mecanismo de agao das ente

rotoxinas de E. coli.

Com base nos resultados do trabalho de Chisari et al (1974), citado ante-
riormente, poderiamos admitir que com a enterotoxina STa e sua respectiva capacida-
de de ativar a guanil-ciclase e consequente aumento de GMP-c intracelular, acon
teceriam fenOmenos opostos aos observados para o AMP-¢, de acordo com o postulado
pela teoria Yin-Yang (Goldberg et al, 1974) ja mencionada?

A primeira divida surgida & se a enterotoxina STa poderia realmente ativar
a guanil-ciclase de linfocitos, aumentando o GMP-c nestas célules. Até a pouco tempo,
postulava-se que a enterotoxina STa seria capaz de ativar apenas e unicamente a

guanil-ciclase presente nas celulas das vilosidades intestinais nzo interferindo nos

niveis de GMP-c das células do estomago, pancreas, pulmao, coracao, rim, e cortex

cerebral (Greemberg et al, 1982)., Experiencias recentes, contudo, demonstraram que
- -y - . . v e
celulas basofilas leucemicas de rato apresentavam um maior influxo de Ions de Ca

e um aumento na sintese de GMP-c quando em contato com a enterotoxina STa (Knoop et
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al, 1983), Foi também observado um aumento deste mesmo nucleotideo em culturas de
células CCL-6, Hela, L e Mn-1, apds a incubac3o com a enterotoxina STa (Inoue et al,
1983},

Nao encontramos na literatura nenhum dado negando uma possivel acao da ente
rotoxina STa, em linfocitos B e T, o que, com base nas observacoes acima, permitem
sugerir a possibilidade de que tais cglulas, em contato com a enterotoxina STa,
possam responder com um aumento do GMP-c e respectivas consequéncias em relacao a suas
fungoes especificas. Alias, corroborando com esta possibilidade, alguns dos nossos
achados se encaixaram perfeitamente, como resultados opostos que foram (teoria Yinm-
-Yang}, nos observados para a toxina colérica por Chisari et al (1974).

Em primeiro lugar, tomando como base os trabalhos de Alderete & Robertson
(1978), sobre a purificacao da enterotoxina $Ta, que calcularam, uma unidade toxica
(1 UT) de STa como equivalente a 0,85 ng de STa purificada, podemos extrapolar que
as 250 UT de STa (Tabela 1) semipurificada, utilizadas nesta pesquisa, correspondiam
aproximadamente a 0,212 ug de STa. Em se aceitando a nossa hipdtese, de um possIvel
efeito da STa em linfocitos B, obtidos a partir do bago de camundongos, podemos in-
ferir que a enterotoxina STa fol comparativamente menos eficiente que a colérica em
seus efeitos na resposta imune humoral, pois com esta foram obtidos efeitos estimu-
lantés na RIH a HC em niveis de 0,0} pug por animal.

Alias, a toxina colérica & considerada como mais ativa biologicamente que
a propria enterotoxina LT (Richards et al, 1978) que por sua vez parece ter pelo
menos um espectro bioldgico de agao mais ampla que a STa (Gyles, 1971; Evans et al,
1973},

0 intervalo entre o tempo de inoculacao da toxina STa e a HC, a seme lhanca
do que aconteceu nos experimentos realizados com a toxina colerica (Chisari et al,
1974), foi extremamente importante e se observarmos a tabela 2 iremos verificar que
a mesma fase preliminar onde a enterotoxina STa foi inoculada 15 minutos, 1 hora e
2 horas antes e, 15 minutos e 30 minutos depois da HC, apenas a inoculacgao de 250 UT,
15 minutos antes da HC foi capaz de causar uma alteragao na resposta humoral, que se
caracterizou por uma diminuigao em me&dia de 507 no nimero de PFC dos animais sacrifi-
cados 4 dias ap6s o inicio do experimento.

Embora nao saibamos o que acontece "in vivo", nos camundongos inoculados

intravenosamente com preparado semipurificado de STa, poder-se-ia considerar que a
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ativagao do GMP-c seria um processo mais complexo e talvez mais lento do que aquele
observado "in vitro" (Watson, 1975). Diante do exposto seria admissivel supor-se que
dentro deste intervalo de 15 minutos, decorridos entre a inoculacao da enterotoxina
8Ta e das HC, as celulas B ja tivessem em seu interior niveis baixos, mas significa-
tivos, de GMP-c, decorrentes da agao da enterotoxina. Deste modo, estes niveis bai-
xos de GMP-c seriam suficientes para causar uma supressao, resposta oposta a observa
da no casc da toxina colérica, em que niveis baixos de AMP-c estimularam a RIH
(Chisari et al, 1974),

Com relagao aos resultados de inoculagﬁo das HC, 1 e 2 horas (Tabela 2)
apos a administracao da enterotoxina STa, aparentemente nao houve interferéncia des-
ta na RIH a HC, O que talvez tenha ocorrido pode ser explicado pela razao AMP-c/GMP-c, |
que estaria nestes periodos de tempo possivelmente equilibrada nfo somente pelo
efeito da enterotoxina STa, causando ainda o aumento do GMP-c, como tambem pela agEo
dos macrofagos ativados por esta toxina que a esta altura ja estariam ocasionando

um aumento do AMP-c, como veremos adiante.

Este equilibrio, entre os nucleotideos ciclicos, possivelmente tenha sido
transitorio, pois quando a enterotoxina foi inoculada 48 horas antes da HC se obser-
vou novamente alteracoes na resposta imune humoral (Tabela 6). Portanto, nos parece
de primordial importancia as alteracoes que a enterotoxina STa ocasiona antes da
administracao da HC, por uma acao direta sobre os linfocitos B e/ou sobre os macro-
fagos.

Apesar dos resultados obtidos com a enterotoxina STa estarem de acorde com
os efeitos normalmente opostos observados para estes dois mediadores celulares (AMP-c
e GMP-c), a explicacao para a imunossupressac a HC observada, continua, a nosso ver,
diffcil, Porém, come ja mencionamos, o GMP-c pelo menos em culturas de células, &
instavel dando origem a metabdlitos tOxicos, tais como a guanosina, o que poderia
explicar a depressac observada atraves de um efeito tOxico (Watson, 1975). Confron-
tando esta possibilidade existem dois fatores:

1 - Experimentos sobre a variagao do nimero de celulas esplénicas e respectivas via-
bilidades celulares(Tabela 4) sugerem que a enterotoxina STa nao e citotoxica,

2 — Mesmo na resposta imume primaria a HC houve uma recuperacao traduzida em estImu-
lo da produgao nao so de IgM como também de IgC no sexto dia apds a inoculacao

de HC (Tabela 5).
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Estas alteragoes amplas na RIH primaria a HC, iniciadas por uma depressao
seguidas por uma facilitagao (Tabela 5) do mesmo tipo de resposta, sugerem um efeito
transitorio da enterotoxina STa sobre a RIH, Este fenomeno talvez pudesse explicar
a depressao momentanea da resposta imune por uma agao transitoria do GMP-c, enquan—
to o mesmo fosse mantido em niveis suficientes para interferir estimulando ou supri
mindo a resposta imune humoral.

Outra possibilidade para explicar a depressao poderia estar relacionada a
uma agac da STa sobre os linfocitos T, que possivelmente, com o envolvimento de ma~
crofagos, produziriam fatores supressores (Nelson, 1973). Uma outra alternativa para
explicar este fenomeno seria admitir-se que linfocitos T supressores, de algum modo,
estimulados pela enterotoxina STa, liberariam substancias do tipo SIRS (specific
immune response supressive factors) (Panayi, 1980), que poderiam atuar diretamente
nas células B.

Embora estas suposigoes sejam aparentemente validas, queremos lembrar que
seria por demais especulativo, admitir-se que células T supressoras seriam ativadas
pela STa, a semelhanca do que ocorre com celulas ditas Ts-ConA que sao estimuladas
especificamente pela ConA (Hubert et al, 1976). Alem do mais, e importante ressaltar
que nos experimentos realizados, para medir a resposta mediada por células, a entero
toxina STa foi incapaz de provocar qualquer alteragao neste tipo de resposta (Tabela
9.

Diante disto, a provavel exclusao dos linfocitos T, quer na depressao, quer
na facilitagao da RIH por agao da STa, deixa como alternativa, para explicar este
rapido e incomum "shift" na producac de IgM e IgG, apenas alguma possivel alteragao
que possa ter ocorrido no nivel de GMP-c e/ou AMP-c, que interfeririam na RIH a HC.

Ate o presente nao discutimos pormenorizadamente, a possibilidade de macro-
fagos interferirem direta ou indiretamente nos resultados por nos observados. Entre-
tanto, como ja vimos anteriormente, a modulacao da resposta imune implica sempre na
participagao ativa destas celulas, produzindo, por exemplo, 3202.

0 H,O

5055 quando em baixa concentragac, aumentaria o GMP-c dos linfocitos B,

levando a um estimulo na RIH. Por outro lado, o H202 em concentragoes maiores, seria
toxico, ocasionando um efeito inibitorio sobre a RIH (Mittal et al, 1977).

Os maerofagos ativados poderiam ter ainda um efeito sobre a RIH, devido a

liberagao de prostaglandinas por estas células a qual ocasiona o aumento de AMP-c¢ nos
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linfocitos B, podendo suprimir a RIH (Godwin, 1978).

De fato, os resultados por nos obtidos com relacao a depuracao do carbono
coloidal (Tabela 10) demonstraram que a enterotoxina STa & capaz de causar uma ativa
cao de macrofagos e possivelmente uma proliferacao destas células.

E evidente que estas alteragoes na atividade de macrofagos devem ter inter-
ferido nas reiagaes existentes entre estas celulas e linfocitos, ja apontados ante-
riormente. E, portanto, com base nesta interacao, macrofagos—linfdcitos, aléem da
possivel acao direta da enterotoxina STa sobre os linfdcitos B, igualmente 4 consi-
derada, que faremos agora com que nossa discussao se revista de uma visao global, no
que concerne a integragao destes parametros, conforme observado no diagrama 1, a sa-

ber: ativacao do GMP-c pela enterotoxina S$Ta e/ou o aumento, em linfGcitos B, do

GMP-c ou MMP-c, como decorréncia de macrofagos ativados pela mesma enterotoxina.

Diante disto, na analise da resposta imune primaria, quando a enterotoxina
STa fol incculada 15 minutos antes da HC, como mostra o Diagrama 2, os resultados
obtidos no quarto dia (Tabela 5) sugerem,diante do que foi exposto, que talvez ja
tenha havido um aumento do GMP-c por agﬁo da $Ta, porem, ainda, este se apresenta em
baixos niveis (Diagrama 2-a), levando a uma supressao da RIH., Qutra possibilidade &
gue durante o tempo transcorrido entre a inoculagao da enterotoxina STa e o dia do
teste, houve ativagao de macrofagos, levando a formacao de altas concentracoes de
H202 (Diagrama 2-b), que conforme apontado acima, ocasiona uma supressao da RIH, le-
vando a uma diminuicao dos niveis de IgM. Ainda, o aumento do AMP~c em linfocitos B,
decorrentes da ativagao de macrofagos (Diagrama 2~c), poderia explicar a supressao
da RIH primaria (Godwin, 1978).

A esta supressao da RIH primaria, no quarto dia, sucedeu-se um estimulo na
produgﬁo de IgM e IgG, observado no sexto dia apds a inoculagao da HC. Supondo-se
que a supressao tenha sido devido a liberacao de prostaglandina por parte de macro-
fagos, como esta atuagEo e reversivel (Keller, 1973, 1977), acreditamos que apos o
aumento do AMP~c no quarto dia, ele tenha voltado a niveis normais e quem comandaria
a ativagao dos linfOcitos B seria o nivel aumentado de GMP-c, ainda decorrente da

agac da enterotoxina S$Ta sobre estes linfocitos (Diagrama 2-d), ou, ainda, da baixa

concentracao de H (Diagrama 2-e), ja que atraves do teste de depuracao do carbono

0
272
coloidal (Figura 3) observamos que a ativacao dos macrofagos tambem e transitoria,

declinando gradualmente,
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Diagrama 2 - Possiveis macanismos de agzo da enterotoxina termo-estavel (§Ta) semipu
rificada, inoculada 15 minutos antes das hemacias de carneiro (HC), em

camundongos {(CBA x C 731/10)F1, na RIYH primaria.

5
49 dia
a- STa b~ 8Ta e~ sTa
A |
linfocitos B e/ou macrofagos e/ou macrofagos
! I
* GMP~c (baixa concen H202 (altas concen prostaglandinas
l! tracao) |1 tragaes) l
SUPRESSAQ SUPRESSAO linfocitos B
tAMP-c
|l
SUPRESSAO
69 dia ~ A agao da STa sobre os macrofagos (STa —> macrofagos ——> prostaglan-
dinas =~—> linfocitos B ——> AMP-c) & transitdoria, voltando ao normal o
nivel de AMP-c. Portanto, quem comandaria a reacao seria o nivel de GMP-c,
d- STa e~ ST?
linfocitos B e/ou macrofagos
tGMP-c (ja em niveis altos) H202 (baixa concentragao)
I !
ESTIMULO linfocitos B
*GMP-c
I
ESTIMULO
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Com relagao a inoculagao da STa, 48 horas antes das HC (Tabela 6) obtivemos
alguns resultados interessantes, que merecem uma discussao mais detalhada. Assim sen
do, de acordo com o Diagrama 3, quando a suspensao de HC foi inoculada, coincidiu
com ¢ pico de ativagao dos macrofagos (Figura 3) e, consequentemente, com o AMP-c
bastante elevado, sobrepondo-se provavelmente, ao do GMP-c (Diagrama 3-a), o que
acarretaria, portanto, no quarto dia, uma supressao da RIH (Tabela 5). Outra possibi
lidade (Diagrama 3-b) & que esta supressao tenha sido consequéncia da alta concentra
cao de 1,0, produzida pelos macrofagos ativados (Mittal et al, 1977).

Com relagac ao sexto dia, onde esta supressao ainda foi observada, a agao
dos macrofagos ativados sobre os linfocitos B ja deve ter cessado (Diagrama 3-c),
porem, o aumento de GMP-c induzido pela agao da enterotoxina STa, sobre os linfocitos
B, que também & transitdria (Watson, 1975), ja deve ter dimimnuido, levando, por con-
seguinte, a uma supressao da RIH por baixa concentracac de GMP-c (Diagrama 3-d).

Na RIH secundaria, quando a enterotoxina fol inoculada 15 minutos antes da
dose secundaria de HC, os resultados obtidos (Tabela 7), medidos 6 dias apos a esta
inoculagac, mostram que foi muito semelhante ao observado na RIH primaria em experi-
mentos realizados em identicas condicoes (Tabela 5).

Assim sendo, como se observa no Diagrama 4, conforme ja comentamos anteriqz
mente, a agao dos macrofagos ativados sobre o AMP-c, 3@ teria declinado consideravel

mente no sexto dia (Diagrama 4-a), por outro lado, o nivel de H produzido por es=-

2%
tes macrofagos deveria também estar suficientemente baixo, ocasionando um aumento do
GMP-c nos linfocitos B (Diagrama 4-c), em niveis compativeis com o estimulo observa-
do na RIH secundaria.

Concomitantemente, poderia ainda estar ocorrendo um aumente do GMP-c nos
linfocitos B por umaacao direta da enterotoxina STa (Diagrama 4-b), ocasionando, do
mesmo modo, um estimulo na RIH secundaria.

Deste modo, quando a enterotoxina foi aplicada 15 minutos antes da primeira
dose de HC (Tabela 7}, ainda de acordo com o Diagrama 4 podemos supor que no tempo

transcorrido entre a primeira e segunda dose de hemacia, até o dia do teste, houve

uma ativagao de macrofagos com aumento de AMP-c (Diagrama 4-d) e provavelmente uma

alta na producao de H202 (Diagrama 4=-e), levando a uma supressao da resposta imune.
Apos este perlodo de citostase transitoria, induzida por macrofagos ativados, a nossa

hipotese € de que se sucedeu um perTodo de concentracao maxima de GMP-c, induzido
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Diagrama 4 - Possiveis mecanismos de agao da enterotoxina termo-estivel (STa) semipu

69 dia-

rificada, incculada 15 minut
hemacia de carneiro (HC) em

daria.

15 minutos ante

os antes da dose primaria ou secundaria de

camundongos (CBA x € Bl/lO)Fl, na RIH secun

57

s da dose secundéria de HC

a- A agao da STa sobre os macrofagos (STa —> macrdfagos ——> prostaglandi-

69 dia-

na —> linfocitos B -——> AMP-c) ja deve ter cessado, voltando ao normal o

nivel de AMP-c, Portanto, quem

nivel de GMP-c.

STa

:

linfocitos B

!

4eMP-c (niveis altos)

I
ESTIMULO

e/ou

15 minutos antes

comandaria as alteragoes observadas seria o

c— STa
macrofagos

1,9,

(baixa concentragao)
linfocitos B
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pela acao da enterotoxina STa sobre os linfocitos e macrofagos, acarretando um esti
mulo da RIH a HC, com uma ativagao na sintese de c€lulas de memoria a HC (Diagrama
4-f). Portanto, quando os linfocitos entraram novamente em contaclo em este antigeno,
por ocasiao da dose de reforgo, o mimerc de células de memoria, nestes animais, era
maior que o dos animais contrdles, levando a um aumento no nivel de IgM e IgG, medi-
dos respectivamente pelas provas de PFC, direta e indireta.

Quando a enterotoxina STa foi inoculada 48 horas antes da primeira dose de
HC (Tabela 8) as hemacia entraram em contacto com os macrofagos no pico de ativacgao
destes (Figura 3),.

Que fenGmenos podem ter ocorrido apds este periodo durante o tempo trans—

corrido entre a primeira inoculagao das HC e o sexto dia apos a segunda inoculagao
deste antigeno, quando foi feita a reacao de PFC?

A nossa suposicao, como mostramos no Diagrama 5, & de que, por parte dos
macrofagos, nac somente uma maior sintese de prostaglandinas como tambem a de 5202

deve ter ocorrido. As primeiras, aumentariam o AMP-c de linfocitos B, o que provoca-

ria uma inibigac na RIH (Diagrama 5-a). Ao passo que o H (Diagrama 5-b), como ja

0
22
vimos anteriormente, em altas concentraQGes, apresentariam um efeito supressivo para
a RIH,

Posteriormente os niveis de prostaglandina e de H cairiam, ocasionando,

202
como efeito residual do baixo nivel de H202 (Diagrama 5~d) um aumente do GMP-c nos
linfocitos B, resultando numa facilitagao da RIH (Mittal et al, 1977). Esta mesma
facilitagao da RIH poderia ter ocorrido por uma influ@ncia de um alto nivel de GMP-c
induzido diretamente pela enterotoxina STa sobre os linfocitos B {Diagrama 5-c).
Esta facilitagao da RIH levaria a uma ativagao na sintese de células de memoria oca-
sionando, consequentemente, apos a exposigﬁo a segunda dose de HC, estimulo na RIH
secundaria, observado no sexto dia apos a dose desencadeante,

No que se refere a administragao da enterotoxina STa 48 horas antes da dose
secundaria de HC, os nossos resultados se assemelham aos observados na RIH primaria,

quando da administragﬁo da referida toxina, 48 horas antes da dose Unica de HC (Tabg

la 6). Portanto, o que observamos nesta resposta secundaria, foi uma depressao, quan

do o teste de PFC foi realizado seis dias apos a administracao da dose desencadeante.
Neste tempo, Diagrama 5, a acao dos macrofagos sobre os niveis de PFC ja deve ter

cessado (Diagrama 5-e) e tambem o nivel de GMP-c, por influencia direta da enteroto-
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Diagrama 5 - Possiveis mecanismos de acao da enterotoxina termo-estavel (STa), semi-
purificada, inoculada 48 horas antes da dose primaria ou secundaria de

hemacia de carneiro (HC) em camundongos (CBA x C Bl/lO)Fl, na RIH secun

57
daria,

69 dia- 48 horas antes da dose primaria
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xina STa sobre os linfocitos B, ja deve ter declinado a um nivel baixo (Diagrama 5-f),
levando a uma depressao da RIH.

As nossas suposicoes no que diz respeito a admitirmos que a agzo dos macro-
fagos no nivel de AMP-c cessa mais rapidamente em relagEG ao nivel de GMP-¢ (quer
por acao destes mesmos macrofagos ativados ou por uma acao direta da enterotoxina S$Ta
sobre os linfocitos B) & pelo fato de se ter conhecimento que as manifestacoes da
citostase ocasionada por macrofagos ativados & completamente reversivel dentro de
16-24 horas, in vitro (Keller, 1980), enquanto que o maximo de estimulo em culturas
de celulas apas a,adigao de GMP-c & dentro de 24~48 horas (Watson, 1975).

Portanto, concluimos, que possivelmente, a RIE a HC, na presenca da entero-
toxina STa, pode ser influenciada diretamente por esta enterotoxina ou indiretamente
através da ativacao de macrofagos.

Para verificar se a inoculacao da enterotoxina STa em camundongos provocava
alguma alteracao na atividade fagocitaria de macrofagos, utilizamos o teste de depu-
racao do carbono coloidal, (Stiffel et al, 1970). Neste teste a suspensao de carbono
coloidal, injetada intravenosamente & incapaz de atravessar as paredes dos vasos san
guineos (Benacerraff et al, 1957; Biozzi and Stiffel, 1963), sendo entao as particu-
las coloidais, fagocitadas somente pelos macrofagos circulantes sem a intervengao de
fatores humorais (Blozzi et al, 1963a).

Em nossos experimentos, verificamos que a inoculacao da enterotoxina STa
semipurificada, causou um estimulo na depuragac do carbono coloidal. Este estimulo
na depuragao do carbono coloidal pode ter sido devido a uma agao da enterotoxina S§Ta,
na proliferagao de macrofagos, ja que se tem observade que a ativacao de macrofagos
esta associada a proliferacao aumentada mo numero destas células localizadas no
bago (Stuart, 1963; Biozzi et al, 1963b) sendo este fenomeno acompanhado de sintese
de DNA (Kelly et al, 1962). Embora nao tenhamos realizado contagem de macrofagos no
baco dos animais inoculados com a enterotoxina STa, @ importante lembrarmos, que
houve uma esplenomegalia significativa destes animais em relacac aos animais contr§
les (Tabela 4).

Uma outra hipotese seria, como mostra o Diagrama 6, que o GMP-¢ aumentado
por efeito da enterctoxina STa, de acordo com a teoria Yin-Yang, teria um efeito
contrario ao do AMP-c, estimulando a agregagao de plaquetas e por conseguinte, aumen

tando a depuragao de carbono coloidal. Para esta hipotese, embora elegante, teriamos
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que admitir, entretanto, que somente o GMP~c localizade intracelularmente, nos lin-
focitos ativados, extravasaria para o espaco extracelular, a fim de entrar em contac
to com as plaquetas, baseado no trabalho de Van Aken et al (1970), citado anterior-—
mente,

Todos os experimentos levados a efeito com a enterotoxina STa semipurifica
da, autoclavada, demonstraram que o desaparecimento da atividade bioldgica da mesma
ap0s este tratamento corria em paralelo com a incapacidade da enterotoxina causar
qualquer influencia na resposta imune primaria e secundaria a HC (Tabelas 5,6,7,8).
Fenomeno identico foi observado nos experimentos relativos a depuracao do carbono
coloidal {(Tabela 10).

A enterotoxina STa nao interferiu na hipersemsibilidade tardia ao DNFB, su

gerindo que as células T nao sofrem influéncia desta enterotoxina (Tzbela 9).

Por nao ter sido possivel avaliarmos os niveis de prostaglandina, H202,
AMP-c, GMP-c, nas diferentes etapas de nossos experimentos, nao podemos assegurar
qual seria realmente a razao das alteragoes observadas. Mas tambem & preciso lembrar
que muitos fenomenos imunologicos relacionados ao aumento de GMP~c e AMP-c tem sido
alvo de relatos conflitantes, provavelmente devidos a diferentes efeitos sobre dife
rentes tipos de celulas (0'Brien et al, 1978),

De qualguer modo, embora reconhecendo os nossos dados como preliminares,
eles sao sugestivos de que realmente ocorre um efeito da enterotoxina STa na RI e &
importante que estes estudos tenham contipnuidade com preparados mais purificados de
STa. Fm nossa opiniao a ac@ao da enterotoxina STa semipurificada na RI foi relevante,
fato a ser considerado em termos de atividade biologica desta enterotoxina, que até
0 presente somente se restringia a capacidade de dilatar algas ligadas, experimen-—
talmente, de animais sensiveis (Gyles et al, 1967); Smith et al, 1967; Gyles et al,
1971) ao teste do CRN (Dean et al, 1973) e, mails recentemente, a um maior influxo de
calecio e aumento de GMP-c em células basofilas leucemicas de rato (Knoop et al, 1983)
e em outros cultivos celulares (Inoue et al, 1983),

Por outro lado, como decorrencia de nossas observagges, achamos gue a ente-

rotoxina STa poderia se constituir em um importante material para estudos de fenome-

nos imunologicos, a semelhanca do que se tem feito em relacao a toxina colérica.
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RESUMO E CONCLUSOES

A enterotoxina termoestavel (STa) de Escherichia coli, extraida de uma amos

tra de origem humana (sorogrupo 0128), semipurificada de acordo com Ricci et al

(1982), foi estudada quanto a sua capacidade de interferir na Resposta Imune Humoral

(RIH), Resposta Imune Mediada por Celulas (RIC) e na capacidade fagocitaria dos ma-

crofagos, de camundongos (CBA x C

57Bi/10)F1.

Para analise de nossos resultados nos baseamos nos seguintes resultados e

hipoteses:

1 - A enterotoxina STa ativa a guanil-ciclase levando a um aumento no nivel de GMP-c

nos linfocitos B (Field et al, 1978; Hugles et al, 1978; Guerrant et al, 1980).
Quando o estimulo fosse suficiente para causar apenas um ligeiro aumento de GMP-c,
ocorreria uma supressao na RIH, ao passo que, quandc o estimulo resultasse em
altos niveis de GMP-c levaria a uma ativagac na RIH, de acordo com a teoria Yin-

-Yang (Goldberg et al, 1973) e baseado no trabalho de Chisari et al (1974).

A enterotoxina STa agiria sobre os macrofagos do sistema imune dos animais imuni
zados, Os macrofagos em tal estado de ativacao produzem H202 (Finazzi=-Agro et al,
1980), que em baixa concentragac aumentam o GMP-~c dos linfocitos B (Mittal et al,
1977 ; White et al, 1976), levando a um estimulo ma RIH, aoc passo que o E,0, em
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concentragoes muito maiores tem um efeito inibitorio sobre a mesma (Mittal et al,

1977).

Os macrofagos ativados pela enterotoxina STa poderiam ter ainda um efeito sobre
a RiH, devido a liberacao de prostaglandina por estas células, que ocasionaria
um aumento de AMP-c¢ nos linfocitos B (Godwin, 1978) levando a uma supressao da

RIH.

A agregacao de plaquetas estimula a fagocitose das particulas de carbono coloi-

dal (Van Aken et al, 1968), fenOmeno este que sofre uma inibigao a medida que
aumenta o AMP-c extracelular (Born and Cross, 1963; Begoli and Clark, 1963) em

contacto com as plaquetas. Levando~se em consideracao a teoria Yin-Yang (o AMP-c
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e (MP-c teriam efeitos contr%rios), a agZo da enterotoxina 5Tz sobre os linfocitos
B provocaria um aumento do GMP-c nestas células que extravasando para o exterior das
mesmas levaria a um maior estimulo na agregagao de plaquetas, aumentando, portanto,

a fagocitose das particulas de carbone coloidal pelos macrofagos.

Portanto, com base nestes dados e hipoteses, os nossos resultados foram

asgim interpretados:

I - Resposta Imune Humoral Primaria - $Ta 15 minutos antes da HC

No quarto dia apos a imunizagao com HC, houve uma supressao da RIH que pode

ria ser devido:

a - a acao da STa, sobre os linfGecitos B levando a um estimulo, ainda baixo, no ni-

vel de GMP-c e/ou

b - a enterotoxina STa agiria sobre os macrofagos levando a uma alta producao de

H202 que ocasionaria a supressao da RIH e/ou

c ~ a enterotoxina STa agiria sobre os macrofagos levando a sintese de prostaglandi-
na, a qual agiria sobre os linfocitos B levando a um aumento no nivel de AMP-c,

ocasionando a supressao da RIH.

No sexto dia ap0s a imunizacao dos animais com a HC, houve um estimulo na
RIH, o qual poderiamos explicar, por acreditarmos que neste tempo a agﬁc da STa so—
bre os macrofagos, que & transitoria, ja deve ter cessado em relagaoc a producac de
prostaglandina, e, por outro lado, o nivel de AMP-c ja deve ter voltado ao seu nor-

mal. Portanto, quem comandaria as alteracoes na RIH seria o GMP-c:

a - seja por agao direta da STa sobre os linfocitos B levando a um aumento, com altos

- « - * .
niveis deste nucleotideo, que ocasionaria um estimulo na RIH e/ou

b - a enterotoxina STa estaria agindo sobre os macrofagos os quais estariam liberan
do HZOZ’ porém, ja em baixo nivel, o que induziria a liberagao de GMP-c pelos

linfocitos B, levando a um estimulo na RIH.

55



IT - Resposta Imune Humoral Primdria - S$Ta 48 horas antes da HC

No quarto dia apds a inoculagzo da HC houve uma supressao na RIH, sugerindo:

a - quando a HC foi inoculada, coincidiu com o pico de ativagao dos macrofagos e con—

sequentemente com o AMP~c bastante elevado sobrepondo-se provavelmente ao do GMP-c.

b - a enterotoxina STa agiria sobre os macrofagos o qual liberaria H202 em grandes

quantidades levande a uma supressao da RIH.

No sexto dia apos a inoculagao da HC a supressao da RIH continuou, levando-

-nos a admitir que:

a - a acao da enterotoxina STa sobre os macrofagos ja deva ter cessadc.

b - portanto, quem comandaria as alteragoes na RIH seria, a acao da STa diretamente
sobre os linfocitos B, com aumento do MP-c, que tambem ja deve estar em baixo

nivel, levando a uma supressao na RIH.

III - Resposta Imune Humoral Secundaria - (RIHS)
A = 15 minutos antes da dose secundaria de HC,

No sexto dia apds a dose desencadeante de HC houve um estimuloc na RIES, su~

gerindo, com base nos dados ja apontados, as seguintes hipOteses:

a - a agao da enterotoxina STa sobre os macrofages, levando a producao de prostaglan
dina ja deve ter cessado, voltando o AMP-¢ a niveis normais. Portanto, quem coman
daria as alteracgoes ocorridas na RIHS seriam os niveis de GMP-c, que poderiam
estar alterados por:

1 - a enterotoxina STa agiria sobre os linfocitos B levando a um aumento do

GMP-c em altos niveis, o que ocasionaria um estimulo na RIHS e/ou

2 - a enterotoxina STa agiria sobre os macrofagos levando a producao de

HZOZ’ em baixos niveis, que agindo sobre os linfGcitos B aumentaria o
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nivel de GMP-c, ocasionande um estimulo na RIHS,
B - STa 15 minutos antes da dose primaria de HC.

No tempo transcorrido entre a primeira e a segunda dose de HC deve ter havi
do uma ativacao de macrofagos com aumento de AMP-c e provavelmente uma alta producao
de Hz 99 levando a uma supressac da regposta imune.

Apds este periodo de citostase transitdria, induzido por macréfagos ativa-—
dos, a nossa hipotese € de que se sucedeu um periodo de concentracao maxima de GMP-c¢

induzido por:

a - a agao da STa diretamente sobre os linfocitos B, produzindo um aumento mo nivel

de GMP-c e/ou

b - a STa estariaagindo sobre os macrofagos, nesta fase, produzindo baixos niveis de
H202, o que levaria a liberagao de GMP-c¢ pelos linfocitos B.

O aumento de GMP-c levaria a uma ativagao na resposta imune, acompanhada de
estimulo na sintese de células de memoria a HC. Portanto, quando os linfbcitos entra
ram novamente em contato com este antigeno, por ocasiac da dose de reforgo, o numero
de células de memdria, nesses animais, era maior que nos controles, ocasionando um

estimulo na RIHS, quando avaliada 6 dias apds a dose desencadeante.
IV - Resposta Imune Humoral Secundaria (RIHS)

A - STa 48 horas antes da dose primaria de HC.

Neste intervalo de tempo, quando a HC foi inoculada pela primeira vez, ela
entrou no pico de ativacao dos macrofagos, portanto, deveria estar ocorrendo um espi
mule na sintese de AMP-c pelos linfocitos B com a liberacao de prostaglandina e altas
concentracoes de H,0, por estes macrofagos ativados, os quais provocariam uma inibi-
¢ao na resposta imune. Posteriormente, os niveis destas substancias cairiam e teria-

mos uma facilitacao na resposta imune por:
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a - efeito residual pelo baixo nivel de H aumentando o GMP~c dos 1linfocitos B

272

e/ou

b - agao da enterotoxina S$Ta diretamente sobre os linfdcitos B, levande a um aumento

no nivel de GMP-c,

Esta facilitagao da resposta imune ocasionaria uma ativacao na sTntese de
celulas de memdria, produzindo, consequentemente, apos a exposicao a segunda dose de

HC, um estimulo na RIH secundaria, observado no sexto dia apos a dose desencadeante.

B - STa 48 horas antes da dose secundaria de HC.

No sexto dia apos a dose desencadeante, a agcac da STa sobre os macrofagos
ja deve ter cessado e quem comandaria as alteragOes observadas na RIHS seria a acao
direta da enterotoxina STa sobre os linfocitos B, levando a um aumento de GMP-c, que,
porem, tambem ja deve estar em baixos niveis, ocasionando, deste modo, uma depressao

na RIHS.

V - Depuragao do carbono coloidal.

Houve uma ativacao na fagocitose do carbono coloidal pelos macrofagos, na

presen¢a da enterotoxina STa, 0 que sugere:

a - a STa agindo sobre os linfocitos B, aumentariam o nivel de GMP-c, o qual extrava
saria destas células, ativande a agregagao de plaquetas o gque levaria a uma ati-

vagao na fagocitose do carbono coloidal.

VI - Resposta Celular - Hipersensibilidade Tardia (DTH) ao Dinitrofluorbenzenc (DNFB).

No que diz respeito a respesta celular, nao encontramos nenhum efeito aparen

te, quando esta fol analisada em camundongos (CBA x C Bl/lO)Fl, inoculados com a en
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terotoxina STa semipurificada, levando-nos a excluir a possibilidade de linfdcitos T

estarem influindo nas alteragoes observadas em nossos experimentos.
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VII - As experiencias realizadas com a enterotoxina STa semipurificada, autoclavada,
a qual perdeu sua atividade tOxica em virtude deste tratamento, conforme compro
vamos em resultados do teste do CRN, nao apresentou nenhuma alteragac na respos
ta imune dos camundongos inoculados com a toxina inativa, apresentando resulta
dos semelhantes aos dos animais controles normais utilizados em cada experimen

to, que foram inoculados apenas com meio de CAYE,
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