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“TdT­mediated dUTP nick end labeling” (TUNEL);
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HIPERPLASIA E MORTE CELULAR PROGRAMADA (APOPTOSE) DE MASTÓCITOS

DE MUCOSA (MMC) NO INTESTINO DELGADO DE RATOS EXPERIMENTALMENTE

INFECTADOS COM Hymenolepis diminuta

RESUMO

O helminto adulto Hymenolepis diminuta é um parasita não invasor da mucosa
intestinal, mas é capaz de causar em ratos hiperplasia de mastócitos de mucosa (MMC),

alterações da motilidade intestinal e de promover a hiperplasia e a hipertrofia da musculatura
lisa intestinal. A dinâmica do aumento populacional e da resolução da hiperplasia de MMC

foi estudada utilizando­se ratos Sprague­Dawley experimentalmente infectados com H.
diminuta. Para o estudo da hiperplasia de MMC utilizou­se, como marcador de núcleos de

MMC em divisão celular, o nucleosideo modificado bromodesoxiuridine (BrdU). O intervalo

entre a injeção de BrdU e o aparecimento dos núcleos marcados (em divisão celular) de MMC

no intestino delgado foi determinado colhendo­se amostras de tecidos do duodeno e do ileo de
ratos controles não infectados à(s) O, 1, 24, 48 e 72 horas após a injeção de BrdU. Para

detecção de MMC em divisão celular, utilizou­se a técnica histoquímica pelo azul de Astra e a

técnica  imunohistoquímica pelo anti­BrdU para a coloração simultânea de grânulos
citoplasmáticos e de núcleos de MMC, respectivamente. Nos animais controles, os MMCs

positivos (MMCs BrdU+) não foram detectados à uma hora, mas, 1,3% e 0,4% às 24; 3,8% e

3,9% às 48 e 4,2% e 4,1% às 72 horas, após a injeção de BrdU, foram detectados no duodeno

e no leo, respectivamente. A falta de MMC marcados à uma hora indicou a falta de

precursores de MMC migratórios ou de MMC residentes capazes de entrarem em divisão e
diferenciarem­se no intestino normal de ratos não infectados. O aumento de MMCs BrdU+

presentes entre 24 e 72 horas indicou o tempo de trânsito necessário para MMCs da medula

óssea ou do sangue alcançarem o intestino. Já os ratos infectados entre o 6º e o 15º DAI e que
receberam duas doses de BrdU 72 horas antes de serem necropsiados não mostraram

diferenças significativas em relação aos não infectados. Entretanto, aqueles infectados aos 32

DAI apresentaram as taxas de MMC BrdU+ de 11,5% no duodeno e de 14,0% no ileo.

Quando BrdU foi injetado nos animais infectados aos 32 DAI, com uma única dose, uma hora

antes dos tecidos intestinais serem colhidos, a percentagem de núcleos de MMC BrdU+ foi de

0,8% e 0,6% no duodeno e no leo, respectivamente. Com estes dados chegou­se à conclusão
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de que a hiperplasia de mastócitos ocorrida aos 32 DAI pode não somente ser em decorrência

da migração de precursores de mastócitos da medula óssea ou da corrente sangiiínea (72

horas), mas também da proliferação de mastócitos maturos oriundos do intestino ou de suas

proximidades (uma hora). O estudo da resolução da hiperplasia de mastócitos induzida pelo
cestódeo e das alterações morfométricas da parede intestinal foi realizado após a remoção do

parasita dos animais pelo tratamento com o anti­helmíntico praziquantel (PZQ). Este

experimento foi conduzido utilizando­se a técnica histoquímica para identificação de MMC

pelo azul de Astra e a técnica modificada TUNEL (“TdT­mediated dUTP nick end labeling”)

de marcação in situ de DNA fragmentado para identificação de MMC em apoptose. Os
tecidos do leo de ratos infectados aos 32 DAI com H. diminuta foram colhidos a uma, duas,

três e quatro semanas após o tratamento com PZQ. Os grupos controles foram os ratos não
infectados ou os infectados com H. diminuta aos 32 DAI, mas não tratados com PZQ. Desta

forma, observou­se que as alterações da população de MMC foram correlacionadas com as

alterações funcionais e morfológicas do intestino após a remoção dos parasitas adultos.

Observou­se um declínio na contagem de MMC na mucosa e na submucosa após a remoção

do parasita, onde os números de MMCs aproximaram­se inicialmente aos níveis do grupo

controle não infectado quatro semanas após o tratamento. Da mesma forma, o número de

MMC em apoptose foi máximo nos animais infectados (32 DAI) e na segunda semana após a
remoção do parasita, mas simultaneamente ao declínio de MMC, MMC apoptótico também

declinou, havendo portanto, uma correlação positiva. Além disso, as camadas da musculatura
lisa intestinal hipertrofiadas pela infecção e as estruturas da mucosa começaram a atrofiar

neste mesmo período. MMCs em apoptose não foram visualizados na submucosa e nem na

muscularis externa. Assim, concluiu­se que H. diminuta provoca hiperplasia de MMC e

espessamento da mucosa e da muscularis externa e estas alterações começam a declinar e

retornar aos valores normais três semanas após a retirada do parasita, sugerindo que, apoptose

pode ter um grande papel na involução da hiperplasia de MMC induzida pelo cestódeo.

Palavras­chave: Hymenolepis diminuta, mastócitos, TUNEL, BrdU, apoptose, motilidade
intestinal.
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HYPERPLASIA AND PROGRAMMED CELLULAR DEATH (APOPTOSIS) OF MUCOSAL

MAST CELL (MMC) IN THE SMALL INTESTINE OF EXPERIMENTALLY INFECTED

RATS WITH Hymenolepis diminuta

SUMMARY

The non­invasive adult tapeworm, Hymenolepis diminuta, is associated with mucosal
mast cell (MMC) hyperplasia, alterations of intestinal motility and smooth muscle cell

hypertrophy and hyperplasia in its rat host. The dynamies of MMC population and the

resolution of MMC hyperplasia after chemical removal of the tapeworm was studied in

Sprague­Dawley rat experimentally infected wit H. diminuta. The dynamic of MMC
hiperplasia was studied using double staining: chemical staining by Astra blue for

identification of cytoplasmatic granules of MMC and nuclear immune staining by anti­BrdU
for identification of MMC in cellular division. The interval between nuclear labeling by BrdU

injections and the appearance of labeled, fully differentiated MMC in the intestine was
assessed by collecting samples of duodenum (D) and ileum (1) from uninfected control! rats at

O, 1, 24, 48 and 72 hours after BrdU injection and determining the ratio of MMC with

BRDU+ nuclei vs total MMC per crypt­villus­unit (CVU). Labeling was not detectable at

1 hour, but was 1.3% (D) and 0.4% (1) at 24 hours; 3.8% (D) and 3.9% (1) at 48 hours, and

4.2% (D) and 4.1% (1) at 72 hours. The lack of labeled MMC at O and 1 hr indicate the lack of

MMC precursors capable of division and subsequent differentiation in normal intestine. The

increase of BdrU + MMC present between 24 and 48 hours is indicative of the bone marrow

stem cell division and blood transit time required to reach the intestine. Rats infected 6 and 15

days post infection (dpi) and injected with BrdU 72 hours before tissue collection showed no

diflerence from those uninfected rats. However, rats infected 32 dpi and injected with BrdU

72 hours before tissue collection had MMC ratios of 11.5% (D) and 14.0% (1). If the BrdU

was injected only 1hr before tissue collection at 32 dpi, the ratio of labeled MMC nuclei was

0.8 and 0.6% (D and 1, respectively). These data suggest that the majority of the increased

numbers of MMC appearing in the intestine at 32 dpi are from the bone marrow or blood

stream (72 hours), but those labeled after only 1 hour originate in or near the intestine. The

dynamics of the resolution of both tapeworm­induced MMC hyperplasia and tissue changes
during the period following removal of the tapeworm with praziquantel (PZQ) was assessed
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by chemical identification of MMC by Astra blue and morphometric techniques. Às a
possible mechanism of MMC population regulation, MMC apoptosis was examined over the
same experimental period using an in situ nick end labeling of fragmented DNA (TUNEL­
“TdT­mediated dUTP nick end labeling”). Shifis in MMC numbers were correlated with

functional and morphological changes of the intestine following removal of the adult stage

tapeworm. Ileal tissues from rats infected 32 days with H. diminuta (the beginning of plateau

phase of tapeworm­induced chronic mastocytosis) were harvested one, two, three and four
weeks after the PZQ treatment. Control ilea were obtained from rats which were either never

infected and never treated with PZQ or from rats infected with H. diminuta for 32 days but

not treated with PZQ. The decline of MMC oceurred in the mucosa and submucosa. MMC

numbers first approached to uninfected control levels at four weeks post­treatment.
Coincident with the decline in mucosal MMC numbers, the rate of MMC entering apoptosis

also declined. Simultanceously, ileal smooth muscle layers, hypertrophied by infection, and

mucosal structures began the process of involution and atrophy showing a positive

correlation. Apoptosis of MMC in the submucosa and muscularis mucosa was not detected. In

conclusion, H. diminuta­elicited hyperplasia of MMC and increased thickness of both mucosa

and muscularis externa begin a decline toward control values after three weeks or tapeworm

removal. These data are consistent with the lack of MMC mediation of altered motility, and

the decline in the rate ofMMC apoptosis at three weeks post PZQ suggest that apoptosis may

play an important role in the involution of tapeworm­induced mastocytosis.

Key words: Hymenolepis diminuta, mast cell, TUNEL, BrdU, apoptosis, intestinal motility.
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1. INTRODUÇÃO

O cestódeo adulto, Hymenolepis diminuta, um parasita não invasivo específico do

intestino delgado de ratos, causa uma infecção crônica, não é rejeitado e é capaz de sobreviver por

muito tempo no hospedeiro definitivo. Além disso, este parasita, apresenta dimensões consideráveis,

reside apenas no lúmen intestinal e apresenta um ciclo migratório diurno, da região oral para a

caudal, no jejuno/leo (HOPKINS, 1970). Apesar deste parasita não ser invasivo e não penetrar na
mucosa intestinal, DWINELL et al. (1994) constataram alterações nos padrões de contratibilidade

intestinal em ratos cronicamente infectados com este cestódeo. Uma das alterações mioelétricas da

contratibilidade intestinal compreendia a diminuição no padrão dos ciclos interdigestivos nos

animais parasitados. Desta forma, DWINELL et al. (1995) observaram o trânsito alimentar dimuído
e sugeriram que isto poderia facilitar as migrações diurnas, aumentar o tempo de absorção de

nutrientes luminais em benefício ao parasita e previnir a sua expulsão pelo hospedeiro. As alterações

na contratibilidade intestinal, a partir do oitavo dia da infecção experimental, eram frequentemente

encontradas no leo, a região do intestino do rato onde a mastocitose da mucosa intestinal e a

hipertrofia da camada muscular intestinal circular e longitudinal eram mais proeminentes

(DWINELL et al. 1998). O aumento da população de mastócitos e os níveis de IDE também foram

observados por FEFATHERSTON & COPERMAN (1990) e FEATHERSTON et al. (1992).
No entanto, a relação dos mastócitos com as alterações morfológicas e mioelétricas ainda

não é compreendida. As observações acima sugerem que a presença física do parasita e talvez a

presença de sinais moleculares secretados por eles são necessários para induzir a quimiotaxia de

células inflamatórias, a alteração da contratibilidade intestinal e a hipertrofia muscular. Embora nas

infecções parasitárias, a população de mastócitos e a concentração de IBE aumentam, o padrão da

resposta imune e inflamatória de cada infecção é diferente e desta forma sugere­se que a população

de mastócitos é capaz de iniciar, ativar ou moderar sua resposta. Entretanto, não é entendido como

os mastócitos podem responder de diferentes maneiras a fim de estimular vários elementos do

sistema mioentérico causando mais do que um padrão de contratibilidade muscular.

Como Sprague­Dawley é uma cepa de rato considerada permissiva à infecção por H.

diminula e uma vez que este parasita sobrevive neste hospedeiro por vários meses, apesar da
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significante mastocitose verificada em todo o período da infecção, este cestódeo foi um

modelo útil para investigar os mecanismos regulatórios das funções intestinais, particularmente

os mecanismos de comunicação do lúmen intestinal com a lâmina própria e o músculo liso
entérico.

O presente trabalho baseou­se na hipótese de que o aumento da população inicial de

mastócitos, no intestino de ratos infectados por helmintos, pode ser em decorrência não somente de

precursores endógenos de mastócitos, os quais se diferenciam em células maduras na parede

intestinal após estimulação por infecções parasitárias, como também devido à divisão imediata de

precursores hematopoiéticos na medula óssea ou migração de mastócitos do sangue. Desta forma,

o objetivo do trabalho foi verificar se mastócitos após a diferenciação e a maturação na medula

óssea sofrem migração e proliferação no intestino delgado induzidos pela infecção intestinal

parasitária e da sua relação com a hipertrofia e motilidade intestinal, seja para expulsão ou para

manutenção dos parasitas no hospedeiro. Além disso, objetivou­se também verificar se após a

remoção química do parasita através do anti­helmíntico específico, o praziquantel, ocorreria uma

involução da população de mastócitos e se esta involução estaria associada com a morte

programada celular, a apoptose.
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2. REVISÃO DE LITERATURA

2.1. Hymenolepis diminuta

Hymenolepis diminuta é um parasita cestódeo, espécie­específico de ratos, estritamente

luminal que não é rejeitado pelo hospedeiro definitivo e nem está associado com infecção clínica no

intestino delgado. Dentro do lúmen do intestino delgado, este parasita migra da região proximal do

jejuno para o fleo em um ciclo diurno correspondendo ao período alimentar do hospedeiro

(CHAPPELL et al., 1970). Estudos de ratos infectados com H. diminuta têm demonstrado que a

contratibilidade do intestino pode alterar­se (SUKHDEO, 1992). Desta forma, DWINELL et al.

(1994) estudando as alterações mioelétricas em ratos cronicamente infectados com H. diminuta,

determinaram que a atividade mioelétrica intestinal estava profundamente alterada durante a

infecção, onde a contratibilidade estava aumentada mas o movimento de propulsão estava

diminuído. Estas alterações mioelétricas começavam consistentemente oito dias após a infecção e

era contínua por todo o período analisado. Os autores concluíram que esta interação entre o

parasita e o hospedeiro poderia prevenir a expulsão do parasita do intestino delgado favorecendo a

sua permanência no hospedeiro mas facilitando a sua migração dentro do intestino. Em seguida,

DWINELL et al. (1995) verificaram que estas alterações eram abolidas após o tratamento com o

antihelmítico praziquantel, pois 24 horas após o tratamento os padrões elétricos voltavam ao

normal. Continuando os estudos, DWINELL et al. (1997) verificaram que este parasita causava

atraso no trânsito de líquidos e diminuía população da flora aeróbica mas sem estimular o

crescimento bacteriano anaeróbico, indicando que o trânsito alimentar poderia também ser atrasado,

permanecendo mais tempo dentro do intestino. DWINELL et al. (1998) detectaram espessamento

da muscularis externa e da cripta de Lieberkilhn de todo o intestino delgado aos 20 dias após a

infecção experimental. Além disso, a população de mastócitos de mucosa começava a aumentar 26

dias após a infecção (DWINELL et al. 1998) mas não estava relacionada com a alteração da
contratibilidade intestinal. Posteriormente, STARKE & OAKS (2001) verificaram além da

mastocitose e do aumento do número de eosinófilos na lâmina própria, também o aumento do

número de células caliciformes na camada epitelial do fleo, mas que não foram suficientes para

desencadear o mecanismo de expulsão do parasita pelo hospedeiro. Os autores sugeriram que este
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parasita no rato poderia estimular as células efetoras a secretarem substâncias que tivessem ações

mais diretamente relacionadas com a manutenção da homeostasia ou com a reparação de lesões.

Nesta mesma linha de raciocínio, McKAY et al. (1991) observaram que o cestódeo H. diminuta era

capaz de alterar a capacidade funcional e imunológica intestinal do hospedeiro provocando

alterações nos níveis de peptídeos intestinais em camundongos infectados, onde os níveis de

enteroglucagon e substância P (SP) estavam elevados, mas os de neurotensin (NT), peptídeo

histidina isoleucina (PHI) e peptídeo intestinal vasoativo (VIP) estavam diminuídos nos animais

infectados em relação aos controles não infectados. Mais recentemente, o mesmo grupo de

pesquisadores (REARDON et al., 2001) verificou que a infecção por este cestódeo era capaz de
reduzir a severidade de colitis em camundongos pela recuperação do transporte de íons através do

epitélio. Os autores confirmaram que o parasita por si só ou os seus produtos biológicos poderiam

ser benéficos aos hospedeiros por participar no reparo de algumas lesões, na homeostasia e na
plasticidade intestinal.

2.2. Imunofisiologia da mucosa intestinal e sua relação com o parasitismo

As superfícies de mucosas são portas de entrada para muitos patógenos e para evitar que
isto aconteça o sistema imunológico deve estar bastante desenvolvido e preparado para manter uma

barreira contra a entrada destes patógenos para a corrente sanguínea. Na mucosa intestinal, as

respostas imunes são iniciadas em pontos importantes que incluem as placas de Peyer e os

linfonodos. Inicialmente, as amostras do conteúdo do lúmen são reconhecidas por células epiteliais
especializadas, as células M, e em seguida são transportadas para o tecido linfóide adjacente. Desta

forma, as células M estão envolvidas no transporte de antígenos solúveis e particulados para dentro
das placas de Peyer. Além disso, muitas citocinas, células do sistema imune, imunoglobulinas como
IZA e IE e a migração de células linfóides para a lâmina própria e para o epitélio também

constituem em eventos importantes para a imunidade da mucosa. O linfócito “helper” Th2 está
associado com a resposta de IBA, mas, o linfócito Thl é importante para a defesa de parasitas

intracelulares. O balanço entre as respostas de Th1 e de Th2 vai depender principalmente da célula
apresentadora de antígeno e das citocinas produzidas; células dendríticas parecem preferencialmente
estimular Th2 enquanto macrófagos de promover a ativação de Thl (SIMECKA, 1998). Desta
maneira, a proteção contra parasitas intracelulares é geralmente promovida pelas citocinas de Thl,

como IFN­y, mas inibida pela ação de citocinas como a IL­4 (LOCKSLEY & REINER, 1995),
enquanto a proteção contra nematódeos gastrintestinais é promovida pelas citocinas de Th2, como
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IL­4, I|­9 e IL­13, mas inibida pelo IFN­y (FINKELMAN et al., 1998 e URBAN et al., 1998).

A entrada de um material antigênico para dentro da lâmina própria intestinal pode,

portanto, resultar no desencadeamento de uma resposta inflamatória aguda que limitará futuramente

a entrada de tais antígenos e evitará que eles alcancem a circulação sistêmica. Por outro lado,

mastócitos e macrófagos residentes da lâmina própria podem atuar como “células de alarme”.

Quando sensibilizadas ou ativadas pela presença de substâncias estranhas, estas células são capazes

de liberar um conjunto de mediadores inflamatórios e citocinas que podem alterar o fluxo de sangue

da mucosa e aumentar o recrutamento de granulócitos para dentro da área afetada. Como em

qualquer tecido, a inflamação é capaz não somente de defender, mas também de lesar a mucosa

(WALLACE & GRANGER, 1996). No entanto, outras substâncias produzidas durante o processo

inflamatório tem a função de antagonizar os efeitos adversos da inflamação. Desta forma, as

prostaglandinas, produzidas pela maioria das células, são potentes inibidores da liberação de

mediadores de mastócitos, incluindo fator de ativação de plaquetas (PAF), a histamina e o fator de

necrose de tumor (TNF) (HOGABOAM «et al., 1993b). Além disso, o óxido nítrico (NO),

sintetizado por mastócitos, células endoteliais e epiteliais, pode também modular mediadores

liberados de mastócitos (HOGABOAM et al., 1993a), possivelmente contribuindo em benefício aos

efeitos prejudiciais exercidos na mucosa, pois aumenta o fluxo sanguíneo, inibe a aderência e a

agregação de radicais livres e de plaquetas, promove a secreção ácida, a produção de muco e a

reparação de tecidos (Macnaughton et al., 1989 e Whittle et al., 1990, citados por WALLACE &

GRANGER, 1996).

Com relação às infecções helmínticas, a mucosa gastrointestinal está associada com a

indução de hipersensibilidade imediata (JARRETT & MILLER, 1982). Onde através da IgE, os

mastócitos liberam mediadores inflamatórios no hospedeiro tentando produzir um ambiente

desfavorável ao estabelecimento de parasitas (MURRAY, 1972). Além disso, as células

caliciformes através da produção de muco, possivelmente via reação anafilática, podem atuar

também como barreira física prevenindo o estabelecimento de parasitas extracelulares intestinais

(LEE & OGILVIE, 1982).

Além disso, antígenos de parasitas na mucosa intestinal estimulam a secreção de cloro

causando alterações na contratibilidade intestinal. Estes agentes incluem serotonina 5­

hidroxitriptamina  (5S­HT) (COOKE & CAREY, 1984), bradicinina (CUTHBERT &

MARGOLIUS, 1982), histamina (COOKE et al, 1984), e neurotransmissores entéricos, tais como

o VIP (SCHWARTZ et al., 1974), substância P (SP) (VALLING et al., 1977) e acetilcolina (Ach)

(TAPPFER et al., 1978). Assim, muitos experimentos foram realizados, principalmente usando a
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infecção por nematódeos como modelo experimental, para comprovar quais mediadores

inflamatórios eram secretados durante uma resposta inflamatória contra parasitas. HARARI et al

(1987) e CASTRO et al. (1987) verificaram que o antígeno de Trichinella spirallis inoculado em

jejuno de ratos previamente sensibilizados pela infecção por este nematódeo invasivo provocava

uma anafilaxia local que era manifestada pela secreção de fons cloro e de fluído para o lúmen

intestinal. Além disso, foi ressaltado também que a secreção de Cl * e a de fluído eram eventos

mediados pelo anticorpo IgE e eram inibidos pela ação combinada de difenidramina e indometacina.

Estes agentes bloqueavam respectivamente a ação de histaminas e de prostaglandinas sintetizadas

por mastócitos ativados pelos antígenos de 7. spirallis (ZHANG et al., 1991).

Por outro lado, o sistema nervoso entérico também está relacionado com os eventos

imune/inflamatórios desencadeados na mucosa. Desta forma, CASTRO & ARNTZEN (1993)

analisaram eletrofisiologicamente o comportamento neurológico do intestino delgado e grosso de

hamsters sensibilizados pelo antígeno de 7. spirallis. Neste caso, verificaram que o antígeno pôde

estimular os neurônios do glânglio mioentérico aumentando a sua excitabilidade.

.—.. .». Em adição aos efeitos epiteliais e neurais, as reações imunológicas locais regulam as

contrações do músculo liso. PALMER & CASTRO (1986), através de estudos anafiláticos,

verificaram que as substâncias liberadas por células inflamatórias e imunológicas (por ex., linfócitos

T e B, macrófagos e mastócitos) podiam alterar a fisiologia do músculo liso por efeito direto sobre

o mesmo ou por via neural. Estas substâncias poderiam ser Ach, SP, S­HT, VIP, histamina,

prostaglandinas e leucotrienos (BACH, 1982 e BURKS, 1981).

De acordo com BIENENSTOCK (1992), há um integrado mecanismo de fisiologia

das mucosas, incluindo o sistema imune, nervoso e endócrino, adicionando­se aos efeitos dos

elementos teciduais estruturais, como o epitélio, fibroblastos, células endoteliais e musculares

neste sistema. Há evidências de que mastócitos em mucosas podem atuar como um sistema de

comunicação sensorial bi­direcional, com o sistema nervoso. Mastócitos sensibilizados por

antígenos e quando expostos a eles na mucosa do trato respiratório e gastrointestinal podem

liberar mediadores, os quais podem comunicar com o sistema nervoso. Desta forma,

mastócitos poderiam estar atuando como receptores sensoriais para antígenos ambientais nos

tecidos epiteliais, onde tais interações poderiam estar inialmente acontecendo. Desta forma, os

reflexos axoniais poderiam ser iniciados e afetar a estrutura das células, tais como: músculos,

fibroblastos e epitélio (BIENENSTOCK, 1992).

Recentemente, FRIELING et al. (1994) verificaram que a histamina pode ser um sinal

parácrino de comunicação entre os mastócitos de mucosa e o sistema nervoso entérico nas
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respostas anafiláticas do colon aos antígenos sensibilizantes e nas infecções com nematódeos
parasitas (por exemplo: Nippostrongylus brasiliensis e T. spirallis) iniciando uma mastocitose em
ratos (BEFUS & BIENENSTOCK, 1979). Desta forma, uma remodelação de nervos/mastócitos
ocorre no intestino onde aproximadamente 77% de mastócitos foram observados próximos às fibras

nervosas e muitos deles ou apresentavam contato íntimo membrana/membrana entre os processos
axônicos ou encontravam­se migrando em direção aos neurônios (STEAD et al., 1987, 1989 e

1991). Esta comunicação bidirecional entre mastócitos e nervos representa uma unidade
homeostática na regulação da fisiologia e da plasticidade do intestino e na defesa do hospedeiro.

Com relação às alterações estruturais morfológicas decorrentes do parasitismo entérico,

1IYOIH et al. (1999) confirmaram que a infecção pelo nematódeo N. brasiliensis em ratos induzia

uma atrofia do vilo e uma hiperplasia da cripta. Esta atrofia estava associada com o elevado número

de enterócitos em processo de apoptose na ponta do vilo e com a intensa proliferação celular ao

nível de cripta. Estas alterações retornavam à normalidade após a expulsão do parasita pelo

hospedeiro. No entanto, apesar do elevado número de MMC e de RMCP II nestes animais, estas

alterações morfológicas não estavam associadas com os mediadores desta célula, pois os animais

geneticamente manipulados, ou seja, sem mastócitos, apresentaram as mesmas taxas elevadas de
apoptose no vilo e de hiperplasia na cripta.

Em uma revisão recente realizada por PALMER & MEERVELD (2001) foram discutidas

as funções gastrintestinais neuroimunomodulatórias durante o parasitismo entérico e a possibilidade

de inversão, de parasitismo para comensalismo (CASTRO, 1992), na relação dinâmica entre os

helmintos entéricos e os hospedeiros mamíferos. O hospedeiro pode expressar uma resposta

adaptativa e fisiológica na presença do parasita no trato gastrointestinal para poder escapar do

estress do parasitismo, ou pelo menos diminuir seus efeitos sobre à homeostasia nutricional e ao seu

bem estar. Da mesma maneira, os helmintos que são participantes ativos na relação

hospedeiro/parasita têm a capacidade de organizar estratégias subversivas, evasivas ou defensivas

contra as delesas do hospedeiro. A implementação destas estratégias de interação

hospedeiro/parasita dentro do trato gastrointestinal vai depender da ecologia desta interação, por

exemplo, se os parasitas penetram ou não na mucosa, se a inflamação é aguda ou crônica. A troca

mútua de um arsenal de mensageiros químicos entre o parasita e o hospedeiro dentro de um

microambiente entérico é que direcionaria e determinaria a evolução destas estratégias quer seja

para a manifestação da doença, à proteção e a cura ou à adaptação do parasita e a sua evasão à

resposta imunológica do hospedeiro (PRITCHARD, 1986; CASTRO, 1989; PALMER &

MEERVELD, 2001).
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2.3. Mastócitos

2.3.1. Características morfológicas e fisiológicas, origem, desenvolvimento, proliferação

e papel no parasitismo

Mastócitos foram inicialmente descritos por ERLICH (1979) como células granulares que

se coram metacromaticamente com corantes básicos. Desde de então os métodos para identificação

desta célula não tiveram muitos avanços. O princípio de que os componentes básicos formam

ligações iônicas com glicosaminoglicanas sulfatadas e protéicas nos grânulos de mastócitos foi a

base para a maioria dos procedimentos de detecção histoquímica de mastócitos. A lista de corantes

empregados incluem aqueles que se coram metacromaticamente (p.ex. azul de toluidina) ou
ortocromaticamente (p.ex. acridina laranja, sulfato de berberine). Nem todos os métodos

histoquímicos são inteiramente específicos para mastócitos e a maioria não é adequada para ser
usada com os fixadores mais comumente usados. Por outro lado, a técnica imunohistoquímica

através da utilização de anticorpos anti­proteases específicos de mastócitos conjugados às enzimas

(fosfatases ou peroxidases), à avidina ou aos compostos fluorescentes também têm sido empregada.

Os avanços na efetividade destes métodos têm aumentado o seu uso em investigações de

mastócitos. O primeiro anticorpo monoclonal específico anti­triptase, uma protease presente nos

grânulos de mastócitos foi desenvolvido primeiramente por SCHWARTZ (1985). Em seguida,

WALLS et al. (1990) identificaram imunohistoquimicamente mastócitos em tecidos fixados em

formaldeído usando anticorpos monoclonais específicos para triptase em pulmão, colon, mucosa

gástrica, glândula ptuitária e pele de camundongos e do homem Comparando­se com os

procedimentos de coloração com azul de toluidina, os autores verificaram que o método

imunohistoquímico resultou em uma coloração mais intensa e permitiu a identificação de um

número bem maior de mastócitos presentes em tecidos fixados com formaldeído quando

comparados com os métodos histoquímicos. No entanto, em ratos, triptase foi isolada em baixa

concentração nas células intestinais (CHEN et al., 1993).

Existem subpopulações de mastócitos estrutural, biológica e funcionalmente distintas. Em

espécies de roedores a mucosa gastrointestinal e outras mucosas contém um fenótipo de mastócito

que é funcional e biologicamente diferente dos mastócitos encontrados em outros tecidos

conjuntivos, assim como os da pele e peritônio. Em ratos, estes dois tipos celulares são

comumentemente denominados de mastócitos de mucosa (MMC) e de mastócitos do tecido

conjuntivo (CTMC) (ENERBACK & NORBY, 1990). Existem diferenças fenotípicas entre estas
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células, como por exemplo o tamanho; os CTMC são bem maiores (10 a 20 um) que os MMC (5 a

10 um). Os MMC aumentam consideravelmente nas respostas imunes dependentes de linfócitos T

como em certas infecções por parasitas intestinais e possuem a protease RMCP II (MAYRHOFER

& FISHER, 1979). Em contraste, os CTMC mostram pouca ou nenhuma dependência de linfócitos
T, pois o número de mastócitos é semelhante tanto nos ratos atímicos como nos normais
(ALDENBORG & ENERBACK, 1985). A quantidade de histamina e serotonina (5 HT) é bem

mais elevada no CTMC do que no MMC. Somente os MMC contém prostaglandinas e

leucotrienos. Somente o CTMC é degranulado pelo composto 48/80 e SP e, possuem a protease

RMCP I (METCALFE «et al., 1997). Os grânulos metacromáticos de mastócitos de ratos são

compostos de glicosaminaglicana (GAG) e grandes proteínas. Estes dois componentes granulares

além de formar a matriz granulocítica são responsáveis pela conexão entre os componentes de baixo

peso molecular, como a histamina e a serotonina (ENERBACK & NORBY, 1990). Além disso,
diferentes tipos de mastócitos humanos já foram isolados e estes também exibem variações em suas

características, assim como no tamanho e estruturas citoplasmáticas dos grânulos, quantidades de

mediadores estocados, sensibilidade à estimulação por várias substâncias e susceptibilidade às várias

drogas. Talvez a principal diferença entre as subpopulações de mastócitos humanos seja a protease

contida nos grânulos. Há evidências da presença de dois tipos de proteases. Alguns mastócitos

humanos contém altos níveis de triptase e quimase (MCTC), outros contém somente a triptase

(MCT) (HIRANTI et al., 1989).

WINGREN & ENERBACK (1983) verificaram que a integridade estrutural dos grânulos

de ambos CTMC e MMC dependia das ligações iônicas. Desta forma, a adição de sal em fixadores

a base de formaldeído de baixa concentração abolia completamente a coloração de MMC e reduzia

a coloração de CTMC. Os grânulos eram preservados em pH = 2, indicando que os agrupamentos

sulfatados melhor do que as carboxilas eram a contribuição aniônica da glicosaminoglicana para a

ligação com os fixadores.

ARIZONO «et al. (1987) observaram mudanças fenotípicas de mastócitos em pulmão e em

jejuno de ratos infectados com N. brasiliensis usando a marcação com bromodesoxiuridine (BrdU).

Neste estudo, através da incorporação de BrdU na fase S do ciclo celular, os autores verificaram

que os mastócitos marcados estavam presentes em número maior no intestino e no pulmão, 12 a 13

dias após a infecção, mas retornavam ao nível normal aos 21 dias. Desta forma, foi sugerido que

estas células proliferaram somente por um curto período de tempo no pulmão e também no

intestino. Além disso, as mudanças citoquímicas e imunocitoquímicas observadas em uma única

linhagem celular indicaram a ocorrência de mudança fenotípica entre os mastócitos (entre CTMC e
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MMO), provavelmente regulado por fatores microambientais.

Posteriormente, ARIZONO & NAKAO (1988) verificaram que a meia vida de mastócitos

na muscularis era de 40 dias e na mucosa de 32 dias. Neste estudo, foi mostrado que a hiperplasia

de mastócitos ocorria após a infecção com o nematódeo N. brasiliensis não somente na mucosa do

intestino delgado, mas também na muscularis e na subserosa. Os mastócitos da muscularis não

degranularam após a injeção intravenosa do composto 48/80, como os mastócitos de pele. Além

disso, dentro de 12 semanas após a infecção com N. brasiliensis, os mastócitos da muscularis eram

fenotipicamente similares aos da mucosa intestinal (MMC). Na subserosa, o número de mastócitos

aumentava durante o mesmo período mas não diminuía em 12 semanas. Estes mastócitos eram

incialmente do tipo MMC mas, após 12 semanas, muitos deles mostravam ligação com sulfato de

berberine e coloração pela safranina, indicando serem do tipo CTMC e novamente com evidências

de alteração fenotípica. Em seguida, OSINSKI et al. (1993) detectaram hiperplasia e mudanças

fenotípicas subsequentes à ablação mioentérica e extrínsica do segmento do jejuno do rato. Os

plexos mioentéricos e nervos extrínsicos foram bloqueados através da aplicação na serosa de
cloreto de benzildimetiltetradecilamonio (BAC). O número de mastócitos aumentou quatro vezes

na musculatura lisa intestinal, de 15 a 90 dias após este tratamento. Mas, nenhum aumento foi

observado na unidade vilo­cripta do jejuno. A detecção de heparina no conteúdo de mastócitos pelo

sulfato de berberine fluorescente demonstrou que a alteração no fenótipo destes mastócitos ocorreu

entre 20 e 90 dias após a denervação. Os resultados deste trabalho sugeriram que a hiperplasia e as

mudanças fenotípicas dos mastócitos estavam relacionadas com os nervos e com os processos de

reparação da parede intestinal. Estudando as causas do desaparecimento e do repovoamento de

mastócitos da mucosa intestinal após a irradiação, SEDGWICK & FERGUSON (1994)

demonstraram que os mastócitos reapareceram na mucosa do intestino após três semanas, mas em

número baixo e inferior ao controle. O processo que levou ao desaparecimento de MMC após a

irradiação não foi atribuído à degranulação que normalmente ocorre nas anafilaxias (KING &

MILLER, 1984). As células foram vistas mortas na lâmina própria e a enzima RMCP |!

desaparaceu do soro dos animais irradiados. Os autores sugeriram que as células poderiam ter

morrido por apoptose envolvendo a clivagem de cromatina e a fragmentação nuclear e
citoplasmática.

Estudando a proliferação celular, ARIZONO et al. (1990) utilizaram BrdU para marcar
mastócitos em divisão celular na mucosa intestinal de ratos infectados ou não com N. braziliensis.

Desta forma, os autores verificaram intensa proliferação de MMC, 13 a 15 após a infecção, onde
40% destas células estavam marcadas com uma única dose de BrdU. Como os animais foram
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mortos apenas uma hora após a injeção de BrdU, foi sugerido que a maioria dos mastócitos

marcados era proveniente da própria mucosa intestinal e não precursores migratórios da corrente

sanguínea. Outro dado interessante deste trabalho, é que nos ratos atímicos e parasitados não

ocorria esta hiperplasia de mastócitos, demostrando que fatores dependentes de linfócitos T (IL­3)

eram necessários para esta proliferação celular. Já em ratos normais não infectados, mas atímicos, a

proliferação de mastócitos ocorria normalmente, demonstrando mecanismos linfócito T­

independentes.

Mastócitos são células hematopoiéticas, como os eritrócitos, neutrófilos, eosinófilos e

basófilos. Mas, à exceção de mastócitos, todas as outra células deixam a medula óssea após a sua

diferenciação (GALLI, 1990). Células precursoras de mastócitos deixam a medula óssea, migram

para a corrente sanguínea, invadem tecidos conjuntivos e mucosas e em seguida diferenciam­se em

mastócitos identificáveis. Para provar esta hipótese, KASUGAI et al. (1995) utilizaram culturas de
mastócitos em metilcelulose contendo citocinas de linfócito T, como a IL­3, e fator de crescimento

da célula tronco (SCF­ “stem cell factor”). Ficou definido como unidade formadora de colônia de

mastócitos ou mastócitos­CFU, as células precursoras que formavam colônias neste tipo de meio de

cultura. Os autores retiravam as células mononucleadas da medula óssea, do sangue periférico e do

intestino delgado de ratos infectados ou não com N. brasiliensis. Desta forma, verificaram que a

concentração de mastócitos­CFU caia para 21% na corrente sanguínea, aumentava sete vezes na

mucosa do intestino delgado, mas não alterava na medula óssea, uma semana após a infecção. À

proporção de mastócitos­CFU na fase S do ciclo celular permanecia também baixa na medula óssea

e no sangue durante a infecção, mas aumentava significativamente no intestino delgado. Estes

resultados sugeriram que a infecção com N. brasiliensis induzia a invasão de mastócitos­CFU da

corrente sanguínea para os intestinos. Concordantemente, SMITH & WEIS (1996) relataram que

mastócitos poderiam expressar receptores de adesão na superfície celular, os quais poderiam

permitir que os mastócitos extravazassem da corrente sanguínea para os tecidos apropriados.

Dentro dos tecidos, os precursores poderiam maturar e proliferar sob a influência de citocinas, mas

não poderiam retornar à corrente sanguinea.

Os mastócitos estão amplamente distribuídos através de todo o corpo e muitos potentes

mediadores da inflamação estão estocados dentro de seus grânulos citoplasmáticos (SCHWARTZ

& AUSTEN, 1984). A liberação destes mediadores pode levar a destruição local de tecidos por

proteases (PATRICK «et al, 1988), alterações vasculares por liberação de histamina

(ROBERTSON & GREAVES, 1978) ou por recrutamento de eosinófilos e plaquetas (CAPRON et

al., 1978). Esta degranulação resulta não somente em reacções de hipersensibilidade mediada por
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IgE, mas também por agentes farmacológicos, estímulos físicos e neurais ou fatores derivados de

linfócitos T (CASTRO & ARNTZEN, 1993).

Uma outra característica dos mastócitos é a presença de receptores com alta afinidade

por IgE (FceeRD. Além dos mediadores inflamatórios, os mastócitos contém ou secretam

outros compostos com ações biológicas diversas (ENERBACK & NORBY, 1990). Os

mastócitos sintetizam citocinas como as interleucinas (IL): IL­3, IL­4, IL­5, IL­6 e o fator

estimulante de colônia de granulócitos e monócitos/macrófagos (GM­CSF) (STEVENS &

AUSTEN, 1989). A IL­3 e o GM­CSF são as principais citocinas que promovem a

proliferação e a diferenciação de mastócitos. A IL­3 parece ser importante na proliferação

precoce de mastócitos, enquanto GM­SCF, que é produzida pela célula tronco na medula

óssea, atuam na diferenciação e maturação destas células (METCALFE et al., 1997). Além

disso, IL­3 é uma importante citocina que está diretamente relacionada com respostas de

mastócitos nas infecções parasitárias. Desta forma, quando anti­IL­3 era aplicada em

camundongos parasitados com N. brasiliensis antes e durante a infecção experimental, ocorria
uma redução de 40 a 50 % na população de mastócitos da mucosa intestinal, indicando a

importância de IL­3 na proliferação destas células durante a infecção parasitária (MADDEN et

al., 1991). Já a IL­4, BROWN & HURAL (1997) associaram a sua presença nos tecidos

inflamados, com o importante papel em regular a produção de anticorpos, a hematopoiese, a

inflamação e as respostas imunes efetoras. Além de IL­4 estar relacionada com alergias,

crescimento de tumores e susceptibilidade a certas doenças infecciosas, também pode exercer

papel protetor na imunidade a alguns parasitas extracelulares (BROWN & HURAL, 1997).
Além disso, IL­4 causa um aumento da adesão de linfócitos, eosinófilos e basófilos ao

endotélio capilar resultando em uma migração transendotelial para o local inflamado. IL­4 é

um fator quimiotático para mastócitos e induz a expressão de receptores IgE nestas células.

Além disso, mastócitos produzem IL­4 em baixos níveis, estocando­a em seus grânulos
secretórios. Após a ativação pela IZE, mastócitos aumentam a sua produção e as liberam para
o meio extracelular (BROWN & HURAL, 1997). Mastócitos estão amplamente distribuídos
pelo corpo e estrategicamente localizados em proximidade direta com muitos alvos da ação
desta citocina. Estes alvos incluem células endoteliais, brônquios, musculatura lisa, tecido

conjuntivo e nervos. Desta forma, mastócitos podem exercer um papel central na iniciação e
no comando das respostas de hipersensibilidades imediata e tardia (GORDON et al., 1990),
onde I1L­4 tem um importante papel neste processo. Mastócitos, por outro lado, permanecendo
fixos em tecidos e podendo proporcionar alta concentração desta potente citocina,
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desempenham uma função central nas respostas imunes (BROWN & HURAL, 1997).

Os efeitos biológicos de IL­4 são mediados pela sua ligação a receptores de alta

afinidade (IL­4R) encontrados na maioria das células da linhagem hematopoiética, incluindo

mastócitos, eosinófilos, linfócitos B e T e basófilos, assim como da linhagem não

hematopoiética (LOWENTHAL et al., 1988). Além disso, estudos in vitro têm mostrado que
IL­4 estimula a secreção e a liberação de citocinas de linfócito Th2 (IL­4, IL­9 e IL­13 com

ação contra nematódeos gastrintestinais) e isto ocorre através da sua ligação ao IL­4R que
proporciona a ativação da molécula STAT6 (LE GROS «et al., 1990; CROFT & SWAIN,

1995; KAPLAN et al., 1996 e TAKEDA et al.,1996) aumentando a transcrição do gene para
produção de IL­4 (KOTANIDES & REICH, 1996 e SZABO et al., 1997) e que induz células
CD4+ a diferenciarem­se em Th2. De acordo com FINKELMAN et al. (2000) a molécula

STAT6 também é necessária para a sobrevivência das células Th2 de memória. Trabalhos

recentes realizados com 7. spirallis e N. brasiliensis em camundongos revelaram que a
expulsão destes parasitas era dependente de IL­13 e IL­4, da presença de IL­4R, e da ativação
da molécula STAT6 (URBAN et al., 1998 e McKENZI ET AL., 1998).

Devido ao acúmulo de MMC na mucosa intestinal, durante o período de expulsão de
nematódeos do trato intestinal, acredita­se que estas células contribuem para este processo
(ROTHWELL, 1989). A expulsão de nematódeos foi inicialmente observada em infecção
experimental de ratos adultos por TALIAFERRO & SARLES (1939). Em uma infecção primária
com N. brasiliensis, aproximadamente todos os parasitas adultos foram espontaneamente expelidos
do jejuno entre os dias 14 e 16 após a infecção. Em infecções subsequentes, os parasitas foram
expelidos muito mais rapidamente. TALIAFERRO & SARLES (1939) foram portanto os primeiros
pesquisadores a observar um aumento populacional de MMC na mucosa associado à infecção
parasitária. Em outro trabalho com ratos, MILLER & JARRET (1971) verificaram que a infecção
por N. brasiliensis provocava uma mastocitose na mucosa intestinal, que era máxima por ocasião
da expulsão dos parasitas. Além disso, durante este estágio os MMC migraram para o epitélio
intestinal (MILLER & JARRETT, 1971). Por outro lado, BEIHNKE et al. (1993) verificaram que
quando camundongos eram simultaneamente infectados com T. spirallis e Heligmosomoides
polygyrus, a expulsão de T. spirallis pelos hospedeiros era altamente afetada, devido a redução da
mastocitose e da presença de baixos níveis de proteases de mastócitos no soro dos animais. Este

estudo demonstrou que H. polygyrus era capaz de modular seletivamente a secreção de citocinas
pelos linfócitos Th2 no interior de nódulos linfáticos mesentéricos e consequentemente deprimir as
respostas inflamatórias agudas para favorecer a sobrevivência e a manutenção do parasita dentro do

FS
AVAVAV

1 2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



14

hospedeiro. H. polygyrus deprime a imunidade homóloga e heteróloga e facilita a permanência de

outros nematódeos intestinais (BARRIGA & MYSER, 1987). No entanto, algumas espécies de

helmintos gastrointestinais induzem a proliferação e o recrutamento de células efetoras, como

mastócitos e eosinófilos, para o local parasitado, mas os parasitas não são expelidos pelos

hospedeiros. Exemplo disso, são os parasitas H. polygyrus e Trichuris muris em camundongos

(FINKELMAN et al., 1997), H. diminuta em ratos (STARKE & OAKS, 2001). Da mesma forma,

em bovinos, a infecção por Ostertagia ostertagi tem sido associada com acúmulo de eosinófilos na

mucosa do abomaso, mas sem associação direta com proteção do hospedeiro contra este parasita

(CLAEREBOUT & VERCRUYSSE, 2000).

Recentemente, verificou­se que a droga imunosupressiva ciclosporin A (CsA) bloqueava a

resposta funcional de linfócito T e inibia a proliferação de MMC (RYFFELL, 1993). Desta forma,

em ratos infectados com N. brasiliensis e tratados subcutaneamente com CsA, foi verificada uma

concomitante diminuição do número de MMC e dos níveis de RMCP­II no soro e no jejuno com a

redução da permeabilidade da mucosa (CUMMINS et al., 1988), mas a expulsão do parasita não

foi afetada. Já com camundongos tratados com esta droga ocorreu uma inibição ou um atraso na

expulsão de 7. spirallis (GARSIDE et al., 1992). Tentando entender o efeito de CsA na expulsão

do parasita, MCLAUCHLAN et al. (1999) estudaram a dinâmica de MMC intestinal e o nível de

protease em camundongos (MMCP­I) infectados com H. diminuta ou H. microstoma e tratados

com esta droga. Os autores observaram que na infecção por H. diminuta, a droga CsA inibia a

expulsão do parasita e permitia que alguns deles alcançassem a maturidade além de bloquear a

proliferação de mastócitos e a produção e liberação de MMCP­I. No entanto, a infecção por H.

microstoma persistiu por 64 dias apesar da expressiva mastocitose nos tecidos intestinais e nos

dutos biliares acompanhada por um alto nível de MMCP­ nos tecidos e no soro. Estes dados

proporcionaram claras evidências de que mastócitos apresentavam respostas variáveis às infecções

gastrointestinais e que a evasão dos parasitas à ação de mastócitos dependia também do local de

parasitismo. O uso de CsA revelou que nas infeções helmínticas, ocorrem ambos os mecanismos:

linfócito T­dependente incluindo a proliferação e a ativação de mastócitos e linfócito T­

independente.

2.3.2. Apoptose

O termo apoptose, também reconhecido por morte celular programada (PCD), foi

proposto inicialmente por KERR et al. (1972), o qual apresenta um papel complementar mas
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oposto a mitose para regular o aumento da população celular. As caracteríticas morfológicas
que ocorrem no processo de apoptose indicam ser este processo um fenômeno ativo e

programado que pode ser iniciado ou inibido por uma variedade de estímulos fisiológicos e

patológicos. À microscopia eletrônica, as alterações estruturais acontecem em dois estágios

discretos. O primeiro compreende condensação nuclear e citoplasmática e o rompimento da

célula em fragmentos ultraestruturalmente bem preservados e envolvidos por membranas,

denominados por corpos apoptóticos. No segundo estágio, este corpos apoptóticos são

eliminados pelas superfícies epiteliais ou por células fagocíticas, onde sofrem uma série de

alterações assemelhando­se uma autólise dentro de fagossomas e que são rapidamente

degradados por enzimas lisossomais destas células fagocíticas.

A apoptose está envolvida na reconstituição natural de tecidos sadios de adultos e é

responsável pela eliminação de células durante o desenvolvimento embriológico. Ela ocorre

espontaneamente em neoplasmas malígnos não tratados e em alguns casos de regressão

terapêutica de tumores. À apoptose implica também na involução e atrofia de vários tecidos e

órgãos e pode também ser desencadeada por agentes nocivos em animais adultos e no embrião

(KERR et al., 1972).

Em revisão bibliográfica realizada por WYLLIE et al. (1980), ficou caracterizada a

diferença morfológica entre necrose e apoptose. Segundo os autores, necrose é uma

dissociação celular seguida pelo colápso da homeostasia interna. Os eventos morfológicos da
apoptose vistos ao microscópio eletrônico incluem: encolhimento e retração do núcleo,

condensação da cromatina à margem do núcleo, condensação geral ou de natureza cromofilica

do citoplasma e fragmentação do núcleo e do citoplasma. Associada com a condensação da

cromatina ocorre a fragmentação do DNA por enzimas endonucleases específicas, resultando

na fragmentação do DNA em zonas distintas (POTTEN, 1997). Em geral é difícil distinguir in

situ pela microscopia óptica células em apoptose. Mas, a fragmentação do DNA pode ser

observada, não somente em células apoptóticas, já em fase bem definida histologicamente,
como também em células iniciando este processo. Desta forma, GAVRIELI et al. (1992)

descreveram um método para marcar, in sifu, no núcleo, rupturas de DNA, em tecidos

processados por métodos histológicos rotineiros. Este método foi baseado na ligação
específica da enzima terminal desoxinucleotidil­transferase (TdT) à ponta 3”­OH do DNA

fragmentado, promovendo neste ponto a síntese de um polímero polinucleotídico. Como os

nucleotídeos usados eram marcados com biotina, esta ligação era detectada pelo complexo
avidina­biotina­peroxidase permitindo a sua visualização pelo microscópio óptico. Este método
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foi denominado por TUNEL (“TdT­mediated dUTP­biotin nick end labeling”).

A apoptose requer elementos genéticos na regulação da morte individual das células.

O estudo de como o processo de apoptose interage com a proliferação celular é extremamente

importante para novas tentativas de terapias contra o câncer e outras doenças proliferativas.
No trato gastrointestinal, a apoptose pode ser detectada na cripta do camundongo e do homem

sadios e este processo é mais significativo no intestino delgado do que no grosso.

Experimentos com o camundongo e com o homem tem indicado que o gene anti­apoptótico

bcl­2, tende a se expressar mais na base da cripta do colon. Quando este gene é

transgenicamente deletado, os níveis de apoptose espontânea aumentam significativamente no

colon (POTTEN, 1997). Outro gene envolvido em apoptose do intestino é o bax. À expressão
deste gene está aumentada em células senis da ponta do vilo intestinal. Os genes relacionados à

família bcl­2 codificam proteínas relacionadas à sobrevivência da célula e os genes bax

codificam proteínas relacionadas à morte celular. Muitas proteínas estão associadas direta e

indiretamente no processo de proliferação e de sobrevivência celular. Muitos genes

participantes destes processos codificam proteínas da matriz extracelular e intracelular como o

E­cadherin/ B­catenin (genes apc) e as relacionadas ao ciclo das enzimas ciclooxigenases (gens

cox | e cox 2), nos quais as prostaglandinas são sintetizadas (POTTEN, 1997).

Em uma revisão realizada por ZHIVOTOVSKY et al. (1996) foi discutido o papel

das proteases no processo de apoptose. Como as proteases pertencentes à família da enzima

interleucina­convertase (“interleukin 1B­ converting”­ ICE) de mamíferos foi detecada em

níveis aumentados, nas culturas de células em processo de apoptose, foram consideradas como

enzimas chaves na morte programada celular (YUAN et al., 1993). No entanto, há evidências

de que outras proteases podem estar envolvidas em um processo em cascata de ativação.

Desta forma, recentemente, um grupo de enzimas denominado por caspase foi identificado

como ter importante papel na ativação em cascata do p”' esso de «ci optose onde a ICE foi
classificada como caspase­1 (GOLSTEIN, 1997). As prot. :1as alvos destas enzimas, levando à

morte celular, estão no citoplasma e subsequentemente estas proteases ganham acesso ao

núcleo. A ação destas caspases pode ser controlada por fatores associados com a membrana

mitocondrial e que podem ser amplificados pela translocação de citocromo c (enzima

mitocondrial) e outros fatores mitocondriais ao citoplasma. Em mamíferos, o gen bcl­2 previne

a translocação do citocromo c da mitocondria para o citoplasma e a perda do potencial da

membrana mitocondrial (GOLSTEIN, 1997).

Com relação a mastócitos, duas citocinas são conhecidas por promoverem a
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proliferação e/ou a maturação de mastócitos, a IL­3 e o SCF (IHLE et al., 1983);

ANDERSON et al., 1990; SWIETER et al., 1992; TSAI et al., 1992; GALLI et al., 1995). Se

IL­3 é retirada do meio de cultura, os mastócitos entram em processo de apoptose. Mas,

mesmo na ausência de IL­3, quando SCF é adicionada neste meio, a apoptose não progride,

sugerindo que SCF tem o efeito de salvar as células do processo de apoptose pela sua ligação

ao receptor c­kit tirosina­quinase (MEKORI et al., 1993). SCF apresenta funções de afetar o

desenvolvimento e as funções de sobrevivência de mastócitos, de promover a quimiotaxia, a

proliferação ou a maturação, de alterar o fenótipo e de promover a degranulação e a secreção

de mediadores (GALLI et al., 1995). Além disso, quando IL­3 era retirada do meio de cultura,

coincidentemente, ocorria uma diminuição da expressão de mRNA para bcl­2 e os mastócitos

sofriam apoptose. SCF, por outro lado, quando adicionada ao meio de cultura sem IL­3, não

induzia a expressão deste gen. Estes resultados demostraram que a apoptose induzida pela

remoção de IL­3 era dependente apenas parcialmente da molécula p53 (molécula supressora de

tumores) e que o efeito de SCF em prevenir a apoptose não estava associada com a indução da

expressão de bcl­2 (YEE et al., 1994), indicando outros fatores envolvidos. Os mecanismos

regulatórios da apoptose em mastócitos ainda são pouco esclarecidos.

Mais recentemente, FRIEND et al. (2000), estudando a infecção de camundongos por 7:

spirallis, na fase de recuperação, verificaram que após a expulsão dos parasitas ocorria uma

involução da mastocitose e da população de eosinófilos em nível de mucosa intestinal. A diminuição

na população destas células ocorria: a) inicialmente por processo de apoptose, mas em pequena

percentagem (cerca de 3 %) e, b) pela migração dos eosinófilos para os linfonodos mesentéricos e

dos mastócitos para o baço. No baço, estes mastócitos apresentavam o núcleo segmentado

possivelmente devido ao processo de envelhecimento celular, para serem em seguida, destruídos

por macrófagos. Por outro lado, a maioria dos eosinófilos era encontrada nos linfonodos sofrendo o

processo de apoptose e sendo em seguida era fagocitado por macrófagos.
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3. MATERIAL E MÉTODOS

3. 1. Infecção experimental dos animais com H. diminuta e local

3.1.1. Manutenção de cisticercóides em besouros

Para a infecção de besouros da farinha (Tenebrio molitor), exemplares adultos de H.

dimintuta foram colhidos do trato intestinal de ratos experimentalmente infectados e as proglótides

terminais ou grávidas foram seccionadas e deixadas em placas de Petri para os besouros
alimentarem­se das mesmas. Os besouros infectados foram mantidos no laboratório em caixas

plásticas contendo flocos de aveia e fatias de batata, segundo a técnica de DWINELL et al. (1994).

3.1.2. Infecção dos animais

Após 16 dias da infecção dos besouros, estes foram dissecados e as larvas cisticercóides

foram removidas. As larvas em número de aproximadamente 36 foram suspensas em uma solução

salina a 0,85% de cloreto de sódio e administradas diretamente no estômago dos ratos com auxílio

de uma seringa acoplada a uma cânula. Os ratos foram previamente anestesiados com o anestésico
volátil halothane.

Para este experimento foram utilizados ratos brancos pesando aproximadamente 250 a

300g, machos, da raça Sprague­Dawley, provenientes da UW­Madison.

Os experimentos foram conduzidos no laboratório de pesquisa do Professor Dr. John

Adams Oaks, “Department ofComparative Biosciences, School ofVeterinary Medicine, University

ofWisconsin­Madison, Madison, WI, USA”.

3.2. Tratamento das amostras de tecido

Para as necropsias, os animais foram inicialmente sacrificados com super dosagem de

anestésico (halothane). A cavidade abdominal foi aberta, os intestinos foram removidos, colocados

em bandejas contendo solução salina tamponada (1,93g de NaHCO3; 0,37g de KCl e 14,4g de
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NaCl) onde fragmentos de aproximadamente 0,5 cm do duodeno e/ou do leo foram seccionados no

sentido longitudinal e colocadas com a face serosa voltada sobre um pedaço de papel branco para

em seguida serem mergulhados nos fixadores apropriados.
Os tecidos colhidos do intestino dos animais foram fixados e conservados de duas formas

diferentes: a) com solução a 4% de paraformoldeído tamponado para fixar tecidos que seriam

utilizados pela técnica TUNEL e, b) fixador de Carnoy (10% de ácido acético, 60% de etanol!

absoluto e 30% de clorofórmio) para fixar tecidos utilizados pela técnica de coloração

imunohistoquímica pelo anticorpo monoclonal anti­BrdU. Estes tecidos foram deixados nestes

fixadores por aproximadamente três horas e em seguida enxaguados três vezes em álcool etílico a

70%. Os tecidos permaneceram em etanol até serem emblocados em parafina.

3.3. Coloração histoquímica dos mastócitos

Para a coloração histoquímica de mastócitos de mucosa usou­se o azul de Astra 6GLL

(Sigma Chemical Company, USA) de acordo com DUFFY et al. (1993). A solução final deste

corante continha: 2 g de cloreto de magnésio hidratado e 1 g de pararosaniline dissolvidos em 80 ml

de etanol a 95%, 9 ml de ácido clorídrico a 12 N, 1 g de azul de Astra diluído em 10 ml! de água

destilada. As demais estruturas teciduais foram coradas com “Nuclear Fast Red” C.I. 60760 (Sigma

Chemical Company, USA) ou com hematoxilina de Mayer (Hemalum, Sigma Chemical Company,

USA).

Para o exame morfológico, outras secções intestinais foram coradas com hematoxilina e
eosina.

3.4. Coloração imunohistoquímica de mastócitos de mucosa (MMC) pelo RMCP II

Para confirmar se o método de coloração de mastócitos desenvolvido por DUFFY et al.

(1993) era específico para corar grânulos de MMC, foi realizada a coloração dupla e sequencial

destas — células, inicialmente histoquimicamente com azul de Astra e em seguida
imunohistoquimicamente com o anticorpo monoclonal anti­protease II de mastócitos de ratos (anti­
RMCP IJ), específico para MMC (anticorpo cedido pelo Dr. Paul Bass da Escola de Farmácia da

Universidade de Wisconsin­Madison). O procedimento foi realizado da seguinte maneira: As

secções teciduais foram previamente hidratadas em passagens sucessivas em xilol e álcool! etílico e

coradas com azul de Astra (pH = 0,5) Em seguida prosseguiu­se com a coloração
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imunohistoquímica usando­se o procedimento indireto através do anticorpo secundário conjugado à

biotina e o sistema avidina­biotina complexado à peroxidase para detecção da reação imunológica.

Para isto, inicialmente, a enzima peroxidase endógena foi bloqueada usando­se a solução de

peróxido de hidrogênio ( HO) a 0,3% diluído em 0,01 M de solução salina fosfatada tamponada

(PBS) e as reações inespecíficas do anticorpo secundário foram inibidas usando­se o soro normal de

Jumento na diluição de 1/50. O anticorpo primário, o monoclonal anti­RMCP 11 produzido em

coelho (0,43 mg/ml na diluição final de 1/1000) foi incubado sobre o tecido intestinal em uma

câmara úmida a 4º C por aproximadamente 12 horas. Após os apropriados enxágiies em PBS, o
anticorpo secundário, anti­TgG de coelho (molécula inteira, H+L, biotinilado, adsorvido em soro de

rato, 1,1 mg/ml; Jackson Immune Research Laboratories Inc., Pennsylvania, USA) foi usado na

diluição de 1/500 (2,2 ug/ml) e incubado por 30 minutos à temperatura ambiente. Após outros

enxágiles em PBS, o complexo “Avidin­Biotin Peroxidase” (Vectstan ABC Kit; Vector

Laboratories Inc, Burlingame, CA, USA) foi adicionado nas secções teciduais por 30 minutos à

temperatura ambiente. Em seguida as lâminas foram imersas por sete minutos em uma solução

preparada a fresco de 20% de tetracloro diaminobenzidina­DAB (Sigma Chemical Company) e

0,03% de H;O; em PBS. Após um enxágiie em água destilada, os tecidos foram corados pela
hematoxilina de Mayer, desidratados e montados em bálsamo do Canadá entre lâmina e lamínula. O

controle negativo consistiu deste procedimento mas sem o anticorpo primário ou o secundário. As

células que coraram tanto pelo azul de Astra como pelo anticorpo anti­RMCP II foram identificadas
e contadas.

3.5. Quantificação de MMC na fase S do ciclo celular pela coloração

imunohistoquímica de MMC pelo anti­BrdU

3.5.1. Determinação do período ideal para marcação de MMC pelo BrdU (experimento
preliminar)

O nucleosídeo modificado, bromodesoxiuridine (BrdU, Sigma, Co, USA) foi usado nesta

pesquisa para marcar mastócitos na fase S do ciclo celular, ou seja, período onde o DNA começa a
duplicar­se entrando no processo de divisão celular, de acordo com o protocolo desenvolvido por
ARIZONO et al. (1987), mas com algumas modificações.

Este experimento preliminar foi realizado com a finalidade de se conhecer a melhor época
para a injeção de BrdU e a marcação do maior número possível de mastócitos em processo de
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divisão celular. Desta maneira, foram injetados intraperitonealmente duas doses, com intervalo de

30 minutos, 60 mg de BrdU/Kkg de peso vivo (PV) diluídos em solução salina estéril a 0,85% de

cloreto de sódio, duas vezes com intervalos de 30 minutos entre cada aplicação. Os animais foram

sacrificados à(s) 1, 24, 48 e 72 horas após a última injeção. Os tecidos do duodeno e do ileo destes

animais foram coletados fixados em fixador de Carnoy, corados histoquimicamente com azul de

Astra e em seguida imunohistoquimicamente com o anticorpo monoclonal anti­BrdU. Os

mastócitos que reagiram com anti­BrdU foram identificados e contados. 72 horas após a última

injeção de BrdU foi o período em que maior número de mastócitos foram identificados como

estando na fase S do ciclo celular (Tabela 1) e desta forma adotou­se para o próximo experimento

este período (72 horas) como padrão para quantificação de mastócitos. Além desse experimento,

outro foi conduzido, onde os animais foram sacrificados uma hora após a injeção de uma única dose

de 100mg/kg de PV de BrdU para verificar se mastócitos endógenos, ou seja, já presentes na
mucosa intestinal, também encontravam­se em divisão celular.

3.5.2. Quantificação de MMC em divisão celular na mucosa intestinal de ratos

infectados com H. diminuta

Quatro grupos de ratos (n = 3), infectados experimentalmente, foram sacrificados 72 horas

após a injeção de BrdU (conforme descrito acima) nos dias 0, 6, 15 e 32 após a infecção
experimental com H. diminuta. Segmentos teciduais do duodeno e do leo foram colhidos, fixados

em fixador de Carnoy e emblocados em parafina, como já descrito anteriormente. Os tecidos foram

em seguida cortados não seriamente a 5:m, hidratados e corados com azul de Astra conforme

DUFFY et al. (1993). A solução ácida (pH = 0,5) do azul de Astra foi usada não somente para

corar especificamente mastócitos de mucosa como também para a desnaturação do DNA para
facilitar a detecção da incorporação de BrdU ao DNA destes mastócitos. A incorporação do BrdU

foi detectada através da técnica imunohistoquímica incubando­se os tecidos com o anticorpo
monoclonal de camundongo anti­BrdU (25 ng/ml; Becton Dikinson Immunocytometry System, San

Jose, CA, USA), na diluição de 1/100 a 4º C durante 12 horas. Os procedimentos seguintes da
técnica imunohistoquimica foram semelhantes aos descritos no Ítem 3.4.

Os MMCs positivos (MMC BrdU+), ou seja, aqueles com os grânulos citoplasmáticos

corados em azul e o núcleo corado em marrom pela reação da peroxidase/DAB foram identificados

com o auxílio do microscópio óptico no aumento de 400X. Os MMs presentes na lâmina própria do
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vilo e da cripta do duodeno e do íleo foram quantificados de acordo com o método de MILLER &
JARRETT (1971), ou seja, contando­se 20 unidades de vilo­cripta (UVC) por animal (pelo menos
100 células foram contadas em cada lâmina). Mastócitos presentes na submucosa e muscular

também foram contados. A quantificação foi realizada escolhendo­se as vilosidades que mais se
igualavam em altura e largura. Para a submucosa e a camada muscular, contavam­se células de uma
área que apresentava a mesma largura correspondente a do vilo e da cripta. Estas contagens foram
realizadas a “duplo cego”.

3. 6. Estudo de MMC em processo de apoptose

3. 6.1. Grupo experimental

Este experimento foi conduzido para determinar se mastócitos de mucosa que

proliferaram no leo de ratos infectados experimentalmente com H. diminufa entravam em processo
de apoptose após a remoção dos parasitas com anti­helmíntico. Para este experimento, os ratos

infectados foram tratados com o anti­helmíntico praziquantel (PZQ) (Sigma Chemical Co,, St.

Louis, Missouri, USA) aos 32 dias pós­infecção e quatro grupos de animais (n = 4 ou 5) foram

sacrificados aos: a) uma semana (T1), b) duas semanas (T2), c) três semanas (T3) e d) quatro

semanas após o tratamento com o anti­helmíntico (T4). Além destes grupos, dois outros adicionais

(n = 4 ou 5) também fizeram parte deste experimento: a) o grupo controle, com animais não

infectados (C) e, b) grupo infectado aos 32 dias após a infecção, mas não tratado com anti­

helmíntico (1).

3.6.2. Identificação e quantificação de MMC em apoptose

Para identificar mastócitos de mucosa em processo de apoptose utilizou­se a técnica

denominada TUNEL, segundo GAVRIELI et al. (1992), com algumas modificações. A

modificação da técnica consistiu na substituição de dUTP pelo dCTP. Esta técnica consistiu

basicamente da marcação in situ do DNA nuclear fragmentado usando a enzima desoxinucleotidil

transferase (TdT), da seguinte forma: Lâminas contendo secções de íleo foram diafanizadas e

hidratadas através de passagens sucessivas em xilol e álcool e subsequentemente coradas com azul

de Astra (pH = 0,5) durante 30 minutos em temperatura ambiente. Estes tecidos foram, após
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enxágiies em água destilada, tratados com uma solução a 0,3% de HÃO; em PBS (pH 7,5) à

temperatura ambiente durante 30 minutos, para bloquear a ação da enzima peroxidase endógena.

Após este período, as lâminas foram incubadas em solução de proteinase K (20mg/ml, GBCO­

BRL, Life & Technologies­USA) em PBS por 30 minutos à temperatura ambiente e enxaguadas

três vezes em PBS. A solução marcadora da reação foi preparada em gelo picado e continha: TdT

em tampão da reação (0,IM de cacodilato de potássio, pH 7,2 e 2mM de cloreto de cobalto),

25uM de Biotina­14 dCTP (GIBCO, BRL) e 0,01 unidades/1ul de TdT (GIBCO, BRL). Esta

solução da reação preparada sem a enzima TdT foi utilizada como controle negativo da reação.

Desta solução, 50ul foram aplicados sobre as lâminas e deixadas para incubar a 37 ºC, por 30

minutos em câmara úmida. Todos os outros passos seguintes deste protocolo foram conduzidos em

temperatura ambiente. Após a incubação, as lâminas foram enxagiiadas três vezes em PBS, e a

reação foi encerrada quando as lâminas foram transferidas para o tampão apropriado (300mM de

cloreto de sódio e 30mM de citrato de sódio) por 15 minutos Estas lâminas foram em seguida,

enxaguadas em PBS por cinco minutos. Em uma solução aquosa a 2% de soro albumina bovina

(BSA) por 10 minutos e finalmente em PBS por mais cinco minutos. Logo em seguida, os tecidos

foram cobertos pela solução ABC na diluição 1/50, por 30 minutos, enxaguadas três vezes em PBS

e incubados com uma solução preparada a fresco de DAB + 0,03% de H;O; durante sete minutos.

Após um enxágiie final em água destilada, os tecidos corados com uma solução a 1% de “Nuclear

Fast Red”, foram desidratados e montados entre lâmina e lamínula.

Os MMCs apoptóticos e não apoptóticos presentes na lâmina própria do vilo e da cripta

do íleo foram identificados e quantificados como descrito no Ítem 3.5.2.

3.6.3. Análise morfométrica.

As dimensões das camadas (a altura do vilo, a profundidade de cripta e a espessura da

mucularis externa) de cada segmento ileal foi medida com o auxílio de um microscópio óptico e de
uma ocular micrométrica.

3.7. Análise estatística.

Os números de mastócitos e as dimensões de cada camada tecidual foram analisados

usando análise de variância. Utilizou­se um delineamento inteiramente casualizado, com os dados
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transformados pelo logarítimo (x + 1). O teste T (Student) foi usado para comparação das médias.

Valores iguais ou inferiores a 5% de probabilidade foram considerados estatisticamente

significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. Especificidade do azul de Astra para identificar MMC

Quando azul de Astra e anti­RMCP II foram usados para corar sequencialmente

MMC, observou­se que a maioria das células apresentava os grânulos citoplasmáticos corados

simultaneamente na cor azul e também na cor marrom (Figura 1). Desta maneira, 92 a 98 %

de MMCs estavam positivos para RMCP II, tanto no grupo experimental infectado com H.
diminuta como no grupo controle não infectado. Este resultado confirmou a especificidade da
coloração histoquímica do azul de Astra para identificar MMC e, portanto, útil para detectá­lo
em processo de divisão celular, pelo BrdU, ou em processo de apoptose pela técnica TUNEL
modificada.

Figura 1: Fotomicrografia da região do leo (vilo) mostrando a coloração dupla e em
seqiiência (setas) pelo azul de Astra, específica para MMC (coloração dos grânulos
citoplasmáticos em azul) e pela imunohistoquímica através do anticorpo anti­
RMCP II, específico para protease de MMC de ratos (coloração imunoenzimática
em marrom). Os demais núcleos encontram­se corados em róseo pelo “Nuclear Fast
Red”.
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4, 2. Estudo de MMC em divisão celular (fase S do ciclo celular) pelo BrdU

4.2.1. Determinação do tempo ideal para marcação e detecção de MMC em divisão
celular

Este experimento foi conduzido com o intuito de conhecer o tempo ideal para

marcação e detecção do maior número possível de MMC em divisão celular. Para isto, duas

doses de uma solução de BrdU, com intervalos de 30 minutos, foram injetadas
intradermicamente em ratos não infectados e os animais foram sacrificados às 0, 1, 24, 48 e

72 horas após a injeção. MMCs com núcleos positivos (MMC BrdU+) começaram a ser

identificados já nas primeiras 24 horas (1,2% e 0,4% no duodeno e no íleo, respectivamente),
mas o número destas células positivas continuou a elevar­se até atingir o máximo às 72 horas,

onde 4,2% e 4,1% de MMC estavam positivos na UVC do duodeno e do ileo, respectivamente
(Tabela 1 e Figuras 2 e 3).

Tabela 1: Número total de MMC/UVC e MMC BrdU + /UVC no duodeno e no ileo de ratos

não infectados.

Número de MMC/UVC*

DUODENO ÍLEO

MMC total MMC %
BrdU+

Tempo pós­ MMC total. MMC BrdU+
injeção de

BrdU
(+ EP)

(+ EP)
(t£ EP) (+ EP)

72h

48h

24h

lh

Sem BrdU

9,57 + 0,42

9,33 + 0,36

8,15 + 0,35

7,35 + 0,37

7,30 + 0,34

0,40 + 0,09

0,35 + 0,07

0,10 + 0,05

ND

ND

4,18

3,75

1,23

ND

ND

8,02 + 0,35

9,00 + 0,33

8,57 + 0,4

5,92 + 0,22

7,87 +0,37

0,33 + 0,07

0,35 + 0,08

0,03 + 0,02

ND

ND

4 5 6

ND = não detectável; EP = erro padrão das médias; * n=3 animais
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Figura 2: Número médio de MMC total/UVC e de MMC BrdU+/UVC no duodeno de ratos
não infectados (n = 3) em diferentes horas após a injeção de BrdU. As barras acima
das colunas indicam erro padrão das médias e as letras indicam grupos de
significância a 5% de probabilidade.
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Figura 3: Número médio de MMC total/UVC e de MMC BrdU+/UVC no ífleo de ratos não
infectados (n =3) em diferentes horas após a injeção de BrdU. As barras acima das
colunas indicam erro padrão das médias e as letras indicam grupos de significância
a 5% de probabilidade.
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Além disso, o maior número de MMC BrdU+ encontrava­se no vilo intestinal, mas

nenhum foi identificado na submucosa e na muscularis externa. O pico de maior número de

MMCs marcados no vilo, tanto no duodeno quanto no íileo, ocorreu às 48 horas, mas

continuou em contagens elevadas ate às 72 horas. Já na cripta, o número foi aumentando

gradativamente das 24 às 72 horas após a injeção da solução de BrdU (Figura 4). Desta forma,

determinou­se que o tempo ideal para marcação de MMC em divisão celular seria de 72 horas

após a injeção de BrdU.
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VD UVC/D SMA

Camadas do intestino

Figura 4: Número médio de MMC BrdU+ na submucosa (SM), na cripta (OC), no vilo (V) e
na UVC tanto do duodeno (D) como do leo (1) de ratos não infectados (controle).
N = 3. As barras acima das colunas indicam erro padrão das médias e as letras
indicam grupos de significância a 5% de probabilidade.
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4.2.2. Identificação e quantificação de MMC total e de MMC BrdU+

Após a determinação do tempo ideal para marcação de MMC, três grupos de ratos

(n = 3) foram infectados e sacrificados aos 6, 15 e 32 dias após a infecção (DAI) e 72 horas

após a injeção de BrdU. Um outro grupo, de animais não infectados (n =3), foi considerado o

grupo controle do experimento. Em todos os grupos analisados, MMCs BrdU+ foram

identificados nas amostras de tecidos da lâmina própria tanto do duodeno quanto do fleo. No

entanto, a lâmina própria, principalmente, do vilo dos animais infectados, em relação ao

animal controle, foi o local onde maior número destas células foi observado. Na submucosa e

na muscularis externa, mesmo nos animais infectados, o número destas células não foi

expressivo (Tabela 2). Aos 32 DAI, 11,5% e 14% de MMCs BrdU+ estavam presentes na

UVC do duodeno e do leo, respectivamente (Tabela 2 e Figuras 5 e 6). A população de MMC

BrdU+ na lâmina própria aumentou quase seis vezes no duodeno e mais do que oito vezes no

leo aos 32 DAI, em relação ao controle (Tabela 2).

Quando uma simples dose (100 mg/kg) de BrdU foi injetada nos animais aos 32 DAI

e os animais foram sacrificados uma hora após, apenas 0,8% e 0,6% destes MMCs BrdU+

foram identificados no duodeno e no leo, respectivamente (Tabela 3).

Na Figura 7, pode­se observar um MMC BrdU+ na lâmina própria e alguns

enterócitos da camada epitelial da cripta também BrdU+ indicando proliferação celular nesta

região, uma hora após a injeção de BrdU. Nota­se que os núcleos estão corados em marrom

pela reação imunoenzimática do anticorpo anti­BrduU e peroxidase/DAB. Os MMCs

apresentam os grânulos citoplasmáticos corados em azul pelo azul de Astra.
Nos ratos infectados com H. diminuta, a distribuição de MMC foi limitada à lâmina

própria do vilo, da cripta e da submucosa tanto do duodeno, quanto do íleo, mas não foi
observada na muscularis externa. A serosa não foi analisada. O número de MMC encontrado

nestas camadas da parede do duodeno e do íleo no 6º e no 15º DAI não foi estatisticamente

diferente daquele encontrado no controle (dia 0). Entretanto, aos 32 DAI, o número de MMC

aumentou em relação ao controle (Tabela 2 e Figuras 5 e 6) onde a maior quantidade estava

presente no vilo. Esta hiperplasia de MMCs aos 32 DAI foi coincidente com o aumento de

MMCs BrdU+, indicando proliferação celular dos MMC já existentes na lâmina própria ou

migração de precursores de MMCs da medula óssea ou da corrente sanguínea para a parede

intestinal, em decorrência do estímulo antigênico provocado pelo parasita H. diminuta.
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Figura 5: Número médio de MMC total/UVC e de MMC BrdU+ no duodeno, 72 horas após
a injeção de BrdU em ratos infectados com Hymenolepis diminuta aos 6, 15 e 32
DAI e não infectados (O dia). N = 3. As barras acima das colunas indicam erro
padrão das médias e as letras indicam grupos de significância a 5% de
probabilidade.
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Figura 6: Número médio de MMC total/UVC e de MMC BrdU+/UVC no íleo, 72 horas após
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padrão das médias e as letras indicam grupos de significância a 5% de
probabilidade.
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32

Tabela 3: Número médio de MMC total e de MMC BrdU+ no duodeno e no leo de ratos

infectados com Hymenolepis diminuta aos 32 DAI, uma hora após a injeção de
BrdU.

MMC total e MMC BrdU+/UVC *

MMC total (EP) MMC BrdU+ (tEP)

20,05 + 0,78 0,16 + 0,001

19,17 + 0,59 0,12 + 0,004

EP = Erro Padrão
n=3 animais

só.oEAN TIE ?UA EN
Figura 7: Fotomicrografia da região do vilo e da cripta do fleo mostrando um MMC em

divisão celular (seta vermelha) corado pelo azul de Astra (grânulos citoplasmáticos
em azul) e pelo anti­BrdU (núcleo corado em marrom). BrdU foi injetado em um
rato infectado com Hymenolepis diminuta aos 32 DAI e sacrificado uma hora após.
Observa­se também os enterócitos da camada epitelial da cripta em divisão celular
(setas pretas). Os demais núcleos estão corados em vermelho pelo “Nuclear Fast
Red”. Há também alguns MMCs BrdU­.
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4.3. MMC em processo de apoptose

Para o estudo de células em processo de apoptose, os tecidos foram colhidos apenas

do leo, uma vez que este é o local de eleição para o parasitismo de H. diminuta. Desta

maneira, observou­se que a hiperplasia de mastócitos foi evidente nos ratos aos 32 DAI

quando comparada com os animais não infectados (Tabela 4). Esta hiperplasia foi evidente

tanto na mucosa (UVC = Z das contagens da cripta + as do vilo) e na submucosa, mas não na

muscularis externa (Tabela 4 e Figura 8). MMC foi encontrado em maior número no vilo do

que na cripta. Os dados apresentados aqui foram muito semelhantes aos já obtidos no

experimento anterior (Item 4.2.2), onde a hiperplasia de mastócitos foi mais acentuada aos 32

DAI. Quando os animais foram tratados com PZQ aos 32 DAI e o número de MMC foi

quantificado semanalmente, após o tratamento, verificou­se que este número declinou (Figura

8). O declínio na população de MMC não ficou restrito somente no vilo onde a mastocitose

foi mais evidente, mas ele foi significativo também na cripta. A primeira redução significativa

no número total de MMC ocorreu entre a segunda (T2) e a terceira (T3) semana para todos as

três regiões teciduais examinadas: vilo, cripta e submucosa. Após o tratamento com PZQ, a

população de MMC no vilo não declinou o suficiente até atingir os valores dos animais do

grupo controle, enquanto que na cripta, a população de MMC alcançou valores inferiores aos

normais (Tabela 4 e Figura 8).

No vilo dos animais infectados, enquanto o número de MMC aumentou quatro vezes,
(Tabela 4 e Figura 8), o número de MMC em apoptose aumento 10 vezes (Tabela 4 e Figura

9). Além disso, o número de MMC em processo de apoptose no vilo permaneceu semelhante

aos dos animais infectados mas não tratados até duas semanas (T2), mas, em seguida

diminuiu na terceira semana e alcançou o nível dos animais controles não infectados na quarta

semana após o tratamento com PZQ. Os valores das contagens de MMC em apoptose na

cripta entérica não foram diferentes estatisticamente daqueles encontrados nos animais

controles (C) e infectados aos 32 dias da infecção (1) mas não tratados (Tabela 4); entretanto,

houve um leve aumento (1,7 vezes) uma semana após o tratamento com PZQ (T1). Ainda na

cripta, estes valores, imediatamente, retornaram aos valores normais duas semanas após o

tratamento (T2), mas continuou a declinar até níveis não identificáveis na terceira e quarta

semanas após o tratamento (T3 e T4). Na submucosa e na muscularis externa, as células em

apoptose não foram visualizadas.
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Figura 8: Número médio de MMC total nas camadas do fleo dos ratos não infectados (C),
infectados aos 32 DAI com Hymenolepis diminuta (1) e uma (T1), duas (T2), três
(T3) e quatro semanas (T4) após o tratamento dos ratos infectados aos 32 DAI, com
praziquantel. As barras acima das colunas indicam erro padrão das médias e as
letras indicam grupos de significância a 5% de probabilidade
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Figura 9: Número médio de MMC em apoptose nas camadas do leo dos ratos não infectados
(O), infectados com Hymenolepis diminuta aos 32 DAI (1) e uma (T1), duas (T2),
três (T3) e quatro (T4) semanas após o tratamento dos ratos aos 32 DAI com,
praziquantel. Barras acima das colunas indicam erro padrão das médias e as letras
indicam grupo de significância a 5% de probabilidade.
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Quando as populações de MMC nas regiões da cripta e do vilo foram analisadas na

unidade vilo­cripta (UVC), os dados do grupo infectado (DI), mas não tratado com PZQ, foram
semelhantes estatisticamente na primeira e na segunda semana (Tabela 4, Figuras 9 e 10).
Mas, quando MMCs em apoptose foram considerados como uma percentagem em relação ao
número total de MMC (Figura 10), a fração da população em processo de apoptose aumentou

de 1% no grupo controle do íleo para 2,5% no grupo infectado mas não tratado (1) e quase 3%
para o grupo com uma semana de tratamento com PZQ (TI), e este aumento foi significativo

em relação ao controle. A percentagem de células em apoptose retornou ao normal na quarta
semana após o tratamento. Cabe mencionar aqui que houve uma correlação positiva entre a

contagem total de MMC com a contagem de MMC em apoptose observada nos animais
examinados (r = 0,9747).
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Figura 10: Número médio de MMC total e de MMC apoptótico e percentagens de MMCs
apoptóticos em cada UVC do leo de ratos não infectados (C), infectados com
Hymenolepis diminuta (C) aos 32 DAI (1) e uma (T1), duas (12), três (T3) e
quatro (T4) semanas após o tratamento dos ratos aos 32 DAI, com praziquantel.
As barras acima das colunas indicam erro padrão das médias e as letras indicam
grupos de significância a 5% de probabilidade.
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A ocorrência de núcleos de MMC com aparência de apoptose pela técnica da

marcação in situ pela enzima TdT está evidenciada nas Figuras 11 e 12. Na Figura 11,
evidencia­se: a) MMC com os grânulos citoplasmáticos corados em azul pelo azul de Astra e

o núcleo corado em marrom pela reação da peroxidase/DAB, indicando MMC em apoptose,

b) MMCs apenas corados pelo azul de Astra, mas não em apoptose (núcleos não corados na

cor marrom) e, c) núcleos de outras células da lâmina própria também em processo de

apoptose (núcleos fortemente corados em marrom). Na Figura 12, estão fotomicrografias de

MMECs positivos em apoptose comparados com MMC's negativos, do controle negativo, ou

seja, sem a presença da enzima TdT. Na Figura 12a, uma célula MMC (seta) e muitas outras

células do epitélio da mucosa intestinal na ponta do vilo (cabeças de setas) estão em processo

de apoptose. Este MMC em apoptose é também visto em aumento maior na Figura 12b,

mostrando a diferença na coloração do citoplasma em relação ao núcleo, onde este encontra­

se fortemente corado (seta). A Figura 12c, está mostrando o controle negativo, onde MMCs

apresentam­se corados pelo azul de Astra (seta), mas sem nenhuma coloração do núcleo pela
enzima TdT. A distribuição de células positivas pelo azul de Astra no vilo é equivalente

àquela vista na Figura 12a. Em aumento maior, na Figura 4d, MMC corados pelo azul de
Astra estão presentes, mas não estão em apoptose, pois o núcleo encontra­se claro (seta).

4.4. Morfometria das camadas do ileo.

Quando as camadas do íleo foram medidas no dia 32 DAI (Figuras 13 e 14),

confirmou­se o espessamento da muscularis externa tanto quanto o aumento do comprimento
do vilo e da profundidade da cripta. Após a remoção do parasita com PZQ, as dimensões das

camadas não diminuíram significativamente até a segunda semana (T2) após o tratamento.

Enquanto os comprimentos dos vilos e as profundidades das criptas alcançaram os valores do

grupo controle não infectado na terceira semana após o tratamento (T3), a espessura da
muscularis externa diminuiu abruptamente a partir da terceira semana (T3) e alcançou

medidas semelhantes as do grupo controle não infectado na quarta semana (T4). A atrofia das

camadas da mucosa ocorreu simultaneamente com a diminuição dos números de MMCs,

enquanto, a muscularis externa demorou mais uma semana (Figuras 8 e 14).
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Figura 11: Fotomicrografia da lâmina própria (vilo) do leo mostrando: um MMC apoptótico
(seta azul) demonstrado pela técnica TUNEL (núcleo na cor marrom) e pela
coloração histoquímica pelo azul de Astra (grânulos citoplasmáticos na cor azul) e
outros MMCs não apoptóticos (setas pretas) corados apenas pelo azul de Astra.
Nota­se que algumas células também encontram­se em apoptose (núcleos na cor
marrom e setas vermelhas). Os demais núcleos encontram­se corados pelo
“Nuclear Fast Red”.
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Figura 12a­d. Demonstração de MMC em apoptose. As secções teciduais destas figuras são
da mucosa do íleo (vilo) colhidas aos 32 DAI da infecção por Hymenolepis
diminuta. Figura 12a: indica as características da fragmentação do DNA pela
presença do núcleo escuro. Tanto os núcleos (pontas de setas) dos enterócitos
do epitélio como dos MMCSs (setas) da lâmina própria estão em apoptose (a
marca representa 50 um). Figura 12b: Maior aumento da Figura 12a e a marca
representa 10 um. Figura 12c: Controle negativo demonstrado pela ausência de
núcleos escuros em qualquer célula, mas muitos MMCs encontram­se
presentes na lâmina própria do centro do vilo (setas). À marca representa 50
um. Figura 12d: Exemplo de um MMC não apoptótico mas positivo para azul
de Astra e a marca representa 10um.
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Figura 13: Alterações morfométricas nas camadas do íleo de ratos infectados com
Hymenolepis diminuta antes e após a remoção do parasita pelo praziquantel. À
fotomicrografia 1 representa o leo aos 32 DAI. As fotomicrografias 2­5
representam o leo, uma a quatro semanas (T1 a T4) após a remoção do parasita.
A fotomicrografia 6 representa o leo de um rato não infectado (controle). Após
o tratamento com PZQ, o comprimento do vilo (V), a profundidade da cripta (C)
e a espessura da muscularis externa (M e () não alteraram estatisticamente na
primeira e na segunda semana (Tl e T2), mas estas camadas diminuíram
significativamente durante a terceira e a quarta semana (T3 e T4). As dimensões
destas camadas retornam ao nível do controle (C) na quarta semana após o
tratamento. Todas as secções foram coradas por H&E. A marca na foto 5
representada 100 um e é a mesma para todas as figuras.
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Figura 14: Dimensões das camadas do leo realizadas antes e após a remoção de Hymenolepis
diminuta pelo praziquantel nos dos ratos não infectados (C), infectados aos 32
DAI (1) e uma (T1), duas (T2), três (T3) e quatro (T4) semanas após o tratamento.
As barras acima das colunas indicam erro padrão das médias e as letras indicam
grupos de significância a 5% de probabilidade.
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5. DISCUSSÃO

No presente estudo, a coloração imunohistoquímica do núcleo celular pelo anti­
BrdU, simultânea à coloração histoquímica dos grânulos citoplasmáticos pelo azul de Astra,

serviram para identificar e quantificar os MMCs em processo inicial de divisão celular, ou
seja na fase S do ciclo celular (replicação do DNA).

Deste modo, nos animais não infectados (experimento preliminar), os MMCs

apresentaram­se positivos (MMC BrdU+) já nas primeiras 24 horas da aplicação de BrdU
(1,23% e 0,35% no duodeno e no leo, respectivamente) indicando que novos MMCs
apareceram na lâmina própria. Devido ao fato de que neste grupo, os MMCs estavam
negativos para BrdU em amostras colhidas uma hora após a aplicação de BrdU, acredita­se
que os MMC BrdU+ encontrados na lâmina própria eram provenientes de mastócitos que
estavam proliferando e que poderiam ser derivados de precursores em divisão antes de
entrarem e diferenciarem­se no intestino. Entretanto, devido ao pico de MMC BrdU+ ocorrer

entre 48 e 72 horas, poderia representar o período médio e o tempo de trânsito de precursores
migrando da medula óssea e/ou da corrente sangiiínea para o intestino. Suportando esta idéia,
KITAMURA e colaboradores estabeleceram em uma série de experimentos explorando
camundongos geneticamente mutantes e deficientes em mastócitos e seus descendentes
normais, que mastócitos eram células derivadas de precursores os quais originavam da medula
Óssea e migravam através da corrente sanguínea (KITAMURA et al., 1978; KITAMURA &
GO, 1979; KITAMURA et al., 1979 e 1989).

Posteriormente, FRIEND et al. (1996) verificaram, em camundongos infectados com

T. spirallis, um aumento da população de mastócitos na cripta e na base do vilo no estágio
inicial na infecção, mas, à mediada que a infecção progredia, o número destas células

aumentava em torno de 25 vezes e atingia todo o vilo e a camada de tecido epitelial.

Rapidamente após o pico, a população de MMC regredia progressivamente após a expulsão

do parasita. Estas observações sugeriram que mastócitos provenientes de precursores

migratórios ou presentes na lâmina própria migravam da cripta para o vilo e desapareciam, ou

por envelhecimento e morte natural para em seguida serem perdidos para o lúmen, ou

fagocitados pelas células fagocíticas presentes na lâmina própria, ou por perda de seus
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grânulos e desta forma não mais identificáveis. Com relação ao parasita H. diminuta, os dados
aqui apresentados mostraram que a lâmina própria do vilo foi o local com a maior
concentração de MMC, sugerindo que esta migração da cripta para o vilo pode também
ocorrer na infecção por este cestódeo.

SMITH & WEIS (1996) propuseram dois modelos para explicar o processo

migratório de mastócitos para os tecidos apropriados: O primeiro modelo sugeriu que as

células precursoras eram rapidamente removidas da corrente sangiínea e eram acumuladas

em áreas definidas em função da atração exercida pelas citocinas presentes no local criando

um microambiente favorável para a sobrevivência e a diferenciação dos mastócitos. O

segundo modelo, sugeriu que a expressão seqiencial de moléculas de adesão sobre a

superfície da célula poderia favorecer os mastócitos extravasarem da corrente sangiiínea e

migrarem para os tecidos apropriados após a interação específica de receptores, como
acontece similarmente com linfócitos. Dentro destes tecidos, mastócitos poderiam maturar

após sinais oriundos de citocinas e, sob apropriadas condições, proliferarem. Se este último

modelo está correto, a alteração na expressão de receptores poderia permitir a mudança de

mastócitos de um microambiente para outro, ocasionar mudanças no seu fenótipo mas não

retornar à corrente sangiiínea. Várias moléculas promovem o aumento da proliferação de

mastócitos: IL­3, IL­4, IL­9; IL­10, NGF, mas outras como IFN­y e TGF­B inibem a

diferenciação e a proliferação (METCALFE, et al., 1996). As citocinas não foram avaliadas

na presente pesquisa, mas é possível que citocinas como IL­3 e IL­4 podem ter sido

sintetizadas por linfócitos Th em decorrência da infecção por H. diminuta.

Em ratos infectados com H. diminuta e mortos 72 horas após a injeção de BrdU,

verificou­se um número baixo de MMC BrdU+/UVC entre os dias O e 15 após a infecção,

mas entre os dias 15 e 32 este número aumentou abruptamente, pois 11,47% e 13,98% no

duodeno e no leo, respectivamente, eram MMCs BrdU+. Este aumento de MMC em divisão

celular foi consistente com o aumento de MMC total na lâmina própria do intestino. Estes

resultados indicaram que este cestódeo estritamente luminal foi capaz de estimular a migração

e a diferenciação de precursores de mastócitos para o local infectado e também de ativar a

proliferação de MMCs já presentes na mucosa. Similarmente, em infecção por nematódeos,
ARIZONO «et al. (1990) verificaram que quando os ratos eram infectados com N. braziliensis,

grande proliferação de MMC acontecia entre o 13º e o 15º DAI no tecido pulmonar, neste

período, 19% de MMCs estavam marcados com uma única injeção de BrdU. Mas, aos 21

DAI, a população aumentada de MMC retornava ao normal. sugerindo que a maioria de

MMC proliferava rapidamente na mucosa durante um curto período de tempo. Os dados aqui
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apresentados, mostraram que nos animais controles, foi necessário mais do que apenas uma

hora para os precursores de MMCs entrarem e diferenciarem­se no intestino, já nos animais

infectados com H. diminuta, este tempo foi menor, pois 0,6% a 0,8% destas células

encontravam­se marcadas pelo BrdU uma hora após a injeção desta substância, sugerindo que

nos animais infectados, as células presentes na mucosa intestinal também foram capazes de

entrar na fase S do ciclo celular. KASUGAI! et al. (1995) com o objetivo de pesquisar os

precursores de mastócitos obtiveram células mononucleadas da medula óssea, do sangue

periférico e do intestino delgado de ratos infectados ou não com N. brasiliensis. Estas células

foram cultivadas em metilcelulose e definidas como mastócito­CFU, ou seja, unidade de

formação de colônia. Desta forma, os autores determinaram a concentração de mastócito­CFU

e verificaram uma semana após a infecção que: a) não houve alteração na população destas

células na medula óssea, b) houve redução de 21% no sangue e, c) houve aumento de até sete

vezes no intestino delgado. Da mesma forma, a proporção de mastócito­CFU na fase S do

ciclo celular permaneceu em baixos níveis na medula óssea e no sangue após a infecção, mas

aumentou significativamente no intestino delgado. Concordantes com a presente pesquisa,
este estudo sugeriu que N. braziliensis induziu a invasão de precursores de mastócitos do

sangue e subsequente proliferação dos mesmos no intestino.

Da mesma forma, em ratos infectados com H. diminuta, foi observada uma

hiperplasia de MMC na mucosa do duodeno e do íleo, na cripta e no vilo. O número destas

células começou a elevar­se a partir de 15 DAI e foi aumentando até atingir o pico aos 32
DAI, principalmente no leo. Estes dados de hiperplasia de mastócitos foram concordantes

com os resultados de DWINELL et al. (1998). No entanto, DWINELL et al. (1988), devido às
diferenças temporais entre o aparecimento da mastocitose e as alterações morfológicas da
parede intestinal, sugeriram que os mastócitos não eram responsáveis pelas alterações na
contratibilidade mioelétrica intestinal anteriormente observada aos 8 DAI, pelo espessamento
da musculatura lisa (hipertrofia muscular) e nem pela alterações na profundidade da cripta aos
20 DAI. Em outro estudo com H. diminuta, HINDSBO et al. (1982) identificaram hiperplasia
de MMC em ratos infectados e confirmaram que o cestódeo poderia induzir uma resposta
imune tanto celular quanto humoral. Entretanto, FEATHERSTON et al. (1992) verificaram
que apesar da infecção por H. diminuta provocar hiperplasia de MMC ao redor de 30 a 60

DAI, os níveis deRMCP II no soro dos animais não estavam elevados, sugerindo que estas
células poderiam não estar participando diretamente das alterações mioelétricas entéricas
observadas por DWINELL et al. (1994 e 1995). Este dados podem inferir, no entanto, que
mastócitos, além das funções bem conhecidas como potentes mediadores inflamatórios,
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estariam exercendo também atividades moduladoras da infeção. Além disso, as alterações

mioelétricas ocorridas em ratos normais não infectados, desencadeadas por infusão intra­

luminal de frações homogeneizadas de H. diminuta sugeriram que o cestódeo poderia ser
capaz de modular diretamente a resposta do hospedeiro sintetizando e liberando substâncias
no lúmen intestinal (DWINELL et al., 1998).

Desta maneira, o cestódeo H. diminuta, na cepa de ratos usada neste trabalho, causou

uma infecção crônica e não foi expulso pelo hospedeiro como normalmente ocorre com outros
parasitas gastrintestinais, demonstrando que MMC não contribuiu para este fato. Entretanto, o
cestódeo ocupa uma grande extensão do lúmen intestinal, ou seja, aproximadamente 1% do
peso vivo do hospedeiro (ROBERTS, 1961) e pode estar associado com obstruções intestinais
e/ou lesões traumáticas. No entanto, apesar das alterações da contratibilidade intestinal
observada por DWINELL et al. (1994 e 1995) não serem suficientes para expelir o parasita,
os cestódeos encontravam­se em grandes dimensões e o número de MMC encontrava­se
aumentado até quatro vezes aos 32 DAI quando comparado com o grupo controle. É
interessante notar que esta infeccão por H. diminuta é de caráter crônico, onde os ratos vivem
em boas condições de saúde e ganham peso, indicando um processo adaptativo à infecção.
KEVIN & WALLACE (1996) demonstraram que à medida que os antígenos de parasitas
eram sendo administrados em quantidades crescentes ou em repetidas doses, havia uma
diminuição na liberação de RMCP­II, mas sem ocorrer uma diminuição na população de
mastócitos no intestino. Os autores sugeriram que isto poderia representar uma resposta
adaptativa para minimizar os efeitos deletérios à repetitiva exposição do sistema imune aos
antígenos. Esta adaptação poderia ocorrer ao nível de mastócitos, porque os MMCs
respondiam ao desafio com anti­IgE sugerindo um processo adaptativo aos antígenos
sensibilizantes. Sabe­se que mastócitos atuam como fonte de citocinas, com IL­3, GM­CSF,
IL­4 e IL­5 que apresentam importantes funções na regulação da hematopoiese, produção de
anticorpo e eosinofilia (MARSHALL & BIENENSTOCK, 1990). Mastócitos, por outro lado,
interagem com outras células, intensificando a proliferação, a diferenciação e a secreção
destas citocinas (ENERBACK & NORRBY, 1990). GALLI (1990) discutiu importantes
aspectos acerca da regulação microambiental no desenvolvimento da mastocitose. De acordo
com este autor, os processos inflamatórios e imunológicos poderiam induzir alterações

transitórias no microambiente e afetar as respostas dos mastócitos residentes na área afetada.

Em certos microambientes, como os locais da inflamação contendo grande número de

eosinófilos, poderia também conter alta concentração de moléculas (p.ex. IgE e antígenos
específicos) suficiente para alterar o fenótipo celular como consequência da indução da
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degranulação de mastócitos.

O número de mastócitos nos tecidos é constante sob condições normais (GARRIGA

et al.,1988). No entanto, durante o desenvolvimento embrionário e na vida adulta, a

manutenção da homeostasia do sistema celular é conseguido pelo balanço entre a taxa de

proliferação e a perda celular. A perda celular muitas vezes ocorre em determinadas

condições pelo processo de morte celular programada ou apoptose (KERR et al., 1972).

Devido ao fato de que mastócito reside principalmente em tecidos extravasculares, é razoável
assumir que a regulação de sua população pode estar relacionada ao controle local de

proliferação e/ou apoptose. Na presente pesquisa, como já foi discutido anteriormente, existe

na mucosa intestinal de ratos uma população constante de mastócitos, porém, induzida pela

infecção pelo H. diminuta, esta população dobra no duodeno e no fleo aos 32 DAI. No

entanto, quando o anti­helmintico PZQ, específico para cestódeo, foi administrado nos ratos
infectados aos 32 DAI, ocorreu principalmente no vilo do fleo uma redução leve na segunda

semana após a medicação, mas bastante acentuada na terceira, alcançando o nível do controle

não infectado na quarta semana. Desta forma, observou­se após a remoção do parasita um

controle e uma recuperação do índice populacional normal de MMC na mucosa intestinal.

Partindo­se da hipótese de que esta regressão no número de mastócitos poderia ser em

decorrência do processo de apoptose no próprio local da mucosa intestinal, o presente

experimento foi conduzido para se testar esta hipótese. Desta forma utilizou­se do método de

GAVRIEL! et al. (1992) para a marcação in situ de DNA fragmentado, para identificar MMC
em processo de apoptose. Os resultados aqui apresentados mostraram que havia um nível

basal de 1% de MMC em apoptose em relação ao total de MMC identificados nos animais

controles não infectados. Esta taxa de apoptose nos animais não infectados representa um

controle natural da proliferação celular ou da entrada de precursores de MMCs para dentro da

mucosa do íleo provenientes da corrente sangúínea para a manutenção da homeostasia

tecidual. Verificou­se no presente trabalho, que na UVC esta taxa aumentou de 1% de MMC

em apoptose (grupo controle) para 3% aos 32 DAI. Apesar de que, em relação ao grupo

controle, enquanto o número total de MMC apenas dobrou (9,42 para 19,32), o aumento de

MMC em apoptose, embora numericamente bastante baixo (0,08 para 0,46), foi superior a
400%. Entretanto, estes dados sugeriram que durante a infecção provocada por este cestódeo,

embora a taxa de apoptose esteve aumentada, o influxo de precursores de MMC da corrente

sangilínea ou a proliferação dos já existentes excederam à taxa de apoptose. Desta forma,

elaborou­se a hipótese que este desequilíbrio entre a entrada de precursores de MMC para o
ileo e o aumento do número de células em apoptose era responsável pela hiperplasia de MMC
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e isto poderia ser a base para a resposta mastocística do hospedeiro na prevenção parasitária.
O aumento na taxa apoptótica observada neste trabalho aos 32 DAI pode estar relacionado ao
aumento do fluxo de precursores de MMC ou às mitoses de MMC nos tecidos do ileo, o que

permitiu a ocorrência de uma elevação não muito acentuada no número de MMC entre o 21º e
o 32º após a infecção, como verificado por DWINELL et al.(1998).

Durante a infecção aumenta a taxa de MMC em apoptose tanto quanto aumenta o

número de MMC na mucosa e na submucosa, mas não na muscularis externa do intestino.

Dentro da mucosa do íleo, aos 32 DAI, as maiores alterações no número de MMC total e no

número de MMC em apoptose foram observadas no vilo e não na cripta. FRIEND et al.
(1996) mostraram uma distribuição similar de MMC ocorrida na infecção por 7. spirallis

relacionada à entrada de MMC imaturos para dentro da mucosa via vasos sangíiiíneos

localizados na cripta, com diferenciação do fenótipo destes novos MMC e subsequente

migração para dentro do vilo. Consistente com os dados do presente trabalho, FRIEND et al.

(1996) também verificaram índices superiores de apoptose no vilo em relação à cripta. Desta

forma, é possível que a apoptose compensa a aumentada taxa de migração e o acúmulo de

MMC para dentro do vilo.

A diminuição da população total de MMC após a remoção do cestódeo H. diminuta

não foi imediata. No vilo, a população de MMC permaneceu inalterada na primeira e na
segunda semana após o tratamento, com números bastante semelhantes aos do controle

infectado mas não tratado. Ao contrário, o número de MMC na cripta de ratos infectados, não

aumentou suficientemente para atingir níveis superiores aos do controle durante todos os

períodos analisados, mas caiu para níveis abaixo do controle na terceira e na quarta semana,
após o tratamento com PZQ. Comparando­se estes dados com a apoptose, a taxa de MMC em

apoptose não caiu para valores próximos do controle até quatro semanas após, enquanto a taxa

de apoptose na cripta caiu para níveis indetectáveis na terceira e na quarta semana. A taxa de

apoptose declinou com a queda do número de MMC total em ambas as regiões da mucosa
sugerindo que o influxo e a divisão mitótica de MMC precursores também diminuiu. O lento

declínio da taxa de apoptose na remoção do parasita sugere que apoptose pode ser um
importante componente no mecanismo da depressão da regulação da mastocitose. Vale
ressaltar aqui que houve uma correlação positiva entre o número total de MMC e o número de

MMC em apoptose: a elevação e a diminuição na taxa de MMC em processo de morte celular

programada coincidiu com a elevação e a diminuição no número de MMC em ambas as

regiões do tecido conjuntivo da mucosa.

Apoptose é um processo programado de morte celular controlado geneticamente e
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bioquimicamente o qual pode ser iniciado ou inibido por uma variedade de estímulos

fisiológicos e patológicos. Este processo envolve a retração e a diminuição do volume da

célula e do núcleo, com a condensação da cromatina e a fragmentação do DNA. A

conseqgiiência deste processo é a transformação de células apoptóticas em “corpos

apoptóticos”, que em animais vertebrados, são rapidamente fagocitados pelas células

mononucleadas fogociíticas, células epiteliais ou outras (KERR et al., 1972; WYLLIE et al,

1980). As características morfológicas, como descritas acima, são somente visualizadas à

microscopia eletrônica, mas no presente trabalho, esta técnica não foi utilizada.

Através de investigações recentes sobre os mecanismos controladores da manutenção

do número normal de MMC sob condições homeostáticas ou patológicas ficou estabelecido

que o processo de apoptose em mastócitos é regulado por citocinas. A IL­3, produzida por

linfócitos T e também por mastócitos, parece ter um importante papel na proliferação destas
células (IHLE et al., 1983; KIRSHENBAUM et al., 1989; RAZIN et al., 1984) enquanto SCF

produzida por fibroblastos e queratócitos pode servir como fator de diferenciação e maturação

(ANDERSON et al., 1990; WELKER et al., 1995). MEKORI et al. (1993) demonstraram que

mastócitos de medula óssea em cultura, sofriam apoptose quando 1IL­3 era retirada.
Entretanto, este processo era inibido quando SCF era adicionado no meio de cultura. As

observações “in vivo”, no presente trabalho e as de DWINELL et al. (1998) sugerem que este
parasita ativa a hematopoiese de mastócitos da medula óssea e este mesmo sistema é

deprimido após a remoção do cestódeo com o anti­helmíntico. O aumento populacional de
MMC intra­ileal durante a fase crônica da infecção pelo cestódeo é consistente com o

aumento da produção de citocina, particularmente, IL­3. Entretanto, o aumento da taxa de

apoptose sugere uma diminuição local na concentração desta citocina, pois sabe­se que
mastócitos sofrem apoptose quando IL­3 é retirada do meio de cultura (MEKORI et al., 1993)
coincidentemente com a diminuição da expressão do gen bcl­2 relacionado com a

sobrevivência da célula (POTTEN, 1997). Como a presença de SCF não está diretamente

relacionada com a indução da expressão do gene bcl­2, acredita­se que outros mecanismos
regulatórios na tradução de sinais intracelulares possam estar envolvidos no processo de
bloqueio da apoptose de mastócitos pela SCF, na ausência de IL­3 (WELHAM &
SCIHRADER, 1992). Além disso, a apoptose destas células pode ser regulada também pela
ação de outras citocinas; TNF­B1, por exemplo, inibe o efeito de SCF na ausência mas não na

presença de IL­3 (MEKORI & METCALFE, 1994). Desta forma, é possível que TNF­B!1 e
outras citocinas adicionais podem ter um importante papel na regulação do número de

mastócitos nos tecidos inflamados sem a necessidade de alterar o número de precursores
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provenientes da medula óssea e dos vasos sangiiíneos e linfáticos (METCALFE et al., 1997).
Devido ao fato da mastocitose estar classicamente associada às infecções helmíticas

entéricas, os MMCs são classificados como células efetoras na resposta imune a estes

parasitas (JARRETT & MILLER, 1982). Por outro lado, mastócitos podem ser capazes de
estimular a hipertrofia de musculatura lisa intestinal (OWENS & GRISHAM, 1993). Levando

em conta, a relação cestódeo/hospedeiro, MMC pode ter um importante papel nas alterações

morfológicas da mucosa do íleo e da muscularis externa os quais podem ocorrer durante a
infecção. DWINELL et al. (1998) mostraram que durante a infecção por H. diminuta, a
hipertrofia do músculo e o aumento da profundidade da cripta ocorriam já aos 17 DAI,
entretanto, a remoção do cestódeo pelo PZQ, na presente pesquisa, causou uma involução nas

dimensões da mucosa e da muscularis externa simultaneamente com a diminuição da

população de MMC. De acordo com KERR et al. (1972) and WYLLIE et al. (1980), a
apoptose pode estar relacionada com a involução e a atrofia de vários tecidos e órgãos. A

ativação e a depressão da mastocitose podem estar envolvidas na remodelação e na

plasticidade do tecido entérico que ocorre durante e após a infecção por H. diminuta. No
entanto, os mecanismos fisiológicos mediadores destas alterações não estão ainda
verdadeiramente entendidos e necessitam maiores estudos.

Além disso, DWINELL et al. (1994) verificaram alterações nas atividades

mioelétricas do intestino delgado, principalmente do íleo, que iniciavam­se a partir do 8º DAI

e continuava por todo o período da infecção. No entanto, quando o parasita era removido do
intestino pelo PZQ, as atividades mioelétricas retornavam ao normal (DWINELL «et al,

1995). Os dados de DWINELL et al. (1994 e 1995) da abolição das atividades mioelétricas

alteradas e da regressão da hiperplasia de mastócitos e das dimensões das camadas do

intestino delgado, no presente trabalho, podem significar que a falta de mediadores de MMC,

em função desta regressão da hiperplasia, poderia contribuir para que as funções intestinais

retornassem à normalidade após a remoção do parasita. Cabe ressaltar aqui também, que em

infecções intestinais por nematódeos, geralmente acontece uma atrofia do vilo e uma

hiperplasia da cripta (PERDUE et al., 1989 e HYOH et al., 1999). No presente trabalho, o

cestódeo induziu hiperplasia tanto do vilo quanto da cripta, como pode ser constatado pelas
dimensões aumentadas, significativamente, destas duas regiões. Além disso, HYOH et al.

(1999) verificaram elevado número de células epiteliais do vilo em apoptose e intensa

proliferação celular na cripta para compensar a perda celular do vilo. Os mecanismos pelos

quais isto acontece não foi esclarecido neste trabalho e os autores não associaram os efeitos de

mediadores de mastócitos às estas alterações.
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Uma função adicional, mas também importante de MMC, seria a regulação do

sistema nervoso entérico (BIENENSTOCK «et al., 1991). MASSON et al. (1996) mostraram

uma sensibilidade reduzida aos produtos neuroquímicos e a redução da liberação/produção

destas substâncias após a expulsão de N. brasiliensis, sugerindo que o parasita pode ativar os

mecanismos dos hospedeiros para prevenção dos efeitos deletérios da contínua ativação do

sistema imune, como em uma infecção crônica. Esta interação é conhecida ter importante
papel nas respostas funcionais entéricas às infeções por nematódeos (ARIZONO et al., 1990)

e pode também ter importante papel na manutenção da homeostasia dentro dos tecidos
normais (MARSHALL & BIENENSTOCK, 1990) e nas infecções por cestódeos (DWINELL

et al., 1998) e na presente pesquisa.
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6. CONCLUSÕES

Os dados da presente pesquisa permitiram as seguintes conclusões:

6.1. A infecção pelo cestódeo H. diminuta é capaz de estimular a migração de precursores

MMC da corrente sangiiínea e/ou medula óssea para a lâmina própria ou estimular a
proliferação de MMC no local do parasitismo, principalmente aos 32 DAI.

6.2. Após a remoção química do parasita H. diminula, a apoptose ocorreu como um

mecanismo da regressão da hiperplasia de mastócitos.

6.3. Após a remoção química do parasita 1/. diminuta, ocorreu uma atrofia das camadas do
ileo, retornando às dimensões dos animais do grupo controle.
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