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RESUMO

Devido a evidéncias sugestivas da possibilidade de transmisséo da toxoplas-
mose por transfusio de sangue, os autores se propuseram avaliar o papel pre-

ventivo da violeta de genciana, &
doenca de Chagas.

semelhanga do que .ji ¢ estabelecido para a
O experimento em camundongos revelou a acfio profildtica

da violeta de genciana quando adicionado ao sangue a ser transfundido na con-
centracio de 1/1000 e permanéncia por 48 horas na geladeira.

INTRODUCAO

Existem evidéncias sugestivas da possibi-
lidade de transmissfio da infeccio pelo Toxo-
plasma gondii através da hemoterapia 6.2,10,14,
A propdsito, salientamos a parasitemia, cbser-
vada experimentalmente e também no homem,
sobretudo no estddio agudo da doenca, mesmo
em pacientes clinicamente assintomadticos e
que pode permanecer por muitos meses 3,6,7.9,5,
Deve ser lembrado dque tal protozodrip ja foi
demonstrado no sangue de doadores assinto-
madticos 126 e que os trofozoitos do toxoplasma
sobrevivem em sangue humano citratado por
até 50 dias4M®. H4 relatos de que pacientes
submetidos & terapia imunossupressora adqui-
rem toxoplasmose através da transfusdo de
leucdcitos 11,12, Configura-se, portanto, o risco
de aquisicdo da doenca, através de transfusdo
de sangue total ou de seus derivados, com
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maior gravidade para os pacientes com doengas
malignas ou em terapia imunossupressora.

Microrganismos presentes, transitdria ou
duradouramente, no sangue de individuos que
podem tornar-se doadores, de modo geral sdo
aptos a motivarem infecgGes nos receptores.
Dentre estes, os mais em foco sfo aqueles res-
ponsdveis pela doenca de Chagas, hepatites por
virus B, nfo A ndo B, maldria e a sifilis, mas
€ imperioso nadc esquecer de outros, particu-
farmente o T. gondii. Além disso, convém re-
memorar que nao € impossivel o compsareci-
mento, a Servicos de Hemoterapia, para doa-
c&o, de individuos com toxoplasmose inaparen-
te ou oligossintomadtica, recentemente adquiri-

da.
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A adicdo de violeta de genciana ao sangue
de doadores para eliminacfio- do Trypanosoma
cruzi €, desde ha muito, recurso consagrado no
due tange & profilaxia da veiculacio transfu-
sional desta protozoosed. Considerando que
esta tatica j4 merece utilizacio efetiva, inter-
pretamos como conveniente tentar verificar se
ela 6 capaz de oporse & contaminacio hemo-
terapica da infeccdo toxoplasmdtica.

MATERIAL E METODOS

Camundongos albinos, com dois meses de
idade e aproximadamente 25 g, procedentes do
Biotério da Faculdade de Medicina da Univer-
sidade de Sao Paulo, foram distribuidos em oi-
to grupos experimentais (I a VIII).

Cada grupo era constituido por 12 animais,
sendo cada camundongo inoculado por via in-
traperitoneal com 0,5 ml de sangue humano
associado ou nido a determinados componentes,
conforme especificacdes abaixo:

Grupo I: sangue, 50.000 trofozoitos de T. gon-
dii, vicleta de genciana 1/1 000, permanen—
cia por 24 horas na geladeira.

Grupo II: sangue, 50.000 trofozoitos de T. gon-
dii, violeta de genciana a 1/1 000, permanén-
cia por 48 horas em geladeira.

Grupo IIT: sangue, 50.000 trofozoitos de T. gon-
" dii, violeta de genciana 1,4 000, permanén-
cia de 24 horas na geladeira.

Grupo IV: sangue, 50.000 trofozoitos de T. gon-
dii, violeta de genciana 1/4 000, permanéncia
por 48 horas em geladeira.

Grupo V: sangue, 50.000 trofozoitos de T. gon-
dii, permanéncia por 24 horas na geladeira.

Grupe VI: sangue, 50.000 trofozoitos de T. gon-
dii, permanéncia por 48 horas na geladeira.

Grupo VII: sangue, violeta de genciana 1/4 000,
permanéncia por 24 horas na geladeira.

Grupo VIII: sangue, permanéncia por 24 ho-
ras ha geladeira.

Ao sangue adicionou-se CPD (citrato, fos-
fato e destrose), costumeiramente utilizado em
Servicos de Hemoterapia, sendo o mesmo es-
tocado em geladeira & temperatura de 4°C.

Os trofozoitos foram obtidos & partir do

liquido peritoneal de camundongos inoculados
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previamente com a cepa N de T. gondii, con-
forme metodologia descrita por SILVA & CA-
MARGO B,

A violeta de genciana, fornecida pela Divi-
séo de Farmdcia do Hospital das Clinicas (Vio-
leta de genciana 0,5 g, solucdo de glicose a
5% em &gua destilada, g.s.p. 100 ml) de pro-
cedéncia alema, adquirida da firma “Labor-

2

max’.

Seis animais de cada grupo foram sacri-
ticados com 3, 6 e 15 dias apds o inicio do
experimento, sendo entdo feita a pesquisa de
parasitas no liquido peritoneal e colhido frag-
mentos teciduais de figado, pulméo e sistema
nervoso central para exame histopatologico. Os

-fragmentos de tecido foram processados pelos

métedos habituais para obtengdo de prepara-

-dos histolégicos, os quais foram corados pela

hematoxilina-eosina.

Os demais animais de cada grupo (6) fo-
ram acompanhados para a observacio de mor-
talidade, por um periodo de até 30 dias, pro-
cedendo-se & procura de parasitas no liquido
peritoneal naqueles que iam a Gbito.

© Os animais infectados que sobreviveram
apés os 30 dias foram entdo sacrificados, efe-
tuando-se a pesquisa de parasitas no liquido
peritoneal e colhido os fragmentos de tecido
para exame histopatolégico. Com o extrato
de cérebro desses animais sobreviventes foram
feitas subinoculacfes em outros camundongos
(dois para cada grupo) sen{ilo estes sacrifica-
dos apds dez dias de observacio. Neles foram
pesquisados parasitas no liquido peritoneal e
colhidos fragmentos de figado, pulmfo e sis-
tema nervoso, para exame histopatoldgico.

RESULTADOS

Na Tabela I estdo expressos os resultados
da pesquisa de parasitas no liquido peritoneal
e nos tecidos, assim como as alteracdes histo-
patoldgicas especificas; na Tabela IT estdo re-
gistrados os dados de mortalidade.

Os camundongos dos grupos V e VI (infec-
tados pelo T. gondii e ndo submetidos a acdo
da violeta de genciana) revelaram, quando sa-
crificados, a presencga dos parasitas no liguido
intraperitoneal e nos tecidos. Além disso, exibi-

. ram. lesdes parenquimatosas hepdticas extensas.
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TABETLATI

Estudo experimental sobre a atividade da violeta de genciana na profilaxia da transmissio da toxoplasmose por transfusdo de sangue: pesquisa de parasitas no liquido
peritoneal, nos tecidos e alterages histopatoldgicas

Concentragéo Periodo de contato Numero de Presenga de Identificagdo Hepatite Pneumonite Lesbes do
Grupos da violeta com sangue e parasitas parasitas no dos parasifas toxoplasmdtica intersticial sistema
de genciana permanéncia ha inoculados liquido no figado Nervoso
geladeira peritoneal central
I 1/1000 24 horas 5x10+ ausente 0 0 0 0
11 1/1000 48 horas 5x10¢ ausente 0 0 ) 0
presente no
II1 1/4000 24 hotras 5x10* 6. dia apos + +4 0 0
inoculagio
presente no
v 1/4000 48 horas 5x10+ 6.0 dia apos + +4 0 0
inoculagéo
presente no
v — 24 horas 5x10* 3.0 dia apés + 4 0 0
inoculagio
presente no
VI - 48 horas 5x10* 3.0 dia apds - ENE 0 0
inoculagéo
Vi1 1/4000 24 horas — — 0 0 0 0
VI — 24 horas _ — 0 0 1] 0
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TABELA II
Estudo experimental sobre a atividade da violeta de genciana na profilaxia da transmissio da toxoplasmose por trans-
fuso de sangue: mortalidade

Ntimero
de Numero de animais mortos apds inoculagio Mortalidade
GRUPOS animais - até 30 dias
em cada dias (%)
grupo
6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13,0 14.0 30.0
I 6 — — — — — — — 1 — 2 50
II 6 — — — — — — — — 1 — 17
111 6 — — 2 3 1 — — — — — 100
v 6 — — — —_ 2 1 1 — — — 67
v 6 — 5 1 — — — —_ — — — 100
VI 6 — — 6 — — — — — — — 100
VII 6 — — — —_ — — — — — — 0
VIII 6 — — — — — — — — — —_ i}

Estas eram representadas por areas de necro-
se dos hepatdcitos que eram circundadas por
infiltrado mononuclear com numerosos para-
sitas fagocitados por macréfagos. O infiltrado
mononuclear também comprometia os espacos
portais, onde o parasitismo era poucol fregiien-
te. As células de Kupffer estavam hipertrofia-
das e hiperplasiadas e por vezes fagocitando
o toxoplasma (Fig. 1). O envolvimento pul-
monar restringiu-se a4 ocorréncia de pequenos
focos de infiltrado mononuclear septal e/ou
peribrénquico, ndo tendo sido notado parasi-
tismo. Nao foram observados quaisquer alte-
ragbes no sistema nervoso central. Todos os
animais desses grupos quando observados em
relacdo a mortalidade, foram a 6bito entre o
7° e 8- dias, denotando a gravidade da infec-
¢ao, assim transmitida.

A adicdo ao sangue de violeta de genciana
na concentracdo de 1/4000 (grupos III e IV)
nédo alterou significativamente o comportamen-
to da infeccfo, pois os parasitas estiveram pre-
sentes no liquido intraperitoneal e nos tecidos.
No entanto a hepatite toxoplasmoética apresen-
tou menor intensidade com lesBes necrdticas,
menos extensas e parasitismo mais baixo.

A mortalidade nesses grupos também foi
muito elevada, 100% e 67%, respectivamente,
embora ocorrendo entre o 82 e 10° dias para
0 grupo III (tempo de contato com a violeta
de 24 horas) e entre o0 10° e 12~ dias para o
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grupo IV (tempo de contato com a violeta de
48 horas).

A concentracio de violeta de genciana de
1/1000, 24 ou 48 horas de contato (grupos I
e II) determinou o desaparecimento dos para-
sitas no liguido intraperitoneal e nos tecidos,
néo ocorrendo também as lesdes hepdticas agu-
das graves que caracterizaram a hepatite to-
xoplasmética. No figado foram encontrados
apenas discreto infiltrado mononuclear portal
e hipertrofia e hiperplasia discreta e difusa das
c€lulas de Kupffer. O," acompanhamento por 30
dias desses animais mostrou mortalidade de
50% no grupo I e de 17% no grupo II, repre-
sentado pela morte de 1 animal no 14.° dia,
sendo negativa a pesqpisa de parasitas.

As subinoculacdes de triturado de sistema
nervoso a partir de camundongos sobreviven-
tes ndo determinou alteracbes no sistema ner-
voso, figado ou pulmdes, ndo sendo também de-
tectados parasitas no liguido peritoneal ou nos
tecidos (cistos ou pseudocistos).

DISCGUSSAO

A pesquisa que levamos a cabo demons-
trou que a violeta de genciana pode, da ma-
neira como foi empregada, e que € semelhante
4 preconizada para a prevencdo da doenca de
Chagas transfusional, evitar a transmissio da

toxoplasmose pela hemoterapia.
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Flg. | — Hepatile loxoplasmitica: necrose de bepatocitos, inflitrado mononuclear & parasitismo de célulss de
Hupffer {24001

Os camundongos inoculados com sangue e
tozoplasma desenvolveram gquadro histopatolo-
gico de hepatite aguda grave com extensas so-
nas de necrose do figado e parasitismo impor-
tante. Os parasitas estavam também presentes
no liguido intraperitoneal. A mortalidade dos
animais foi de 100%, ocorrendo entre o 7° e &7
dias, o que reflete a gravidade da infeccao as-
sim transmitida.

A vinleta de genciana adicionada ao sangue,
na concentragio de 1/1 000 e respeitada a per-
manéncia na geladeira por 48 horas, opisse
a transmissdo da infeccio pelo T. gondii a2 ca-
mundongos. Os parasitas estavam ausentes no
liguido peritoneal e nos tecidos, nio sendo ob-
servadas alteracbes hepdticas agudas. O en-
contro de discreto infiltrado inflamatdrio por-
tal e discreta hipertrofia e hiperplasia das
células de Kupffer devem refletir aspecto rea-
cional hepdtico ao material inoculado, eventual-
mente parasitas mortos, A ocorréncia de ape-
nas um dbito tardio (14" dia) apds inocula-
¢fio, a nosso ver ndo resultou de infecgio toxo-
plasmdtica, porgue nio foram enconirados pa-

rasitas no liguido intraperitoneal ou nos teci-
tos,

A concentracio menor de violeta de gen-
ciana (1/2000) ndo foi suficiente para prote-
geT 05 animais da infeccho toxoplasmdtica, pols
o5 parasitas foram identificados no liguido pe-
ritoneal, ocorrendo no figado hepatite toxoplas-
motica especifica, se bem gue de menor in-
tensidade que aguela observada nos animais
inoculados sem a droga.

A apreciaciio histopatolégica dos diferentes
grupos nao indicou nos pulmbes a existéncia de
pneumonite intersticial aguda toxoplasmdtica.
Westes orgaos, a presenca de discreto infiltra-
do mononueclear peribringquico, nao tem ligagio
com a infeccio toxoplasmotica ou gualguer ou-
tra providéncia pertinente ao estudo, Tal al-
teracio & vista com fregiéncia, como depen-
dente de procedimentos relacionados com a
manutencéo dos animais ou de seu proprio
comportamento.

O exame do sistema nervoso central nio re-
velou gualguer alteracio histopatoldgica, nem

a3
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a presenca de pseudocistos ou de cistos teci-
duais toxoplasmoticos, mesmo nos animais que
foram subinoculados com triturado de cérebro
de camundongos sobreviventes.

Em face dos conhecimentos até agora dis-
poniveis acreditamos que nfo estd indicada sis-
tematicamente, nos Bancos de Sangue, tria-
gem rotineira de doadores baseada na procura
de anticorpos anti-T. gondii. Melhor seria re-
servar a feitura de prova soroldgica esclarece-
dora para a selecBo de doadores escolhidos
para fornecimento de sangue total ou de seus
derivados destinados a doentes imunossuprimi-
dos. Nesses cascs seria de grande utilidade a
adicdo da violeta de genciana ao sangue a ser
transfundido, face ao risco representado pela
aquisigio de toxoplasmose por estes pacientes.

SUMMARY

Experimental study on the possible profilatic
action of"the gentian’s violet in the toxoplasma
transmission through blood transfusion.

The Authors proposed a study for the eva-
luation of the prevention of toxoplasmose
transmission through blood transfusion by the
gentian’s violet as has been made for Chagas’s
Disease. Experiments with mice showed that
the gentian’s violet added to the blood in the
concentration of 1/1000 keeped in refrigerator
for 48h prevents the transmission.
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