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REVISAO

A IMUNIDADE NA FEBRE TIFOIDE.
1. ANT{GENOS E RESPOSTA IMUNE NAS SALMONELOSES
SISTEMICAS

ARLETE MOREIRA MILHOMEM ¥
ITALO SUASSUNA™™

Os resultados dos trabalhos acumulados a partir do inicio do século permitem
concluir que, apesar de numerosos progressos e estudos dos pontos de vista quimico,
imunoqguimico, genético e biologico, ofs) antigenofs) responsdvel(is) pela imunidade nas
salmoneloses sistemicas ainda ndo estdf o) definidofs).

As mais diversas preparacoes tém sido propostas como possivels Imunogenos,
bem como uma ampla variedade de modelos experimentais e de metodos de avaliagao da
resposta imune. Em relacdo ao primeiro aspecto, sendo a Salmonella typhi, em condi¢oes
naturais, um patogeno exclusivo do homem, os resultados obtidos em animais de labora-
torio freqiientemente ndo se correlacionaram com os obtidos em seres humanos.

Salienta-se que a pesquisa da resposta imune tem sido limitada na maoria das ve-
zes a avaliacdo do titulo de aglutininas para os antigenos O, H e Vi; ou a testes de pro-
tecdo passiva ou ativa em camundongos.

A imunidade celular tem sido definida, principalmente por testes cutaneos, com
preparacoes de natureza protéica, de composicdo varidvel e estrutura quimica mal-defini-
da.

Todos os dados revistos levam a conclusdo de que até o presente, ignora-se o, ou
0s mecanismos de imunoprotecdo nas salmoneloses sistémicas.

Até o presente, a antigeno ou antigenos implicados na prote¢do oferecida por
vacinas antitifoidicas é objeto de discussées (Milhomem & Suassuna, 1982).

Alguns destes antigenos foram reconhecidos desde o inicio do século, e suas lo-
calizagBes na parede celular, suas propriedades soroldgicas, seus efeitos biologicos e impli-
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cagOes clinicas intensamente investigados. Mais recentemente, suas estruturas quimicas,
a biossintese e os determinantes genéticos tém sido objeto de intensa pesquisa,

O papel dos componentes antigénicos destes microrganismos, na viruléncia e na
imunidade para salmoneloses sistémicas serd a seguir sumariamente discutido.

Antigeno H

O antigeno H teve sua participa¢do enfaticamente negada por Arkwright (1927),
quando baseado em testes de prote¢do ativa em cobaios, demonstrou que vacinas prepara-
das a %artir de amostras lisas davam igual prote¢do quer tivessem sido aquecidas a 100°C
ou 530C. Estes resultados foram confirmados por Schutze (1930) em camundongos e o
ponto de vista de Arkwright (1927) foi reconhecido pela maioria dos investigadores

(Apud Raffel, 1953).

No primeiro ensaio de campo controlado, o achado laboratorial que mais se rela-
cionou com a efetividade das vacinas no homem foi a produc¢ido em coelhos de aglutini-
nas anti-H (Edsall et al, 1959). Esses autores sugeriram que, ao antigeno H, nio havia si-
do dada a devida importiancia como possivel fator de prote¢do. Esta observagio levou al-
guns investigadores a reexaminarem a influéncia do antigeno nos mecanismos patogénicos

da febre titdide.

Em publica¢Ges posteriores, Tully & Gaines (1961) relataram que a perda do an-
tigeno flagelar em amostras lisas de S. typhi ndo se associava a uma diminui¢do da viru-
léncia para camundongos. Os mesmos investigadores (Tully, Gaines & Tigertt, 1963 ) repe-
tiram as experiéncias em chimpanzés e reafirmaram ndo terem encontrado evidéncia de
que o antigeno fosse importante quanto & viruléncia ou a prote¢do em infecg¢Ses experi-
mentais nesses animais. No mesmo ano Biozzi et al (1963) também negaram qualquer
acdo protetora do antigeno quando observaram que, em camundongos, anticorpos anti-H
ndo apresentavam atividade opsonizante.

Posteriormente Benenson (1964) a Hejfec et al (1966} publicaram que nos resul-
tados de pesquisas de aglutininas no soro dos individuos, particularmente em ensaios de
campo. de maneira semelhante aos resultados de Edsall et al (1959), observava-se que a
imunogenicidade deste antigeno parecia ser um atributo das vacinas de melhor correlacdo
com a protecdo obtida no homem. Para Benenson (1964), no entanto, as evidéncias apre-
sentadas por alguns investigadores anteriormente citados, bem como a frequéncia de reci-
divas de febre tiféide em individuos com elevado titulo de aglutininas anti-H, faziam com
que uma relagdo entre atividade imunizante destas vacinas e titulo de aglutininas anti-H,

fosse altamente improvdvel.

A presenca deste antigeno nas vacinas antitifoidicas cujas evidencias de uma
acdo proterora eram muito poucas, trazia contudo problemas de diagndstico sorologico da
febre tiféide como salientado por Anderson & Gunnel (1964). Com base nestas observa-
cHes oS mesmos autores sugeriram que as vacinas antitifoidicas fossem preparadas a partir
de uma mutante de amostra Ty2 nio flagelada ¢ denominada de TNMI.

Com esta amostra (TNMI) e a mesma metodologia empregada no preparo da va-
cina K, foi produzida uma vacina cuja ac¢do foi avaliada em ensaio de campo controlado,
realizado no Egito. Os resultados deste ensaio, publicados por Wahdan et al (1975), de-
monstraram que a vacina, teoricamente idéntica, exceto pela falta de antigeno H, a vacina
K utilizada nos outros ensaios, nao ofereceu protecqo. O fato observado foi atribuido a
outras propriedades imunogénicas que nio a sintese do antigeno H, ausentes na mutante

TNMI.

Para Edwards et al (1974) ou as aglutininas anti-H teriam um papel significante
na prote¢do ou fatores do soro ainda nfo identificados estariam envolvidos. Beumer
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(1974), no entanto, sugeriu que a protecdo para o homem seria dada por anticorpos para
um ou mais antigenos bacterianos, preservados nas mesmas condi¢des que o antigeno H.

Antigeno Vi

Um outro componente da superficie encontrado em algumas bactérias, cujo pa-
pel na viruléncia e imunidade continua em discussdo é o antigeno Vi. Este antigeno foi
descoberto por Felix & Pitt (1934 a,b) os quais tentaram correlacionar a viruléncia de S.

typhi, para camundongos com a presen¢a e a quantidade deste antigeno na amostra
(1951).

Uma andlise dos resultados destes investigadores sobre a importiancia do antigeno
na viruléncia de S. fyphi para camundongos e seres humanos, bemm como de outros cujos
resultados confirmaram ou negaram este papel, foi feita por Spaun (1957). Segundo este,
as experiéncias até entdo realizadas ndo justificariam a conclusido de que a patogenicidade
dos microrganismos fosse independente da sintese do antigeno Vi desde que amostras de
bacilos titicos de elevada patogenicidade, e sem este antigeno, ndo foram descritas.

Posteriormente o papel do antigeno Vi na viruléncia foi reexaminado por alguns
investigadores, que utlizando, como modelo animal, camundengos (Tully & Gaines, 1961)
ou chimpanzés (Tully, Gaines & Tigertt, 1962), além do homem (Hornick et al, 1970),

encontraram evidéncias sugestivas de sua participa¢@o na viruléncia,

Este antigeno foi considerado uma substincia extremamente ldbil a acdo do ca-
lor e de vdrios agentes quimicos (Felix, 1951; Felix & Pitt, 1934b) o que levou a modifi-
cacBes nos métodos de preparo das vacinas antitifoidicas..

A termolabilidade deste antigeno, principal objecdo ao emprego de vacinas aqueci-
das, foi contestada desde os estudos iniciais de Felix. Assim é que jd Smith (1938) de-
monstrou ser este antigeno resistente ndo s a fervura como a autoclava¢do, bem como re-
latou a obtencio, em coelhos, de anticorpos anti Vi com extratos aquecidos. Os resulta-
dos deste investigador foram confirmados posteriormente (Carlinfanti 1946; Webster,
Landy & Freeman, 1952), e o proprio Felix {(1952) admitiu ser este antigeno liberado da
célula por aquecimento. Células previamente aquecidas ¢ lavadas liberaram a mesma
quantidade de antigeno Vi gquando reaquecidas (Stuart, 1956). As experiéncias de Pe-
luffo (1941) demonstraram que, com células bacterianas previamente liofilizadas, as carac-
teristicas imunologicas do antigeno Vi foram mantidas, mesmo apos um aquecimento a
1509C por uma hora.

O primeiro investigador a relatar uma separa¢do do antigeno Vi de outros com-
ponentes bacterianos, como o antigeno 0, foi Ashida (1949). Este investigador purificou o
antigeno, a partir de extratos alcalinos de uma preparac¢io tipo Boivin, por precipitagdo
acida.

Logo apés Webster, Landy & Freeman (1952) introduziram novo método de pu-
rificacdo baseado no fracionamento da extratos bacterianos por etanol em presenga de
elevada concentracdo de cloreto de sédio (35%). Para a remogdo de contaminantes somad-
ticos ainda presentes, estes investigadores utilizaram hidrdlise por dcido acético a quente.
Posteriormente, dois outros métodos foram descritos, nos quais ndo estiveram envolvidos
o uso de dlcali, dcido ou aguecimento. O primeiro destes métodos descritos por Baker et
al (1959), consistiu no fracionamento de extratos bacterianos por solventes organicos
(acetona, etanol) e detergente (Brometo de N-acetil-V, N-trimetil amonio, “Cetavion”). O
segundo metodo utilizou fracionamento por etanol, eletroforese e hidrélise enzimdtica
(Jarvis, Mesenko & Kyle, 1960). Um outro método foi descrito por Wong & Feeley
(1972) e consistiu em hidrdlise enzimdtica ¢ fracionamento com etanol e detergente

(“‘Cetavlon™).



456 AM. MILHOMEM & . SUASSUNA

As propriedades fisico-quimicas e imunoldgicas de antigenos purificados, a par-
tir de amostras de . typhi e Citrobacter freundii (amostra 5396/38) diferiram ligeiramen-
te entre si (Baker et al, 1959; Webster et al, 1954).

De acordo com Edwards & Ewing (1972) através de imunoeletroforese foi verifi-
cado que o antigeno Vi de S. typhi consistia de 6 fra¢Ges, das quais 2 eram termoldbeis e
4 termoestdveis, enquanto que o antigeno Vi de Citrobacter continha as duas frag¢Ges ter-
moldbeis e duas termoestdveis. J4 em S. paratyphi C este antigeno tinha um comportamen-
to semelhante ao de proteinas, ou seja as duas fragGes termolabeis de S, typhi e Citrobac-
ter. Para estes e outros investigadores (Levin et al, 1975) ndo hd na literatura evidéncias
conclusivas sobre uma identidade imunoldgica efou quimica entre preparac¢des obtidas de
diferentes amostras.

Estudos fisico-quimicos definiram o antigeno como um polimero de dcido-N-
acetil-galactosaminurdnico e, quando derivado de Citrobacter, continha grupos O-acetil.
Estes grupos foram removidos em prepra¢des submetidas 4 hidrélise dcida (Webster, Lan-
dy & Freeman, 1952) ou hidrolise alcalina (Jarvis et al, 1967).

Uma comparacdo entre preparagdes obtidas pelo método de Webster, Lan-
dy & Freeman (1952) e o de Jarvis, Mesenko & Kyle (1960), levou Landy et al (1963) a
concluirem que a hidrolise dcida despolimerizava parcialmente o antigeno, levando a mo-
dificagGes fisico-quimicas e imunoldgicas. Para camundongos o poder imunogénico € pro-
tetor do antigeno contendo grupos O-acetil foi cerca de quarenta vezes maior que o obti-
do com as preparacGes de Webster, Landy & Freeman (1952). Posteriormente Martin, Jar-
vis & Milner (1967) estudando o efeito da despolimerizacdo da molécula, por tratamento
sdnico, em relacdo as suas propriedades fisico-quimicas e imunolégicas, concluiram que,
quanto ao Ultimo aspecto, as razOes das diferengas encontradas por Landy et al (1963)
no puderam ser determinadas.

A importancia de anticorpos anti-Vi para prote¢do de camundongos tem sido de-
fendida por alguns investigadores (Gaines, Currie & Tully, 1960, 1965; Landy, 1953;
Wong & Feeley. 1972; Wong et al, 1974) e negada por outros (Diena et al, 1973, 1975,
1977; Standfast, 1960).

De acordo com Wong et al (1974), a influéncia deste antigeno nos mecanismos
celulares de defesa ndo foi investigada. Para Collins (1974), um dos defensores deste me-
canismo na imunidade, os resultados favordveis obtidos em camundongos foram mais in-

fluenciados pelas vias de inoculagio.

No que diz respeito d protegdo humana, os resultados de ensaios de campo com
vacinas inativadas com etanol foram insatisfatérios, bem como a imunizagio de volunta-
rios humanos com antigeno Vi purificado (Hornick et al, 1970). Os resultados insatisfa-
térios nos voluntdrios foram atribuidos ao método de purificacdo do antigeno utilizado
(Webster, Landy & Freeman, 1952), uma vez que prepara¢des obtidas a partir de 3. typhi
pelo método de Wong & Feeley (1972) foram muito mais efetivas para camundongos

(Wong et al, 1974).

A influéncia do antigeno O nos resultados obtidos para o antigeno Vi, foi aceita
como uma possibilidade, ndo s6 em camundongos (Archer & Whitby, 1957; Spaun,
1957), como em outros modelos experimentais. Em experiéncias de prote¢3o passiva, em
ovos embrionados, Grabar & Le Minor (1951) concluiram que soro de animais (coelhos)
contendo anticorpos anti-0 ou anti-Vi de Citrobacter ndo protegia ante o desatio por 3.
typhi. De acordo com Carter & Collins (1977) embora anticorpos para os antigenos 0 e Vi
possam ter um papel na inativacdo inicial do germe, este é de pouca importdncia uma vez
que, em experiéncias onde a via peritoneal foi empregada para imunizagZo e desafio, 0s re-
sultados favordveis observados foram decorrentes de fatores inespecificos.
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Outros investigadores (Eigner et al, 1970) empregando 0 mesmo modelo expe-
rimental, sugeriram a existéncia em S. typhi de um antigeno X diferente do antigeno 0 e
do Vi. Esta mesma designacdo, ou seja, antigeno X, fora utilizada por Topley & Ayrton
(1924) para descrever um antigeno presente em certos sorotipos de salmonelas. Posterior-
mente um outro grupo de pesquisadores (Joyeux et al, 1974) relatou que este antigeno
era facilmente removido da célula bacteriana com Na(l 0,5M e, ndo estava presente em
preparac¢des purificadas de antigeno Vi. Uma total separa¢do desses antigenos ndo foi pos-
sivel por centrifugacdes diferenciais (35.000 ¢ 105.000g). Os mesmos investigadores des-
creveram esse antigeno como uma substincia de natureza protéica, contaminada com dez
por cento de antigeno Vi, o qual, quando absorvido, eliminou o poder protetor da fragdo,
pondo em duvida se este antigeno seria uma substincia distinta do antigeno Vi ou uma
parte deste, eliminada durante o processo de purificagdo (Joyeux et al, 1977).

Fimbrias

No que diz respeito a outros antigenos da superficie bacteriana, o conhecimento
de que fimbrias eram essenciais para colonizagdo de certas bactérias, entre ¢las algumas da
familia Enterobacteriaceae, abriu novos caminhos em pesquisas sobre prote¢do contra in-
feccdes bacterianas (Kline, 1976).

Um possivel papel de fimbrias como fator de viruléncia em Salmonella foi pes-
quisado por Duguid, Anderson & Campbell (1966) os quais concluiram, baseados na exis-
téncia de amostras genotipicamente ndao fimbriadas em espécies patogénicas, que as fim-
brias ndo tinham papel importante nas infec¢des causadas por estes microrganismos.

Este fato foi confirmado posteriormente por Tannock, Blumershine & Savage
(1975) quando observaram ndo haver correlagdo entre a presenca de fimbrias em S. #y-
phimurium e sua capacidade de ligar-se e invadir a mucosa do ileo de camundongos.

Um ano mais tarde, Duguid, Darekar & Wheater (1976), utilizando 0 mesmo mo-

delo experimental que os investigadores acima referidos, concluiram que, apesar de ndo se-
rem essenciais para a viruléncia deste germe, as fimbrias facilitaram o estabelecimento da
infeccdo e do estado de portador, em camundongos inoculados por via oral com S. ty-

phimurium.

De maneira semelhante ao que ocorre com salmonelas, o papel de fimbrias na viru-
léncia de shigelas tem sido questionado. Andrade (1979), utilizando como modelo experi-
mental a ceratoconjuntivite de cobaios, demonstrou diferengas significativas na viruléncia
da fase fimbriada de S. flexneri em relagdo 2 fase ndo fimbriada.

Os componentes superficiais responsdveis pela aderéncia de salmonelas a mucosa
intestinal ndo foram ainda definidos (Smith, 1977).

Antigeno 0

Em relacdo ao antigeno 0, apesar de numerosas investiga¢Ges sob o ponto de vis-
ta quimico, imunoquimico e genético (Luderitz et al, 1971; Osborn, Gander & Parist,
1972: Osborn & Rothfield, 1971; Stocker & Makela, 1971), o seu papel real na patogenia
e/ou na imunidade, das salmoneloses sistémicas constitui até o presente motivo de discus-
soes entre todos os investigadores.

Este antigeno constitui parte do lipopolissacaridio (LPS) da parede celular de en-
terobactérias e é responsdvel pela especificidade antigénica da molécula.

Para maior facilidade de discussdo sobre seu papel na viruléncia e imunidade das
salmoneloses sistémicas faremos breve descrigdo de sua estrutura quimica, que se encontra
descrita em numerosos trabalhos e revisdes, entre eles, os de Luderitz, Staub & Westphal
(1966) e Luderitz et al (1971).
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O antigeno O ¢ as propriedades endotdxicas do LPS estio intimamente associa-
dos, embora as estruturas responsdveis pela especificidade antigénica possam ser distingui-
das da estrutura responsdvel pela toxicidade. Uma vez que estas propriedades se encon-
tram em uma mesma molécula, este antigeno é, algumas vezes, denominado de endotoxi-
na.

O primeiro passo na identificacdo da estrutura dos LPS de enterobactérias con-
sistiu no seu isolamento e na identificacdo dos mondmeros liberados por hidrélise dcida
total. A andlise qualitativa demonstrou que todas as salmonelas estudadas continham
cinco aglicares bdsicos ou seja: NV-acetil-glicosamina, galactose, glicose, heptose e dcido
2-ceto-desoxiotulénico (KDQ) e que, de acordo com a composi¢cdo qualitativa de seus
LPS, poderiam ser classificadas em quimiotipos.

A presenca destes agucares comuns em todas as salmonelas levou ao conceito de
que nestes LPS a cadeia lateral cuja composicdo e ligacdo entre os agucares determinam
sua especificidade sorologica, estava ligada a um lipidio, denominado de lipidio A, res-
ponsdvel pela atividade endotéxica, através destes acticares comuns também denomina-
dos de cerne (“core”). O estudo com mutantes rugosas, bloqueadas na formac¢do ou trans-
feréncia dos vdrios componentes do polissacaridio, demonstrou que este cerne apresentava
pequenas variacdes entre as diferentes espécies, ndo sO em relagdo a estrutura quimica
como no relativo a especificidade sorolégica. A andlise quimica revelou que, baseando-se
no lipopolissacaridio R, as salmonelas poderiam ser classificadas em cinco grupos de acor-
do com sua composicdo quimica. Estes quimiotipos, por conveniéncia, receberam as de-
nominagdes de Ra, Rb, Re, Rd e Re, ou seja, aquelas contendo respectivamente 5,4, 3, 2
e | agticares em andlise qualitativa. A mutante rugosa Re parece idéntica nos LPS de todas
as enterobactérias estudadas até o presente.

Em relacdo as cadeias responsdveis pela especificidade dos antigenos 0 temos, na
maioria dos LPS, uma cadeia lateral constituida de unidades repetidas de oligossacaridios
cuja estrutura e composi¢do diferem entre as amostras bacterianas. Em vdrios antigenos G
esta cadeia lateral é constituida de agucares ordindrios {manose, ramnose, etc.) nas mais
diversas combina¢fes, enquanto em outros, acgticares menos comuns {3-6 didesoxi-hexo-
ses) constituem fatores de especificidade soroldgica. De acordo com a composi¢do e liga-
¢30 destes agucares em unidades repetidas, as salmonelas foram classificadas em grupos so-
roldgicos podendo apresentar um ou mais fatores responsdveis pela especificidade do an-
tigeno 0, cabendo a um deles uma fun¢do imunodominante. Estes grupos, de acordo com
os determinantes dos antigenos O e dos antigenos H, foram subdivididos em tipos sorold-
gicos. Uma vez que neste trabalho foram discutidos problemas ligados ndo so as salmone-
loses sistémicas do homem, mas ainda dquelas de outros mamiferos, apresentaremos na’
Tabela I alguns exemplos das salmonelas patogénicas para o0 homem e outros armimais e oS
fatores que constituem seus antigenos 0. As diferengas conhecidas nos antigenos 0 dos
grupos soroldgicos A, B, C e D ndo explicam o fendmeno da especificidade destas salmone-
las por determinado hospedeiro, desde que, como exemplo, no grupo soroldgico C temos
a S. paratyphi C, que infecta quase que exclusivamente o homem e difere, antigenicamen-
te, da S. cholerae-suis, patégeno primdrio de porco, apenas por conter antigeno Vi (Roan-
tree, 1971). O mesmo € verdade quando se procura uma possivel associa¢do entre a pre-
senca do didesoxi-hexoses e a viruléncia de espécies pertencentes a estes grupos soroldgi-
cos. Nos grupos B e D estdo as espécies de salmonelas mais freqlientemente associadas as
infec¢Oes sistémicas (Roantree, 1971). As unidades repetidas destes dois grupos diferem
principalmente nos didesoxi-agucares ligados a4 manose, ou seja, no grupo B, a abequose e,
no grupo D, a tivelose.

Este fato fez com que um grande numero de investigadores procurasse uma pos-
sivel associagdo qualitativa dos antigenos O destes grupos com a viruléncia destas salmone-
tas. Como pode ser visto na Tabela I, no grupo B temosa S. paratyphi Be a§. typhimu-
rium (0:1,4,5,12) agentes de infeccdes sistémicas no homem e no camundongo, respec-
tivamente. No grupo D estdo amostras com um comportamento semelhante ou seja 5. 7y-
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phi (0: 9, 12, Vi), agente de infec¢Ses sistémicas no homem e §. enreritidis (0:1,9, 12),
em camundongos.

TABELA I

Alguns exemplos de salmonelas frequentemente associados com infecgdes sistemicas no
homem e outros mamiferos. Dados modificados de Roantree (1967)

Espécies Grupos Fatores do Antigeno 0
Sorologicos

S. paratyphi 4 A (1),27%,12

S. paratyphi B B (1)4,(5),12
S. typhimurium B (1),4,{(5),12
S. paratyphi C Cl 6 7 Vi

S. cholerae-suis Cl 6 7

S. typhi D 9 12 Vi

S. enteritidis D (1) 9 12

* O paréntese indica que o determinante antigénico pode ser dificil de detectar.
™ Os algarismos sublinhados correspondem aos antigenos “major” de cada grupo.

O conhecimento dos mecanismos genéticos que regulam a sintese deste LPS,
permitiram que alguns investigadores avaliassem a influéncia das modificacdes qualitativas
no antigeno O destes grupos soroloégicos, na viruléncia desses germes.

Os resultados de alguns investigadores (Valtonen et al, 1975, Valtonen, 1970),
obtidos por tratamento genético, indicaram que mutantes derivadas de uma amostra de
S. typhimurium de baixa viruléncia foram mais patogénicas para camundongos inocula-
dos via intraperitoneal, quando sua especiticidade sorologica correspondiaa 0:4, 3, 12, do
que quando a especificidade era 0:9, 12. O trabalho destes investigadores foi confirma-
do por Lyman, Stocker & Roantree (1977), os quais utilizaram ao invés de determinacdo
da LD 50 (empregada pelos primeiros investigadores) a contagem bacteriana no figado e
baco de camundongos inoculados por via intraperitoneal e oral.

Contrariamente a estes resultados, Johnson et al (1974), concluiram que um hi-
brido de S. typhi e S. typhimurium com especificidade correspondente a 0: 9, 12, tinha
viruléncia igual para camundongos (LD 50, inoculacfo intraperitoneal) a da amostra al-
tamente virulenta de S. typhimurium.

Lyman, Stocker & Roantree (1977) chamam a atenc¢do sobre que suas experién-
cias tanto como as de Valtonen (1970), apenas mostraram varia¢des pequenas na virulén-
cia, uma vez que ambas — S§. typhimurium (0:4,5, 12) e S. enteritidis (0:9, 12), sdo alta-
mente virulentas para estes animais. Embora Makela, Valtonen & Valtonen {1973) te-
nham definido a diferen¢a na viruléncia destas mutantes como pequenas, porém significa-
tivas, eles ndio souberam explicar como o animal discriminaria essas estruturas, chegando
assim a diferencia¢do. Os autores ndo conseguiram evidencia de que mecanismos de defesa,
tais como a fagocitose e o sistema imune, contribuissem para este comportamento (Make-
la, Valtonen & Valtonen, 1973; Valtonen et al, 1971).
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Em relacdo aos polissacaridios de salmonelas, os gens que controlam a sintese,
nao s6 do antigeno 0 como do cerne, foram definidos no cromossoma bacteriano {Stoc-

ker & Makela, 1971).

Em resumo podemos ter mutantes, denominadas de rfb, nas quais ocorre blo-
queio na sintese das unidades repetidas do LPS, mutantes rfc, com bloqueio na polimeri-
zacdo e, mutantes rfa, bioqueadas na sintese do cerne. As mutantes rfa e rfb sdo fenotipi-
camente rugosas e as rfc apresentam uma das unidades da cadeia lateral e sdo denomina-
das de SR, ou seja, intermedidrias entre S e R.

Algumas mutantes rfa apresentam fragmentos de antigenos O ¢ s3o chamadas de
mutantes rfa vazantes (“leaky™).

Na Figura 1 mostra-se uma representacdo esquematica do LPS de S. typhimuri-
um ¢ de algumas de suas mutantes rugosas.

Uma possivel associagdo do antigeno 0 com a viruléncia de salmonelas vem-se
discutindo a partir dos trabalhos de Lingelsheim (1913, apud Valtonen, 1970) e Arkwri-
ght (1927) os quais observaram que a mutacdo 5 = R era acompanhada de perda de viru-
léncia. Posteriormente Thjgtta & Waller (1932) demonstraram que mutantes rugosas de
Shigella flexneri, tornam-se sensiveis 4 a¢@o de anticorpos e complemento.

Seguiu-se a nega¢do do papel deste antigeno na viruléncia por Pike & Mackenzie
(1940) quando, trabalhando com mutantes lisas de 5. typhimurium de viruléncia elevada
e baixa, para camundongos, observaram que estas amostras eramnl indistinguiveis quanto a
caracteristicas culturais, soroldgicas, imunogénicas e toxicas, nao diferindo significativa-
mente quanto a invasividade e resisténcia a fagocitose. A unica diferenca significativa re-
lacionou-se com a capacidade que tinha a amostra virulenta de multiplicar-se no hospe-
deiro.

As evidéncias de que a mutagfo S > R acompanhava-se de perda de viruléncia fo-
ram confirmadas por numerosos investigadores (Nelson & Roantree, 1967, ficando tam-
bém demonstrado que, quanto menor a quantidade de polissacaridio no componente Tu-
%::sn, menos virulentas se tornaram as mutantes para camundongos (Germanier, 1970;

yman, Steward & Roantree, 1976; Nakano & Saito, 1969).

Sobre este ultimo aspecto, a redugdo na viruléncia foi muito pequena, e o fato
de que os mesmos quimiotipos rugosos, derivados de amostras diferentes, apresentaram
grandes varia¢Oes da viruléncia, levaram d suposi¢do de que outros fatores, além da pare-
de celular, haviam contribuido para a evidéncia dessa propriedade (Germanier, 1970).

Virios investigadores tém procurado correlacionar a quantidade de endotoxina
de vdrias salmonelas com sua viruléncia para animais de laboratorio. Alguns pesquisadores
nio encontraram diferenca na quantidade deste antigeno quando compararam amostras
lisas de S. typhimurium virulentas e avirulentas (Mackenzie, Pike & Swinney, 1940}. Con-
trariamente, Archer & Rowley (1969) relataram que amostras lisas altamente virulentas
de S. typhimurium continham os determinantes 0:4, 5, 12 em concentragoes duas vezes
maiores que as amostras lisas avirulentas.

Os resultados inicialmente citados foram confirmados por Herzberg (1962) que
demonstrou ser igual a LD 50 do LIPS de amostras lisas virulentas ou avirulentas. Sobre
este aspecto, Nakano & Saito (1969) concluiram que em mutantes SR e R de S. ryphi-
murium, a viruléncia relacionava-se melhor com o nimero de cadeias laterais do que com
a quantidade total deste antigeno, uma vez que amosiras SR, virulentas, continham a mes-
ma quantidade de antigeno que uma mutante rfa “leaky”, avirulenta.

A aparente discrepdncia entre a composi¢do do polissacaridio do LPS ¢ a sua en-
dotoxicidade foi atribuida ao fato que, para matar o hospedeiro por intoxica¢do, o mi-
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crorganismo deve se multiplicar e produzir quantidade suficiente da endotoxina, o que
ndo pode ocorrer com as amostras avirulentas (Cameron, Holtman & Jeferies, 1960). A to-
xicidade de amostras lisas e rugosas com varios tipos de LPS rugosos ndo se modificou,
praticamente, quando usadas amostras mortas (Germanier, 1970). Assim a viruiéncia inde-
penderia da atividade endotéxica do LPS que, por sua vez, ndo estaria relacionada a com-
posicdo do polissacaridio no LPS.

Sdo conhecidas outras causas de perda de viruléncia que n3o a mutagdo S — R.
Através de métodos genéticos foram obtidas mutantes, em que a perda de viruléncia es-
tava ligada 4 incapacidade de sintese de purinas ou aminodcidos. Em relagdo a purinas a
viruléncia foi readquirida pela reversdo & prototrofia, enquanto no caso dos aminoacidos,
observou-se que isto pode ou nio ocorrer (Herzberg, 1962). No primeiro caso, a avirulén-
cia associou-se a uma limitada disponibilidade de fatores de crescimento no hospedeiro,
o que impossibilitaria que os germes atingissem a doses toxicas (Bacon, Burrows & Yates,
1951). Para Herzberg (1962) a reversdo para prototrofia falha, em muitos casos em indi-
car uma relacdo direta entre nutri¢do e viruléncia.

Em hibridos de amostras avirulentas de S. aborny e amostras virulentas de 3. #y-
phimurium, dois “loci” separados determinaram a aviruléncia de S. abony e, neste caso,
a aviruléncia também ndo estava relacionada a fatores de crescimento ou ac antigeno O
(Krishnapillai & Baron, 1964 ).

Pelo exposto, 0s mecanismos precisos subjacentes as mudancas de viruléncia nfo
foram ainda elucidados e permanece a diavida sobre se eles estdo ligados 4 propria célula
bacteriana ou a fatores de defesa do hospedeiro. Desde que a toxicidade de LPS ndo € al-
terada por modifica¢Bes do polissacaridio, a perda de viruléncia por muta¢do S - R foi
atribuida a um aumento de sensibilidade das mutantes aos fatores de defesa do hospedei-
ro. Como jd referido, as salmonelas que produzem infec¢des sistémicas atingem orgdos e
tecidos através do intestino delgado e pouco se sabe sobre os mecamsmos bioquimicos ou
anatomicos, pelos quais estes microrganismos invadem a mucosa do hospedeiro suscep-
tivel. Como antes mencionado, os fatores superficiais que foram detinidos como respon-
sdveis pela aderéncia das células 3 mucosa ndo contribuiram para viruléncia. Em termos
de competicdo com a flora anfibiontica, sugeriu-se uma participacdo do antigeno O como
uma possivel barreira 4 a¢ado toxica de dcidos graxos (Wardlaw, 1974, apud Smith, 1977).

A possibilidade de uma maior capacidade de penetrag@o de amostras bacterianas
lisas no epitélio intestinal, foi negada por Giannella et al (1973), baseados no fato de que
a mutacdo S - R nfo altera o potencial invasivo de S. typhimurium para células cultiva-

das (Hela).

A penetracdo do epitélio intestinal por estes microrganismos, por si s0, ndo seria
suficiente para produzir a doenga, no que haveria necessidade de sua multiplicagdo no te-
cido do hospedeiro susceptivel (Formal & Gemski, 1976; Roantree, 1971). Para Tan-
nock, Blumershine & Savage (1975) o antigeno 0 talvez seja importante, porém ndo
essencial, ao processo de invasfo de S. typhimurium através do ileo de camundongos. Es-
tes investigadores sugeriram que outras estruturas superficiais e produtos extracelulares,
capazes de induzirem 4 ingestdo dessas bacténas pelas células epiteliais, devem ser investi-

gados.

As endotoxinas quando injetadas em animais determinam uma série de efeitos
biologicos (Milner, Rudbach & Ribi, 1971), no entanto, a significagdo de sua agdo toxica,
na patogénese das salmoneloses sistémicas n3o estd esclarecida (Collins, 1974).

Esta opinido € um dos poucos pontos de que participam os investigadores que
discutem patogenia e/ou imunidade destas infec¢Ses. Entre outros, Neter (1976), relatou:
“apesar de numerosas investigacGes, publicacdes e muitos congressos nacionais (E.U.A),
internacionais e, conferéncias, o papel preciso das endotoxinas nas infec¢Ses humanas por
Gram negativos ainda ndo foi elucidado™.
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O que representa esse tipo de antigeno, frente aos mecanismos de defesa do hos-
pedeiro, tem sido discutido por grande nimero de investigadores e os resultados de alguns
destes trabalhos serdo a seguir resumidamente relatados.

Um dos mecanismos pelo qual este antigeno participaria na viruléncia, seria pela
maior resisténcia das formas lisas & agdo bactericida do soro € do complemento, como de-
monstrado pelos resultados jd citados de Thj¢tta & Waaler (1932) com amostras lisas e

rugosas de Sh. flexneri.

A barreira oferecida pelo antigeno O a ac¢do de anticorpos e complemento foi
confirmada tanto para salmonelas quanto para outras enterobactérias (Fietta, Romero &
Sicardi, 1977; Luderitz, Staub & Westphal, 1966; Maaloe, 1948; Reynolds & Pruul, 1971;

Rowley, 1968).

Para explicar tal resisténcia Rowley (1968) e Chedid et al (1968) sugeriram que a
a¢do estaria ligada a anticorpos contra o *‘cerne’’, envolvido pelo antigeno 0 nas amostras
lisas. Uma vez que foram descritas amostras quimicamente lisas, virulentas para camun-
dongos e sensiveis 4 acdo do soro (Roantree & Steward, 1965), tal mecanismo somenie
seria justificado se nestas amostras houvesse um bloqueio incompleto do “cerne’ (Fein-
gold, Goldman & Kuritz, 1968). A possibilidade de que o polissacaridio do LPS de amos-
tras lisas bloqueiem a interagdo dos fatores do complemento ativado com os receptores da
parede celular foi sugerido por Reynolds & Pruul (1971).

A atividade bactericida dos soros normais, para amostras lisas e sensiveis, sé foi
removida por absorcio com amostras homologas (Roantree, 1960).

A principal atuag¢do dos anticorpos especiticos de camundongos corresponderia
a opsoninas, uma vez que no soro destes animais o sistema de complemento ndo apresen-
tou atividade bactericida “in vitro> (Marcus, Esplin & Donaldson, 1954). Em camundon-
gos com um sistema hemolitico completo e, em outros que se mostravam deficientes em
um dos seus componentes, foi verificado que os primeiros tinham capacidade de matar
E. coli, embora nio tenha sido possivel determinar se o evento realizou-se extracelular-

mente (Grynn & Medhurst, 1967).

Em experiéncias em que amostras lisas, sensiveis 2 a¢3o de soros, foram colocadas
em cidmaras “Millipore” na cavidade peritoneal de camundongos, ndo houve efeito bacte-
ricida (Steward & Roantree, 1961). Ensaios semelhantes em cobaios, demonstraram ativi-

dade bactericida especifica (Steward, Collis & Roantree, 1966).

Como acima citado, em camundongos a a¢do de anticorpos especificos seria op-
sonizante e, em sua auséncia, ndo haveria fagocitose de amostras de S. typhimurium pelos
macr6fagos, nos estudos “in vitro” (Jenkin & Banacerraf, 1960), ou na cavidade peritone-

al dos camundongos (Blanden, Mackaness & Collins, 1966).

Este aspecto relacionar-se-ia a uma atividade antifagocitdria do antigeno 0. Tal
atividade seria um dos mecanismos pelo qual ele contribuiria para a viruléncia desses mi-
crorganismos, uma vez que mutantes rugosas foram mais sensiveis 4 fagocitose, quando
avaliada “in vivo”, por seu rdpido desaparecimento do sangue (Biozzi et al, 1963), ou “in
vitro”’, em sistema utilizando macréfagos de camundongos (Fauve, 1964). As observagdes
foram confirmadas utilizando células por aquecimento (60°C, 1 hora) frente a leucdcitos
polimorfonugleares, “in vitro” (Stendhal & Edebo, 1972} o mesmo ocorrendo com ¢ em-
prego de células HeLa. No ultimo sistema, o efeito somente foi observado quando utiliza-
das células bacterianas vivas (Kihlstrom & Edebo, 1976). Biozzi et al (1963) sugeriram
que este fendmeno provavelmente estaria ligado a caracteristicas fisico-quimicas do anti-
geno 0. Posteriormente, o mesmo fato foi atribuido 2 natureza hidrotilica desse antige-
no (Roantree, 1967), bem como a sua carga neutra, em compara¢do com a carga negativa
e o .cardter hidrofobico de mutantes rugosas (Magnusson et al, 1977). Para 0 mesmo
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grupo de investigadores (Stendahl et al, 1977; Stjernstrom et al, 1977) a fun¢do de anti-
corpos e complemento na fagocitose, seria a de diminuir o cardter hidrofilico da bactéria.

As propriedades fisico-quimicas do antigeno justificariam, assim, 0 aumento da
atividade fagocitdria em relagdo as formas rugosas. No entanto, a maior sensibilidade de
amostras avirulentas a destruicfo intracelular ainda ndo foi esclarecida. Fauve (1964) veri-
ficou que as formas S de amostras pouco virulentas de S. typhimurium foram fagocitadas
de maneira semelhante as formas S de amostras virulentas, mas que, apgs fagocitose, as
primeiras eram destruidas to rapidamente quanto formas rugosas, enquanto que as amos-
tras virulentas comegavam e se multiplicar no interior dos macréfagos. Resultados seme-
lhantes foram observados com outras amostras bacterianas opsonizadas pelo soro normal
(Jenkin & Benacerraf, 1960).

Esses resultados discordaram das experiéncias anteriores de Furness (1958), nas
quais um grande nimero de bactérias virulentas e avirulentas foram inicialmente mortas
por macréfagos normais de camundongos e, entdo, uma pequena percentagem das viru-
lentas comecava a se multiplicar apos trés horas. Houve confirmag¢fo dos resultados por

outros investigadores (Blanden, Mackaness & Collins, 1966; Hsu & Radcliffe, 1968). Pa-
ra os ultimos, apds a destrui¢do inicial, sobreviventes de ambos os tipos (1% de avirulen-
tas e 8% de virulentas) multiplicaram-se de maneira semelhante.

Em estudos com mutantes rugosas, de cerne completo ou incompleto, de S. 7y-
phimurium, foi verificado que submetidas 4 a¢do da fra¢do lisossomal de leucdcitos poli-
morfonucleares de cobaios, a presenga do cermne completo era essencial para a resisténcia
3 acdo bactericida, enquanto que a cadeia lateral ndo aumentava esta resisténcia (Fried-
berg & Shilo, 1970). Tagesson & Stendahl (1973) confirmaram esses resultados, mas rela-
taram que quando utilizaram as fra¢8es lisossomais, em sistemas mais aproximados do que
ocorre “‘in vivo’’, a maior resisténcia de formas lisas pode ser observada.

Nos estudos de Friedberg & Shilo (1970) foi verificado que a opsonizagdo de S.
typhimurium com soro normal levou a um aumento de resisténcia destas bactérias a a¢ao
bactericida de fragoes lisossomais de leucocitos polimorfonucleares. Este efeito, no entan-
to, nfo se observou em sistema “in vitro” com macréfagos de camundongos (Blanden,
Mackaness & Collins, 1966; Hsu & Radcliffe, 1968).

Uma avalia¢@o da influéncia do antigeno O frente aos mecanismos humorais espe-
cificos no hospedeiro normal toma-se dificil, porque, mesmo com o emprego do mes-
mo sistema, tal como macrofagos de camundongos “in vitro”, numerosas variavels estdo
envolvidas em cada um dos trabalhos experimentais referidos. Entre as varidveis, podem
citar-se tipos de soro, sua adigdo ao meio de cultura e/ou ao inéculo, tempo de observa-

CaQ, etc.

Outro condicionante para a viruléncia de S. typhimurium, seria a presenga, no
germe, de um fator termoldbil que apresentaria reagdo cruzada com tecido do hospedeiro
(Rowley & Jenkin, 1962). Posteriormente sugeriu-se ser este o fator somdtico 0:5 (Jen-
kin & Rowley, 1965). Qutros investigadores ndo encontraram evidéncias de uma partici-
pacdo do mesmo fator na viruléncia de S. fyphimurium (Valtonen & Makela, 1971) nem
se encontraram fatores termoldbeis em S. enteritidis (Collins & Milne, 1966).

A “febre tiféide murina” é o modelo experimental mais utilizado pelos diferen-
tes investigadores ¢, nos animais utilizados, mecanismos humorais e celulares estariam en-

volvidos na protec¢do (Ushiba, 1965).

O papel de anticorpos para o antigeno 0 na prote¢do contra a febre tiféide tem
sido considerado desde os estudos iniciais. A prote¢do oferecida por vacinas constituidas
de germes inativados por aquecimento foi considerada como evidéncia da agao protetora

de anticorpos anti 0 (Arkwright, 1927).
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Vacinas antibacterianas dariam prote¢ao para germes que tivessem em comum o
antigeno O, ou seja, uma vacina de S. paratyphi B protegeria contra infecgGes por S. £y-
phimurium e uma de S. typhi contra 5. enteritidis (Schutze, 1930). A partir dos trabalhos
de Felix & Pitt (1934b) as aten¢des de muitos investigadores se voltaram para o papel do
antigeno Vi nessas vacinas. Contrariamente aos resultados de Schutze (1930), Landy
(1952) relatou que vacinas preparadas a partir de amostras com antigenos O diferentes,
mas tendo em comum o antigeno Vi, conferiam prote¢do para S. typhi, tal como as vacl-
nas preparadas com amostras homologas. Esses resultados ndo foram confirmados por
Archer & Whitby (1957) os quais verificaram que vacinas vivas e inativadas por etanol, de
amostras de S. cholerae-suis (0: 6, 7), davam significante prote¢do contra infecgbes, por
desafio intraperitoneal, com S. paratyphi C (0: 6, 7, Vi), o mesmo ndo ocorrendo com va-
cinas vivas de S. ryphi (0: 9, 12, Vi) embora a ltima protegesse camundongos contra do-

ses toxicas.

Nas experiéncias anteriormente citadas de Steward, Collins & Roantree (1966),
os investigadores haviam verificado que a imunizagdo de cobaios com S. typhimurium,
ndo levava ao aparecimento de anticorpos bactericidas para S. enteritidis apesar de um fa-
tor somdtico comum (0: 12). Baseados nesses resultados, admitiram que, em S. enteritidis,
o fator imunogénico mais importante corresponderia a 0:9.

O papel de anticorpos para este antigeno fol menos valorizado por experiéncias
que demonstraram a capacidade de mutantes rugosas protegerem camundongos contra in-
fecgdes por amostras lisas (Nakano & Saito, 1969 Saito et al, 1962).

O maior poder imunizante das vacinas vivas dividiu a opinido dos investigadores,
ngo s6 quanto ao poder imunizante desta preparagdo, como sobre QS mecanismaos 1Imuno-
l6gicos envolvidos na protegao.

Para o grupo que defende mecanismos mediados por células como a expressao
mais significativa da imunidade, o maior poder protetor resulta do fato de que apenas vaci-
nas vivas induzem hipersensibilidade tardia (Collins, 1970; Mackaness, Blanden & Collins,
1966). De acordo com esses investigadores (Blanden, Mackaness & Collins, 1966; Macka-
ness, Blanden & Collins, 1966) a imunizagao ativa com vacinas aquecidas, obtidas a partir
de amostras virulentas, ou a transferéncia passiva do soro de animais imunizados, ndo pro-

duziram grau equivalente de protecao.

Na opinido de outros investigadores, para os quais os anticorpos constituem o0s
fatores de defesa (Jenkin & Rowley, 1963), o menor poder imunizante de vacinas aqueci-
das estaria ligado a auséncia de constituintes termolabeis e, no caso de S. ryphimurium,
como jd referido, do fator somdtico O 5. Anticorpos para este fator seriam de importan-
cia crucial na expressio da imunidade para infecgGes pelo mesmo sorotipo (Jenkin, Kar-
novsky & Rowley, 1967).

A auséncia de imunidade em camundongos vacinados com S. typhimurium con-
tra infeccdes por S. enteritidis, ambas contendo um fator somdtico comum 0:12, foi in-
terpretada como uma possivel independéncia dos mecanismos imunolégicos celulares com
relacdo ao antigeno O (Collins & Mackaness, 1968).

Nos estudos de Germanier (1970, 1972) e Germanier & Furer (1971) a capacida-
de imunizante de uma série de amostras rugosas de S. fyphimurium, bem como de amos-
tras virulentas inativadas, foram comparadas em camundongos, considerando as diferentes
varidveis, jd apontadas, ¢ vias de inocula¢do, bem como a avaliacdo baseada na contagem
bacteriana no figado e no bago e a proporg¢io de sobreviventes nos grupos vacinado ¢ con-
trole. De acordo com os resultados, a via de imunizagdo ndo influfa significativamente
quando considerado o numero de bactérias no figado e bagco. No entanto, contrartamente
as evidéncias de outros investigadores, somente mutantes rugosas com capacidade de sin-
tetizar. antigeno O *“in vivo™ (mutantes deficientes em uridina difosfato-4-epimerase) fo-



466 AM. MILHOMEM & I. SUASSUNA

ram capazes de oferecer um grau de protecdo igual ao desenvolvido com doses subletais
de amostras virulentas (Germanier & Furer, 1971).

Germanier (1972) confirmou os resultados anteriormente citados sobre a néo
participacdo de fatores termolabeis e do fator 0: 12 e sugeriu que mecanismos imunol6-
gicos celulares, dependentes da presenca do antigeno 0 em células vivas, estariam envol-
vidas nesta prote¢do. Estudos posteriores sobre a viruléncia e poder imunizante da mu-
tante, inoculado por via intraperitoneal em camundongos que receberam tratamento por
agentes imunossupressores levaram, entretanto, a conclusio de que a imunidade humoral
era de maior importancia do que a celular (Morris, Wray & Sojka, 1976).

Antigenos Comuns do Cerne

O cerne, ou seja, a parte menos varidvel da cadeia polissacaridica, é idéntico em
todos os sorotipos de salmonelas (Schmidt et al, 1976). Ao contrdrio do que ocorre com
as mutantes Ra de salmonelas, em E. coli cinco tipos diferentes de cemnes foram descritos
e designados R1, R2, R3,R4 e K-12 (Schmidt, 1973; Schmidt, Jann & Jann, 1969, 1974).
Os tipos R1, R3, e R4 também foram encontrados em certos sorotipos de Shigelas
(Mayer & Schmidt, 1973).

A importancia de anticorpos para estas estruturas foi primeiramente enfatizada
por Chedid et al (1968), segundo os quais anticorpos anti-Ra de S. typhimurium protegi-
am camundongos contra infec¢des por microrganismos heterélogos tal a Klebsiella pneu-
moniae.

Baseado nestas informacoes, McCabe (1972) desenvolveu uma linha de pesquisa
objetivando definir o papel de anticorpos para mutantes inativadas, em infec¢Oes experi-
mentais humanas.

Nos estudos iniciais, McCabe (1972) utilizou camundongos como modelo experi-

mental. Nestes animais, uma imuniza¢ao passiva ou ativa com mutantes Ra, Rb, R¢, Rdl,
Rd2 e Re, resultou em protegdo significativa somente para antigenos comuns, ou seja Rd?2
e Re, quando os animais foram desafiados por K. preumoniae ¢ E. coli 107. Os resultados
insatisfatérios com as outras mutantes, excetuando-se o tipo Rdl, foram atribuidos as di-
ferencas existentes entre os diversos tipos de cerne. A imunidade, quando comparada a
obtida com amostras homologas, foi menos efetiva. No entanto, para McCabe (1976) e ou-
tros investigadores (Young & Stevens, 1977) o aumento progressivo na frequéncia e letali-
dade de bacteriemias por estes germes, particularmente em pacientes com a resposta imune
comprometida, bem como a impossibilidade de uma imunizagio especitica, dada a diver-
sidade de amostras bacterianas e tipos antigénicos, faz com que a imunizag¢do, ativa ou
passiva, para antigenos comuns, seja uma tentativa logica objetivando o controle dessas

infecgdes.

Outros grupos de investigadores, entre eles 0 de Braude et al (1973) empregan-
do imunizagdo passiva de coelhos para mutantes JS de £. coli correspondente ao quimio-
tipo Rc de salmonela (McCabe, 1976), encontraram uma reducio significativa na freqiién-
cia de reacOes de Shwartzman locais e sistémicas, quando estes animais foram desafiados

com LPS de amostras lisas heterologas.

Em infec¢des humanas individuos hospitalizados foram divididos por McCabe
(1972), em dois grupos: um com doengas ndo fatais e outros com doengas fatais. No soro
destes individuos, em fase inicial da bacteriemia, ndo houve associacfo da incidéncia de
choque ou morte com um baixo titulo de anticorpos anti 0, ao contrdrio do que ocorreu
com anticorpos para o antigeno Re. Quando identificada a natureza dos anticorpos para
esses antigenos, Zinner & McCabe (1976), reafirmaram que, em individuods classificados
dentro dos mesmos critérios antes referidos, o titulo de IgG para o antigeno 0 ndo estava
associado com a freqiiéncia de choque ou morte. Em ambos os grupos, no entanto, inde-
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pendente de anticorpos anti 0, uma menor freqiiéncia de choque ou morte foi verificada
em individuos com titulos elevados de anticorpos anti Re. Os investigadores sugeriram
que o principal efeito desses anticorpos seria a opsoniza¢do, no.que foram contestados
por Young & Stevens (1977), que ndo evidenciaram “in vitro’” tal atividade e sugeriram

uma funcdo antitoxica.
Lipidio A

Um outro compenente comum desses LPS, e para o qual anticorpos foram pro-
duzidos quando o LPS foi administrado em condigGes adequadas, € o lipidio A (Galanos,
Luderitz & Westphal, 1971). Anticorpos antilipidio A foram demonstrados em soros nor-
mais humanos e em tftulos mais elevados, em pacientes com infecgdes urindrias (Galanos,
1975). Para esse investigador o significado biolégico de anticorpos para este antigeno co-
mum ainda ndo foi definido. Para o grupo de McCabe et al (1977) a imuniza¢do passiva
ou ativa com lipidio A nfo protegeu coelhos contra bacteriemias fatais; como ocorreu

com mutantes Re.

Antigenos comuns de natureza proteica

Outros constituintes comuns em parede celular de enterobactérias como lipopro-
teinas e proteinas comecaram a ser estudados recentemente. Quanto d lipoproteinas, de-
monstraram-se ligadas 4 cadeia glicopeptidica e, suficientemente expostas na superficie
bacteriana, como constituintes comuns a diversas amostras de enterobactérias (Braun,
1975). Em soros de coelhos — obtidos por imunizagdo com células de escherichia, salmo-
nela e shigela — foi demonstrada a presenga de anticorpos para estes constituintes. Com
mutantes rugosas (Ra e Re) o titulo dos anticorpos para esse antigeno foi bem mais eleva-
do do que para o LPS, particularmente com mutantes Re (Braun et al, 1976).

O papel desses anticorpos ainda nfo foi estudado, mas, constituindo um deter-
minante antigénico disponivel na superficie bacteriana, para rea¢des com anticorpos, tal
como o antigeno Re e, tendo se mostrado mais imunogénico que este, teoricamente po-
deriam ter uma participacdo nos resultados obtidos com mutantes Re.

No que diz respeito a proteinas, um possivel papel protetor ligado a salmonelo-
ses sistémicas foi sugerido por Collins & Mackaness (1968), baseados no fato de que estas,
em mistura com adjuvante de Freund incompleto, tal como vacinas de germes nao inati-
;z_idﬂs, foram capazes de induzir, em camundongos, fendmenos de hipersensibilidade tar-

ia.

- A importancia de proteinas comuns a familia Enterobacteriaceae, na protecao,
particularmerite em relagdo a salmoneloses, tem sido defendida por Barber & Eylan
(1947a, 19775b).

Contrariamente a opinido de Collins & Mackaness (1968) que defendem mecanis-
mos celulares na imunidade contra essas infecg0es, esses acreditam que mecanismos hu-
morais foram os responsiveis pela prote¢do obtida em seus estudos (Barber & Eylan,
1977). Ainda de acordo com os mesmos investigadores (Barber & Eylan, 1974b, 1975a),
as modificacdes resultantes de tratamento genético, baseadas em padrées de aglutinagio
e atribuidas ao antigeno O (Valtonen & Makela, 1971) relacionaram-se a anticorpos para
essas proteinas.

Para os mesmos pesquisadores essas proteinas sao comuns as enterobactérias, em-
bora uma protecdo especifica seja evidenciada com base no grau de mortalidade (DL 100)
do grupo controle em relagdo ao vacinado. Ainda, de acordo com os autores, essas protei-
nas §30 termoestdveis e de elevada toxicidade para animais de laboratério.
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Admitindo a possibilidade de uma significacdo clinica desses antigenos comuns,
como imundgenos, um dos fatores limitantes das vacinas disponiveis no momento, ou
seja, a toxicidade, estaria presente.

Constituintes ribossomais

As tentativas para encontrar uma fra¢do ndo téxica e capaz de proteger o homem
com a mesma efetividade de vacinas vivas, tém levado diversos investigadores a proposi¢ao
de uma série de substingias como possiveis imundgenos. Inspirados nos trabalhos iniciais
de Youmans & Youmans (1964, 1965) sobre fracBes ribossomais de Mycobacterium tuber-
culosis e suas atividades imunogénicas, alguns investigadores, desde entdo, tém utilizado
fracdes de origem semelhante com uma série de microrganismos, entre eles, a 5. typhimu-
rium, as quais foram denominadas de “‘vacinas ribossomais* (Eisentein, 1975).

Existem controvérsias entre os investigadores sobre a identidade da(s) substin-
cia(s) protetora(s) para camundongos, presente(s) nestas vacinas. Desse modo a atividade
imunogénica foi atribuida a uma proteina (Johnson, 1973), a um complexo proteina-
RNA (Margolis & Bigley, 1972; Smith & Bigley, 1972a, b), a uma glicoproteina, a um
complexo lipoprotéico (Houchens & Wright, 1973) e, a dcido ribonucleico (Venneman,
1972: Venneman & Berry, 1971a, b; Venneman, Bigley & Berry, 1970). Todos esses inves-
tigadores afirmaram que suas preparagGes conferiram um elevado grau de protegdo, seme-
lhante ao obtido com vacinas atenuadas e, capazes de estimularem mecanismo de imuni-
dade celular. Posteriormente, alguns pesquisadores atribuiram esta, ou parte desta ativida-
de, 4 contaminacdo das fra¢des por endotoxina (Eisentein, 1975; Hoops et al, 1976), en-
quanto outros atribuiram o poder protetor de vacinas tipo *“Venneman’’ a uma resposta
inespecifica, ligada particularmente 2 linhagem de camundongos utilizados (Medina,
Vas & Robson, 1975). Em um estudo comparativo, Angerman & Eisentein (1978) con-
clufram que, apesar de menos toxicas que vacinas inativadas por acetona, as vacinas ribos-
somais de S. ryphimurium ndo apresentaram uma atividade superior quando as primeiras
foram administradas em doses adequadas. Ambas apresentaram-se quase tdo efetivas
quanto as vacinas vivas e, apesar da baixa eficdcia de LPS, a probabilidade anteriormente
citada sobre a participagdo deste nos resultados observados, ndo pode ser afastada.

Antigeno comum de enterobacterigs (ECA)

A possibilidade de profilaxia e/ou diagndstico com um antigeno comum aos mi-
crorganismos patogénicos tem sido nos ultimos anos ¢ objetivo de muitos investigadores.

Entre estes antigenos, um componente comum apenas a familia Enterobacteria-
ceae foi descrito pela primeira vez por Kunin, Beard & Halmaguy (1962).

Apesar de ndo conclusivas, as evidéncias existentes sobre sua localiza¢do na célu-
la bacteriana, sugerem ser este um compenente de superficie, e como tal, poder contribuir
para a viruléncia do germe. Sobre esse aspecto, os trabalhos experimentais sdo €scassos.
De acordo com Valtonen et al (1976), mutantes lisas de S. typhimurium, ECA positivas,
foram estatisticamente mais virulentas, quando inoculadas em camundongos por via intra-
peritoneal, que as mutantes lisas ECA negativas. Em alguma contradi¢do com esses resul-
tados, investigadores mexicanos (Carrilo, Hashimoto & Kumate 1966; Kumate et al,
1971) concluiram que uma das caracteristicas de amostras de £. coli isoladas durante sur-
tos de diarréia infantil, seria o baixo teor de ECA, quando comparadas com amaostras iso-
ladas antes e ap0s o surto.

Em seu trabalho, Valtonen et al (1976) enfatizaram que os mecanismos pelos
quais as mutantes de S. typhimurium ECA positivas foram mais virulentas que as ECA ne-
gativas, ngo puderam ser esclarecidos com os testes utilizados, ou seja, ambas apresentaram
um comportamento similar em rela¢do & velocidade de multiplicagao *“in vitro™ e ao indi-
ce de fagocitose “in vivo™.
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Um outro grupo de investigadores (Gorzynski, 1976a; Gorzynski & Krasny,
1975a,c) verificou que extratos de tecidos de camundongos, particularmente de tigado,
baco e rins, apresentaram antigeno de reatividade cruzada com ECA livre. A presenca ou
auséncia dessa reatividade em determinado 6rgdo variou com a linhagem de animal estu-
dada. Para os autores, isto explicaria a variacdo e a fraca resposta humoral destes animnais,
para o antigeno ECA (Gorzynski, Neter & Ambrus, 1970), bem como uma susceptibilida-
de a infec¢Oes por enterobactérias.

Nos estudos com extrato de tecidos, uma fragdo solhivel em etanol foi mais efeti-
va em reacoes de inibigdo de hemaglutinagdo passiva, que extratos aquecidos ndo purifica-
dos. Estas preparag¢des, no entanto, ndo mostraram capacidade de se ligar a hemacias ou
de produzir anticorpos humorais. Quando inoculadas endovenosamente em coelhos, tive-
ram um comportamento semelhante ao da mistura ECA-LPS de amostras ndo imunogeni-
cas, ou seja, preparavam o animal para uma resposta secunddria por ECA. Dos érgédos uti-
lizados, os extratos de colon, embora com capacidade de preparar o animal para uma res-
posta secunddria, ndo se mostraram ativos em reagdes de hemaglutinagio passiva.

Em extratos de tecidos humanos uma atividade semelhante a descrita para ca-
mundongos foi demonstrada em 6rgios como figado e rins (Morgenstern & Gorzynski,
1977). No que diz respeito a extratos de colon, os resultados deste grupo divergiram dos
obtidos por Perlmann et al (1965, 1967) ¢ por Lagercrantz et al (1968) os quais demons-
traram a presenga em ratos e seres humanos de antigeno de reatividade cruzada com £
coli 014. Esta reatividade cruzada foi demonstrada por testes de hemaglutinacdo passiva
e inibicdo de hemaglutinag@o passiva. Uma reatividade ligada a linf6citos T destes pacien-
tes foi demonstrada com a fracdo solivel em etanol de S. typhimurium em testes de ini-
bicdo de migra¢cdo de macréfagos (Bull & Ignaczak, 1973). Uma vez que tanto o ECA Ii-
vre (soldvel em etanol) como ECA de E. coli 014 (nfo solivel em etanol) ndo apresen-
taram diferengas quanto ao determinante antigénico (Neter et al, 1964 ; Suzuki, Whang &
Neter, 1966) as divergéncias entre estes pesquisadores provavelmente estdo ligadas a dite-
rengas tais como tipo de amostra bacteriana e métodos de purificagio.

Os antigenos de célon foram especificos e se assemelharam ao ECA quanto i sua
obtencdo pelos mesmos métodos, resisténcia ao aguecimento, capacidade de sensibilizar
hemdcias, etc. Posteriormente Carlsson et al (1978) definiram como glicoproteina, um
componente isolado de fezes e cdlon de ratos. Esta glicoproteina foi sensivel a oxidagio
por periodato, a hidrdlise dcida fraca, e reagiu com 40% dos soros de pacientes com Coli-
te ulcerativa. As rela¢des antigénicas entre esta glicoproteina e extratos de E. coli 014
ndo foram determinadas.

Além da participacdo deste ECA de £. coli 014 na patologia de colites ulcerati-
vas, uma possivel associagdo com pielonefrites cronicas tem sido defendida pelo grupo de
Holmgren et al (1972). Desta maneira, a participacdo de ECA na patogenia de afec¢des e
infec¢Ges humanas ndo estd definida. Ainda menos definida, sob o ponto de vista biologi-
co, € sua importancia no diagndstico ou como imunogeno.

Na avaliagdo de uma possivel protecdo por ECA, dois modelos experimentais
tém sido utilizados. Um dos modelos é o tradicionalmente utilizado em salmoneloses sis-

témicas, ou seja, *“‘a febre tiféide murina”, enquanto o outro correspondeu a pielonefri-
tes experimentais em coelhos.

Em camundongos, uma imunizacdo ativa, com ECA, ou passiva, com soro imune
de coelho, e, um desafio endovenoso por 8. typhimurium, resultou em pequeno grau de
protecao, quando avaliada a percentagem de sobreviventes entre os grupos vacinados e
controle {Gorzynski, Ambrus & Neter, 1971; Gorzynski & Krasny, 1975b). Estes resuita-
dos foram atribuidos, como anteriormente mencionado, a uma falta de resposta ao esti-

mulo antigénico, devida aos antigenos de reatividade cruzada com ECA nos tecidos desses
animais.
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Para o grupo de McCabe (McCabe, 1976; McCabe & Creely, 1973; McCabe et al,
1973), camundongos de linhagem CFI, diferentes das utilizadas pelos investigadores acima
referidos, apresentaram uma boa resposta humoral para ECA. Nestes animais a prote¢do
obtida por imuniza¢do ativa ou passiva com £. coli 014, estava relacionada a anticorpos
para a porcdo do cerne (Re) e ndo para ECA. Estes resultados ndo foram aceitos por Ma-
kela & Mevyer (1976) que os atribuiram a presenga, nas preparagdes daquele grupo, de um
outro antigeno comum, gue ndo o de Kunin.

No relativo ao outro modelo animal, ou seja, pielonefrite experimental em coe-
lhos, os resultados parecem mais esclarecedores. Nesses animais a imunizagdo com a fra-
¢do solivel em etanol, ou a imunizagdo passiva, resultaram em boa prote¢do, para desafios

com enterobactérias (Domingue et al, 1970).

O mecanismo pelo qual anticorpos anti ECA protegeram estes animais, atribuiu-
se 4 sua capacidade opsonizante, avaliada por testes “in vitro”” com leucdcitos polimorfo-
nucleares de coelhos (Domingue & Neter, 1966a,b), uma vez que essas células ndo apre-
sentaram atividade bactericida para outras amostras qué ndo a E. coli 014 (Domingue &
Neter, 1966a; Kunin & Beard, 1963).

Essa interpretagdo, no entanto, ndo encontrou apoio nas investigagGes de Whang,
Yagi & Neter (1967) e McCabe & Greely (1973) para os quais a resposta desses animais
(coelhos) para ECA constitui-se apenas de anticorpos tipo IgM, cuja agdo protetora seria
pouco provdvel no modelo experimental utilizado.

No homem, os dados experimentais relativos a um provavel papel de anticorpos
na protecio, restringiram-se as evidéncias de McCabe, Kreger & Johns (1972) e McCabe,
Johns & DiGenio (1973) os quais negaram a significagdo de anticorpos circulantes para
ECA em pacientes com bacteriemias.

As evidéncias de um possivel papel protetor de anticorpos para ECA em animais
de laboratério, sua inocuidade para estes animais (Kessel, Neter & Braun, 1966) e para o
homem {(Gorzynski et al, 1972) levaram alguns (McLaughlin & Domingue, 1974) 4 sugestdo
de que este imunogeno seria de grande importancia, como vacina, na profilaxia de infec-
¢Oes por enterobacteérias.

O fato de que este antigeno, quando inoculado em cobaios com o adjuvante de
Freund completo, induziu fenémenos de hipersensibilidade tardia (Morgenstern & Gor-
zynski, 1973) seria mais um fator em favor de seu emprego como vacina. No entanto, co-
mo ja mencionado, a suposi¢cdo de uma provdvel participagdo do ECA na patogenia de cer-
tas doencas auto-imunes, fez com que fosse recomendada cautela quanto 2 sua aplicago
clinica, até que elucidado seu papel real nas infecgdes por enterobactérias (Gorzynski,
1976b).

Com relagdo a uma possivel aplicagdo clinica do titulo de anticorpos para ECA
no diagnostico, alguns resultados tém sido promissores e outros pouco satisfatorios, de-
pendendo do tipo de infec¢do.

Em soros normais, a avaliagdo do titulo de anticorpos anti ECA data dos tra-
balhos de Kunin (1962, 1963) e Kunin & Beard (1963). De acordo com esses resultados
o titulo dos anticorpos é extremamente baixo em soros fetais quando comparados 20s so-
ros maternos. A partir de seis meses os titulos de anti ECA se correlacionaram aos obtidos

para o antigeno 0.

Resultados similares foram publicados por Whang & Neter (1963), segundo os
quais, o titulo maximo de anti ECA no soro de individuos normais e em preparagdes co-
merciais de gama globulina foi de um para quarenta.
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Em infec¢des, o aumento do titulo de anti ECA seguiu um padrdo relacionado
ao tipo de infec¢do. Em casos de enterites, por salmonelas ou E, coli, infecgGes urindrias
agudas ou, bacteriemias, anticorpos anti ECA foram demonstrados ocasionalmente,
em baixos tftulos (Andersen, 1966; Carter et al, 1968; Diaz & Neter, 1968; McCabe,
Johns & DiGenio, 1973; McCabe, Kreger & Johns, 1972; Vosti et al, 1964).

Em outras condigdes, como em shigelose, peritonites (Griffiths, Yoonessi & Ne-
ter, 1977) e infeccBes urindrias cronicas (Andersen, 1966; Saito, 1967; Whang & Neter,
1963) um aumento significativo no titulo de anti ECA foi observado.

Quando os titulos de anticorpos anti ECA foram comparados ao obtido para um
outro antigeno comum, ou seja, a lipoproteina, o padrdo de respostas para ambos diferiu
com o tipo de infec¢do (Griffiths, Yoonessi & Neter, 1977). Para esses investigadores, em
pacientes com bacteriemias e doencas malignas um titulo elevado de anticorpos foi evi-
denciado somente em relacdo a lipoproteina, o que justificaria os resultados insatisfato-
rios de McCabe, Kreger & Johns (1972) e McCabe, Johns & DiGenio (1973) quanto a an-
ticorpos para ECA.

No que diz respeito a pacientes com febre tiféide, foi observado que em dois, de
oito casos, houve um aumento significativo no titulo de anti ECA (Diaz & Neter, 1968).

Destas infec¢Bes, o significado do titulo desses anticorpos como ajuda no diag-
néstico clinico tem sido discutido particularmente em rela¢fo as infec¢Ges renais, como a
pielonefrite. Para alguns pesquisadores, o titulo de anti ECA serviria como indicador
destas infec¢des (Saito, 1967; Thomsen & Hjort, 1977; Whang & Neter, 1963), enquanto
outros negaram tal correlagdo (Andersen, 1966, Carter et al, 1968 Sanford et al, 1978).

Ainda no que diz respeito a este tipo de infecgbes, Aoki, Merkel & McCabe
(1966) e Aoki et al (1967) sugeriram que testes de imunofluorescéncia, com imunessoro
anti ECA, poderia ser uma maneira facil e itil de demonstrar antigenos bacterianos no te-
cido renal, uma vez que substituiria uma grande quantidade de soros especificos para dife-
rentes amostras de E coli e outras enterobactérias. Em pielonefrites cronicas a presenga
destes antigenos foi demostrada em seis de sete casos de pielonefrites abacterianas (Aoki
et al, 1969).

Tais resultados, no entanto, ndo foram confirmados por Schwarz & Cotran
(1973) e por Thomsen & Hjort (1973) segundo os quais, somente em pielonefrites agudas
foi possivel a evidenciagdo deste antigeno no tecido renal.

As possiveis implica¢des do antigeno ECA na viruléncia, patogénese, imunidade
e diagnostico ndo foram ainda, como se segue da presente revisdo, perfeitamente elucida-
das.

H4 evidéncias de que em seres humanos, tal como ocorreu em coelhos, a imuni-
zac3o com a fragdo ECA semipurificada (fra¢fo solivel em etanol) produza um aumento
significativo de anticorpos anti ECA (Gorzynski et al, 1972).

De nossas observagdes (Milhomen, 1979) a imunizagdo de individuos com vaci-
nas contendo antigeno ECA, no caso, a vacina antitifoidica, ndo provocou resposta hu-
moral para este antigeno. Esse fato ndo exclui uma possivel participa¢io do antigeno na
imunidade antitifoidica uma vez que, tal como ocorre em coelhos, esta vacina pode pre-
parar o0 homem para uma rdpida resposta secundaria ao agente bacteriano. Resta salientar
que mutantes rugosas, quando vidveis, foram imunogénicas para ECA independente da
amostra bacteriana original.

Foi mencionado que estas mutantes oferecem uma maior imunidade que vacinas
inativadas. Ndo tendo sido definido os determinantes antigénicos responsdveis por esta
prote¢do, a participagdo do ECA deveria ser investigada.
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SUMMARY

The results of the work done from the beginming of the century up to the
present were reviewed, leading to the conclusion that the large amount of available
knowledge on the chemistry, immunological, antigenic, and biological aspects of the anti-
gens of Salmonella, was not sufficient to determine which antigen(s} accounted for
immune protection on systemic salmonellosis.

Data accumulated on numerous and diversitied preparations being used as
immunogens, as well as on several experimental models and different methods of studying
the immune response. In relation to Safmonella typhi, given that this microorganism is an
exclusive natural pathogen only for man, the results of protection obtained with labora-
tory animal experiments, often, did not show any correlation with observed facts in the

human being.

[t should be mentioned, however, that the search for an immune response has
been restricted, in most instances to the O, H and Vi antibodies, and to active or passive
protective tests with mice. Cell mediated immunity has been evaluated mainly by using
skin tests with chemically ill defined and variable protein preparations.

No definitive hypothesis is available, at present, related to the mechanism(s) of
immune protection operating on systemic salmonellosis.
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