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RESPOSTA CELULAR IMUNE-INFLAMATORIA E DE CELULAS CALICIFORMES
NO INTESTINO DELGADO DE BEZERROS BUFALOS NATURALMENTE
INFECTADOS POR TOXOCARA VITULORUM

RESUMO - Para estudar a cinética populacional de células imune/inflamatorias
na infecgcdo natural por Toxocara vitulorum em bezerros bufalos, realizou-se a
quantificacdo de mastécitos, eosinofilos, linfécitos intraepiteliais (LIE) e células
caliciformes na camada intraepitelial e de macrofagos na parede do intestino delgado.
Para isto, amostras de tecidos foram retiradas do duodeno, jejuno e ileo de seis grupos
de animais, de acordo com o resultado do exame coproldgico, ou seja: animais que
estavam no inicio ou ascensao (1), no pico (2) do parasitismo, durante as fases de
declinio ou expulsdo (3), e de pos-expulsdo dos parasitas (4), além de dois grupos
controles de animais ndo parasitados por T. vitulorum com idades médias entre 30
(C30) e 50 (C50) dias. No duodeno, no jejuno e no ileo, a populagéo de LIE, mastdcitos,
eosinofilos e células caliciformes teve um aumento significativo principalmente durante
0 pico da infeccdo. Em seguida, estas células comecaram a declinar durante a fase de
expulsdo, aproximando-se do nivel do controle na fase de pds-expulsdo. Os
macrofagos também encontravam-se elevados no pico do parasitismo, mas foi na fase
de pds-expulsédo que a hiperplasia destas células foi mais evidente, tanto no duodeno,
quanto no jejuno, principalmente na submucosa e na musculatura lisa intestinal.
Confirmou-se ainda a existéncia de associacdo entre mastdcitos e nervos intestinais
nos plexos submucoso e mioentérico do duodeno, do jejuno e do ileo nos animais que
estavam no pico da infeccdo. Pelo estudo morfoldgico, feito através de mensuracdes de
todas as camadas da parede do intestino delgado, constatou-se somente uma
significativa atrofia vilosa no duodeno, durante as fases de ascensdo, de pico e de

expulséo do parasita, mas a hipertrofia muscular n&o foi observada. Concluiu-se que a



infeccdo pelo nematédeo T. vitulorum em bezerros bufalos foi responsavel pela
hiperplasia celular (LIEs, células caliciformes, eosindéfilos e mastocitos) na camada
intraepitelial e pela interagdo entre mastocitos e processos nervosos na mucosa, nos
plexos submucoso e mioentérico. Como estas alteracdes celulares predomindando no
pico da infeccdo normalizaram-se ap0s a expulsdo, concluiu-se também que
elastiveram participacdo no mecanismo imunoldgico celular de controle e expulsao do
parasita pelo hospedeiro. O macréfago presente em maior quantidade na fase da pos-
expulsdo sugeriu uma importante participacdo destas células na recuperacdo das

leses inflamatodrias nesta infeccao.

Palavras-Chave: Alteracbes Morfologicas, Bufalo, Células Inflamatorias, Sistema

Nervoso Entérico, Toxocara vitulorum



THE IMMUNE-INFLAMMATORY CELLULAR RESPONSE AND OF GOBLET CELLS
IN SMALL INTESTINE OF THE BUFFALO CALVES IN THE NATURAL INFECTION
BY TOXOCARA VITULORUM

SUMMARY - The populational kinetics of immune/inflammatory cells was studied
in the wall of the small intestine from buffalo calves naturally infected with Toxocara
vitulorum. Samples of tissues were removed from duodenum, jejunum and ileum of four
groups of animals during the beginning of the infection, at the peak of egg output, during
the period of expulsion and post-expulsion of the worms, as well as from uninfected
calves. Cells (mast cells, eosinophils, intraepithelial lymphocytes - IEL and goblet cells)
present in the epithelial layer (intraepithelial) of the small intestine were counted. In the
duodenum, jejunum and ileum, the population of mast cells, eosinophils and
lymphocytes increased significantly during the peak of the infection. Goblet cell numbers
increased also during the beginning and at the peak of the infection. The decline of the
number of these cells occurred during the periods of expulsion of the worms reaching to
uninfected control counts at the post-expulsion period indicated a role of these cells in
the process of expulsion of T. vitulorum by the buffalo calves. However, the population
of macrophages, increased during the peak of the infection, but it was higher in the
phase of post-expulsion of the worms. The numbers of mast cells in close contact with
individual nerve fibers or present in the ganglia of both submucosal and myoenteric
plexa were dramatically increased, particularly during the peak indicating a neurogenic
component to this infection. The layers of the intestinal wall (villus, crypt, submucosa
and muscular) were also measured. Morphological examinations showed a significant
vilar atrophy, particularly in the duodenum during the beginning, peak and during the
phase of expulsion of the worms, but smooth muscle hypertrophy or other alteration was

not observed in any phase of the infection. In conclusion, the infection by T. vitulorum in



buffalo calves elicited cellular hyperplasy of LIEs, goblet cells, eosinophils and mast
cells in the intraepithelial layer of the small intestines and association between mast
cells and nervous process in the mucosa and in the submucosal and mioentérico plexa,
these cellular changes might be important for the worm expulsion. The macrophages
presents in high numbers in the post-expulsion phase might have important role in the

recovery of the infection.

Keywords: Morphological Changes, Buffalo, Inflammatory Cells, Enteric Nervous

System, Toxocara vitulorum



1 INTRODUCAO

O ascaridideo Toxocara vitulorum € considerado um parasita patogénico e
altamente prevalente para bubalinos jovens entre 15 e 120 dias de idade. Esta
precocidade de infeccdo deve-se ao fato destes animais adquirirem as larvas
infectantes através do colostro contaminado, logo ap6s o nascimento. Este ascaridideo
€ de grande porte e pode obstruir o limen do intestino delgado, ocasionando lesdes
inflamatdrias traumaticas que podem predispor 0os animais as infec¢cdes secundarias por
bactérias e, conseqlientemente, ocasionar diarréias. A prevaléncia desta espécie € alta
nos rebanhos bubalinos do mundo todo e, algumas vezes, pode levar a morte 0s
animais quando submetidos a subnutricdo e a manejos inadequados.

Vérios estudos sobre os aspectos imunolégicos por infec¢cdes helminticas vém
sendo desenvolvidos com fins de diagndstico e de controle através da producdo de
vacinas protetoras. Com relagdo ao parasita T. vitulorum, tem se constatado
recentemente que os bufalos quando parasitados naturalmente, sdo capazes de ser
estimulados imunologicamente e armar uma resposta imune celular e humoral. Resta
saber se esta resposta imunoldgica € protetora contra esta infec¢do. Starke-Buzetti et
al. (2001) e Souza et al. (2004) estudaram as respostas imunes em bezerros bufalos
mensurando os niveis de anticorpos contra os antigenos de T. vitulorum através do
imunoensaio ELISA indireto e observaram que 0s animais desenvolveram uma
resposta imune humoral por ocasido da expulsdo dos parasitas. Posteriormente,
Ferreira (2002), fracionando estes mesmos antigenos pelo SDS-PAGE, detectou varias
bandas de polipeptideos para os antigenos de T. vitulorum e observou que a maioria
destas fracdes antigénicas foi reconhecida por todas as amostras de soro dos bezerros

e de soro/colostro das bufalas quando analisadas pelo Western Blot. Em seguida, Paula



(2003) imunizou camundongos utilizando estes antigenos e verificou que eles inibiam a
migracao larval.

A expulsdo espontanea dos parasitas helminticos de um hospedeiro néo
permissivo €, sem duvida, um evento imune com componentes da imunidade inata e
adquirida. Numerosas células imunes e seus mediadores foram relacionados as
alteracfes intestinais que acompanham a infeccdo helmintica e que participam da
expulsdo do parasita. Estas incluem as células caliciformes/muco,
mastocitos/histaminas, eosinofilos, complemento, anticorpos e citocinas. Entretanto,
apesar de esforcos extensivos em pesquisas, um Unico mecanismo imune ou um tipo
celular critico ou decisivo para a expulsao ainda néo foi identificado. Desta forma, em
um animal imunocompetente, a expulsdo eficiente dos parasitas entéricos estd mais em
funcdo de uma resposta coordenada e multicelular envolvendo células imunes,
mielbides, epiteliais e nervosas (revisado por CASTRO, 1989,1992; CASTRO &
ARNTZEN, 1993; MCKAY & FAIRWEATHER, 1997; PALMER & MEERVELD, 2001).
Em trabalho realizado por Neves et al. (2003), ficou evidente que na infec¢cdo natural
em bezerros bufalos por T. vitulorum, principalmente no pico do parasitismo, ocorria
uma hiperplasia celular por mastdcitos e eosinofilos na mucosa do duodeno e do jejuno
de bezerros bufalos que culminava com o pico da infeccdo. Estes dados sugerem que
estas células tiveram participacdo no processo de expulsdo do T. vitulorum pelos
hospedeiros, pois elas retornaram ao nivel do controle apos a expulsdo do parasita.

Em continuacdo a pesquisa de Neves et al. (2003), no presente trabalho
objetivou-se um levantamento com quantificacdo de varias células como linfocitos
intraepiteliais, células caliciformes e macréfagos além, de mastdcitos e esosindfilos que
poderiam estar participando também na infeccéo por T. vitulorum. Como o T. vitulorum
adulto € um parasita de grande porte e nao invasor da mucosa, vivendo somente no
limen intestinal, procurou-se avaliar se 0s mastocitos e eosinofilos poderiam migrar
para a camada intraepitelial que recobre toda a mucosa intestinal para atuar o mais
proximo possivel do parasita. Sabe-se que moléculas liberadas por estas células
podem contribuir para o aumento da permeabilidade vascular e epitelial. Além disso,

pode haver ativacdo das células neuroldgicas para secretarem neurotransmissores



essenciais para a sensibilizacdo de mecanismos neuro-vegetativos e neuro-motores,
levando a contratibilidade da musculatura e sua hipertrofia além do aumento de muco
(PALMER & MEERVELD, 2001). Segundo Stead et al. (1991) e McKay & Bienenstock
(1994), mastocitos podem ligar-se e interagir com nervos do sistema nervoso entérico e
esta ligacdo pode modular as funcdes epiteliais e proporcionar uma base
microanatébmica de comunicacdo bilateral entre estes dois componentes em humanos e
em ratos. Desta forma, objetivou-se também o estudo da associa¢do entre mastécitos e
0S processos nervosos do plexo submucoso e mioentérico e procurou-se avaliar esta
relacdo temporal com as alteracbes morfoldgicas da parede intestinal com a expulsao
do parasita e com a recuperacdo da infec¢do durante o periodo de pds-expulsdo de T.
vitulorum em bezerros bufalos. Este trabalho, embora apenas observacional e de
quantificacao celular foi o primeiro a ser realizado com este parasita e em bezerros
bafalos e pode servir de base para estudos futuros com relacdo a resposta imune
celular e seus componentes celulares e humorais efetores visando um controle efetivo

atraves da vacinacgéo.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Toxocara vitulorum: aspectos gerais

Toxocara vitulorum é nematdédeo de grande porte pertencente a Familia
Ascarididae que parasita o intestino delgado de ruminantes (SMITH, 1994) e
principalmente de bufalos d’agua (Bubalus bubalis) (ROBERTS, 1989). Patnaik &
Pande (1963) listaram-no em primeiro lugar na ordem de prevaléncia e
patogenicidade para bezerros bufalos bem jovens, nos primeiros quatro meses de
vida.

O T. vitulorum causa anorexia, diarréia ou constipacdo, desidratacdo e
célicas no hospedeiro, podendo leva-lo até a morte em alguns casos (DAS &
SINGH, 1955). Este parasita é prevalente em bezerros bufalos com até quatro
meses de idade onde o pico maximo da infeccdo se da em torno dos 30 aos 50
dias. A partir de entdo ocorre auto-cura onde os bufalos eliminam
espontaneamente os parasitas com as fezes e em seguida ndo mais se reinfectam
com adultos (STARKE et al., 1983; NEVES et al., 2003).

Roberts (1990), estudando a dinamica da infecgdo por T. vitulorum,
observou que larvas infectantes marcadas radioativamente e administradas dentro
do intestino delgado foram infectantes para bufalos em todas as idades. Muitas
larvas foram diretamente para o figado através da veia porta, mas algumas
penetraram nos nédulos linfaticos mesentéricos. Apds 90 horas, algumas larvas
migraram para os pulmdes e outras para a musculatura, cérebro, rins e nodulos
linfaticos periféricos. Em bufalas prenhes, as larvas cresceram no figado e pulméo

até atingirem 500 a 600 ym de comprimento e, em seguida, migraram para a



glandula mamaria oito dias antes do parto. Na glandula mamaria as larvas
cresceram ainda mais, atingindo 1200 ym e passaram para o colostro e leite,
principalmente durante os primeiros sete dias apos o parto. Confirmando estes
dados, Starke et al. (1992) constataram a presencga de larvas com 886 a 1700 pym
de comprimento no colostro e leite de 14 bufalas examinadas (70%) no periodo
entre o parto e o 26° dia pos-parto. Dos bezerros bufalos, 26,7% encontravam-se
parasitados nos primeiros 10 dias, e 100 % aos 30 dias de vida.

Com relacdo a imunidade, Roberts (1993) relatou que bufalas adultas
produzem anticorpos contra o antigeno excretor-secretor (ES) e somatico de T.
vitulorum. Os anticorpos passam para seus bezerros através do colostro
(RAJAPAKSE et al., 1994a; SOUZA et al., 2004). Além disso, Amerasinghe et al.
(1992) constataram imunidade humoral em camundongos imunizados com
antigenos larvais e adultos de T. vitulorum apds varios desafios com ovos
infectantes deste parasita. A confirmacao da existéncia de anticorpos especificos
foi verificada in vitro incubando-se o soro de bezerros bufalos recém-nascidos com
larvas de T. vitulorum, pela formagao de precipitados orais nas larvas e pela morte
das mesmas 72 horas apds (ROBERTS, 1993).

Rajapakse et al. (1994b) constataram imunidade humoral em ratos pela
reducdo do numero de larvas nos tecidos apds a injecao de soro e colostro de
bufalas adultas infectadas naturalmente com T. vitulorum. Starke-Buzetti et al.
(2001) e Souza et al. (2004) estudaram as respostas imunes em bezerros bufalos
mensurando os niveis de anticorpos contra os antigenos extrato larval bruto (Ex)
de larvas infectantes de T. vitulorum através do imunoensaio ELISA indireto. Estes
autores observaram que a quantidade de anticorpos encontravam-se elevados nos
animais recém nascidos logo apds a ingestdo do colostro. Este aumento
permaneceu até 15 dias, decresceu entre 15 e 30 dias e permaneceu
relativamente estavel até 120 dias de idade. Como os parasitas sao expulsos
pelos hospedeiros e estes nado se reinfectam, sugere-se que o0s animais
desenvolvem resposta imune protetora. Por outro lado, Neves et al. (2003)
observaram que ao mesmo tempo em que os ovos de T. vitulorum encontravam-

se em maior numero nas fezes de bezerros bufalos (37 e 62 dias de idade),



ocorria também aumento no infiltrado de mastdécitos e eosindfilos na lamina
propria da mucosa intestinal destes animais. Apds a expulsdo do parasita ocorria
declinio destas células, indicando que a hiperplasia celular fora estimulada pelo

parasitismo.

2.3 O papel de linfocitos, mastécitos, eosinoéfilos, células caliciformes e
macrofagos na mucosa intestinal de animais infectados por helmintos
intestinais

Morfologicamente a mucosa do intestino delgado esta disposta de maneira
a formar dobras em direcao ao lumen intestinal (placas circulares) e pequenos
vilos. Normalmente, os vilos sdo levemente mais curtos e grossos no duodeno,
muito compridos no jejuno e, de menor comprimento no ileo. No duodeno, a
proporcao normal do comprimento do vilo para a profundidade da cripta € de 3 ou
5:1 (CHANG et al., 2005). O epitélio € composto por uma camada de células de
epitélio colunar e estas células epiteliais originam-se da base da cripta. As células
da camada epitelial tem funcdes especificas: as células absortivas possuem
microvilosidades em sua superficie luminal, formando uma borda em escova; as
células de Paneth possuem grandes granulos eosinofilicos apicais contendo
proteinas microbicidas; as células caliciformes estao envolvidas na secrecéo de
muco e; as células M facilitam a captura de antigenos (CUVELIER et al., 2001).

Acima da camada epitelial esta o glicocalice composto de um complexo de
glicoproteinas e mucinas. Esta camada de muco é uma importante barreira fisica
para os patdgenos, onde estes organismos ficam presos e séo levados para fora
juntamente com as fezes (THOMSON et al., 2001).

A submucosa contém tecido conjuntivo juntamente com pequenos vasos
sanguineos, linfaticos e células nervosas do sistema nervoso autbnomo do
intestino ou plexo de Meissner. As glandulas de Brunner estdo presentes na
submucosa do duodeno proximal e sdo glandulas mucosas que secretam ions de
bicarbonato, glicoproteinas e pepsinogénio Il (CUVELIER et al., 2001; THOMSON

et al., 2001). Existem também células linféides agregadas com ou sem formagéao



folicular. Os foliculos linféides, ou placas de Peyer, podem ultrapassar a muscular
da mucosa e estender-se para a submucosa (CHANG et al., 2005).

Em ovinos, as placas de Peyer é um grande tecido linféide responsavel pela
formagao da maioria dos linfocitos B (REYNOLDS, 1987). A taxa de produgéo dos
linfécitos B € de 3.6 bilhdes de células por hora (REYNOLDS, 1986), podendo a
placa de Peyer dobrar de tamanho, mas isto n&o ocorre porque aproximadamente
95% dos linfécitos B produzidos morrem por apoptose (MOTYKA & REYNOLDS,
1991).

O intestino contém dois compartimentos linféides principais: o tecido linféide
associado a mucosa (MALT) e as células linféides difusa da mucosa
(CHEROUTRE & MADAKAMUTIL, 2004). O intestino € o maior 6rgao linféide do
corpo pela quantidade de linfocitos e imunoglobulinas produzidas. Isto reflete a
enorme carga de antigenos o qual sdo expostos diariamente (CHEROUTRE &
MADAKAMUTIL, 2004). As células linféides difusas da mucosa consistem de
linfocitos intraepiteliais e linfocitos da lamina propria (CUVELIER et al., 2001).
Devido sua estratégica localizagdo, os LIEs provavelmente s&o importantes na
preservagao da integridade da mucosa. A lamina propria normal esta infiltrada
com linfécitos, células plasmaticas, macrofagos, eosindéfilos e ocasionalmente
mastoécitos (CHANG et al., 2005).

A primeira barreira da mucosa intestinal consiste de células epiteliais e
linfécitos intraepiteliais (LIEs). Os LIEs constituem a principal populagdo de
linfécitos residentes proximos ao Ilumen intestinal (CHEROUTRE &
MADAKAMUTIL, 2004). Na coloracdo por hematoxilina e eosina (HE), linfocitos
intraepiteliais tem um padrdo cromatico do nucleo basofilico, contorno nuclear
irregular e um halo perinuclear claro. Fenotipicamente, os LIEs s&o linfocitos T,
onde a maioria (>70%) s&o células T CD4/CD8" e menos de 20% s&o células T
CD4". As células B nao estao presentes (CHEROUTRE & MADAKAMUTIL, 2004).
Entretanto, no epitélio associado ao foliculo (FAE), existem mais LIEs do tipo
CD4" CD8. Entre as células M e os foliculos linfoides subjacentes estdo os
linfocitos B intraepiteliais (CHEROUTRE & MADAKAMUTIL, 2004).



Segundo Simecka (1998), os linfocitos intraepiteliais (LIE) ndo tiveram ainda
suas fungdes bem definidas, porém acredita-se que formam uma primeira linha de
defesa contra infecgbes em mucosas e possuem citocinas e atividades
reguladoras. Carroll et al. (1984) verificaram as mudangas nos numeros de
linfécitos intraepiteliais granulares e agranulares em camundongos infectados com
Strongyloides ratti. Na infecgao primaria, ocorreu pouca mudanga no numero de
linfécitos intraepiteliais granulares no principio da infecgdo, o aumento destas
células foi evidenciado algumas semanas apds a expulsdo dos parasitas e, a
quantidade destas células granulares ndo se modificou na infeccdo secundaria.
Em contraste, o numero de linfécitos intraepiteliais agranulares mostrou-se maior
no principio da infecgdo primaria e declinou apdés uma infecgdo secundaria
(CARROLL et al., 1984).

Guy-Grand et al. (1978), sugeriram que os linfocitos intraepiteliais
granulares fossem precursores de mastécitos. Neste caso, a fungéo destas células
em animais infectados com helmintos estaria relacionada com os papeis de
mastocitos na lamina prépria e possivelmente com leucdcitos globulares
(CARROLL et al., 1984). Por outro lado, associa-se tanto linfécitos intraepiteliais
granulares como o agranulares com atividades de células “natural killer’ (NK)
(FLEXMAN et al.,, 1983). Por esta razdo, os dois tipos celulares estariam
envolvidos na defesa do hospedeiro contra o parasita (CARROLL et al., 1984).

As helmintoses gastrointestinais estdo associadas com o aumento do
numero de mastécitos de mucosa (MMC) na Iamina prépria e no epitélio do trato
gastrointestinal de roedores (LEVY & FRONDOZA, 1983). Segundo Miller (1984),
estudos em roedores infectados com Nippostrongylus brasiliensis mostram que o
aparecimento de MMC ¢é imunologicamente mediado, mas suas fungdes na
mucosa nao tém sido bem esclarecidas.

Devido ao acumulo de MMC na mucosa intestinal durante o periodo de
expulsdo de nematdédeos do trato intestinal, acredita-se que estas células
contribuem para este processo (ROTHWELL, 1989; NEVES et al., 2003). Na
maioria dos trabalhos envolvendo mastdcitos nas reacdes inflamatorias contra

infeccbes por helmintos gastrointestinais realizados em roedores, evidenciou-se



mastocitose e eosinofilia (JARRET & MILLER, 1982; DWINELL et al., 1995;
STARKE & OAKS, 2001). Desta forma, ha evidéncias de que a ativagao no local
da infeccdo e a elevagéo dos niveis de produtos sistémicos de mastécitos estdo
associadas com a expulsdo de helmintos intestinais (BEFUS & BIENENSTOCK,
1982; JARRET & MILLER, 1982).

Com énfase aos eventos ocorridos durante o periodo de expulsdo na
infeccdo primaria por Nematodirus battus em cordeiros, Winter et al. (1997)
acompanharam as respostas imune-celulares intestinais. Os autores verificaram
que a mastocitose e o aumento de eosindfilos no tecido eram coincidentes com a
expulsdo dos parasitas pelos hospedeiros, principalmente durante o periodo inicial
deste processo. No entanto, eosindfilos apresentavam-se em contagens
relativamente baixas durante o periodo da infeccdo mas aumentavam durante a
expulsdo até atingir o pico no periodo em que os parasitas ja tinham sido
expelidos. Por outro lado, Rothwell et al. (1993), verificaram correlagdo inversa
entre a eosinofilia sanglinea e a contagem de ovos nas fezes de cordeiros
infectados repetidamente com Trichostrongylus colubriformis, confirmando a
associacao entre a resisténcia aos parasitas e a eosinofilia. Da mesma forma, em
bufalos, Neves et al. (2003) verificaram a ocorréncia de infiltrado de mastdcitos e
eosindfilos na lamina prépria da mucosa do intestino delgado de bezerros bufalos
infectados por T. vitulorum. Apds a expulsdo dos nematddeos, tanto mastocitos
quanto eosindfilos retornaram ao nivel do controle (animais néo infectados),
indicando que estas células participaram no processo de expulsdo de T. vitulorum
pelos bufalos.

Apdés a expulsdo de Trichinella spirallis por camundongos infectados
experimentalmente, Friend et al. (2000) também verificaram uma involugdo na
populacdo de mastdcitos e eosindfilos na mucosa intestinal. Fato também
constatado por Starke & Oaks (1999) com Hymenolepis diminuta em ratos. A
diminuicdo na populagcdo destas células ocorreu primeiramente devido ao
processo de apoptose local, embora em pequena porcentagem (cerca de 3 %)
(STARKE & OAKS, 1999), mas principalmente, pela migragao dos eosindfilos para

os linfonodos mesentéricos e dos mastdcitos para o bagco (FRIEND et al., 2000).
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No bacgo, estes mastécitos apresentavam o nucleo segmentado possivelmente
devido ao processo de envelhecimento celular para serem, em seguida,
destruidos por macréfagos. Por outro lado, a maioria dos eosindéfilos encontrava-
se nos linfonodos, sofrendo o processo de apoptose e sendo em seguida
fagocitado por macrofagos (FRIEND et al., 2000).

Outro parametro verificado por Neves et al. (2003) foi o aumento de
eosindfilos no sangue que permaneceu durante todo o parasitismo patente.
Parsons et al. (1993) demonstraram que a eosinofilia no sangue e no tecido foi
bastante consistente em animais infectados com larvas de Toxocara canis. A
hipereosinofilia, com nivel de eosindfilos circulantes bastante alto, chegando a
atingir 50% a mais que o normal, também foi observada em humanos infectados
com T. canis. O mecanismo responsavel por esta resposta eosinofilica em
toxocarioses € desconhecido mas parece estar direcionada contra os produtos
excretor-secretor (ES) da larva. Os antigenos ES também estdo envolvidos no
mecanismo de aderéncia de eosindfilos a cuticula da larva em areas do figado
altamente infiltradas por eosindfilos como consequéncia da migragao larval
(PARSONS et al., 1993).

Na mucosa intestinal, Eversole et al. (1999), verificaram aumento no numero
de eosindfilos na lamina propria e no epitélio durante a infecgao por N. brasiliensis
em camundongos. Estes eosindfilos migraram na lamina propria, a medida em que
a infecgdo progredia, da cripta para o vilo, em diregdo a regido subepitelial e dai
atravessavam a lamina basal para a regiao intraepitelial. Durante a migracao, os
eosindfilos aumentavam de tamanho e estendiam o citoplasma, mas nao
degranulavam. Este estudo sugeriu que a migragdo de eosindfilos para a area
intraepitelial seria uma tentativa destas células exercerem uma acgéo citotoxica
direta contra os parasitas adultos no lumen intestinal.

Segundo Fargeas et al. (1992), citado por Dwinell et al. (1998), mastdcitos
parecem ter importante papel na traducdo e alteragcdo dos padrdes mioelétricos
durante infecgbes causadas por nematdédeos. Além disso, Weisbrodt et al. (1994)
também citado por Dwinell et al. (1998), verificaram alteragbes na musculatura

intestinal durante a infeccdo por nematédeos. Em seguida, Dwinell et al. (1998)
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relataram que ratos infectados por H. diminuta apresentavam espessamento da
camada muscular intestinal e aumento da profundidade das criptas de Lieberkihn
do intestino delgado 20 dias apos a infeccdo. Ja os eosindfilos, além de
apresentarem uma proteina em seus granulos denominada de proteina basica
principal (MBP) associada com a morte de parasitas (WASSON & GLEICH, 1979)
apresentam também mediadores inflamatoérios que podem causar destruicdo do
tecido infectado, hipertrofia da musculatura lisa e mudangas na permeabilidade
vascular (HIRAI et al., 1997).

Mckay & Bienesnstock (1994) analisaram as interagbes entre mastocitos e
nervos no intestino e verificaram que esta associacao regula a fisiologia intestinal
em resposta desta aos antigenos. Mastocito pode agir como um “sensor de
antigenos” ou como “célula vigilante”, quando posicionados adjacentes aos
nervos, vasos sanguineos e linfaticos e na superficie epitelial da mucosa (MCKAY
& BIENESNSTOCK, 1994). Além disso, estimulos antigénicos ou mudangas no
microambiente intestinal, podem ser conduzidos através do sistema nervoso
entérico (SNE) para o sistema nervoso central (SNC) (MCKAY &
BIENESNSTOCK, 1994). Assim, intera¢cdes entre mastodcitos, outras células do
sistema imunolégico, sistema microvascular, musculatura e SNE podem contribuir
com mecanismos de defesa do hospedeiro na tentativa de inativar ou destruir
antigenos (MCKAY & BIENESNSTOCK, 1994). Da mesma maneira, Perdue et al.
(1990) observaram interagcdes mutuas entre mastocitos e nervos com liberagao de
histamina e neurotransmissores, respectivamente, associados com as alteraces
de transporte idnico e diarréias em animais infectados.

A liberagao de mediadores pelos mastocitos pode contribuir para a resposta
inflamatédria local. Estes mediadores podem causar a destruicdo do parasita,
recrutando outras células efetoras como os eosindfilos, induzindo a hipersecrecao
de muco, alterando a contratilidade intestinal e o aumento do peristaltismo que
interfere no processo de fixacdo do parasita e sua expulsdo pelo hospedeiro
(NUTMAN, 1993). A ativacdo de mastocitos e os mediadores liberados alteram o
transporte de ions, como cloro através do epitélio intestinal, o qual pode contribuir

para a expulsdao do parasita (PERDUE et al., 1990). Varios experimentos
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conduzidos com ovinos parasitados com diferentes parasitas gastrointestinais
revelaram que mastocitos liberam importantes mediadores inflamatérios como
resposta protetora. Jones & Emery (1991) observaram que ovinos imunizados
contra T. colubriformis apresentavam altos niveis de mediadores inflamatorios
(prostaglandina F, leucotrienos (C4), tromboxanos (B2) e histamina) no conteudo
intestinal, onde as prostaglandinas estavam presentes em niveis mais altos. Estes
resultados indicaram que estes mediadores podiam desempenhar importante
papel na expulsdo dos parasitas. Tromboxanos aumentam a agregagao de
plaquetas, prostaglandina-E tem efeito na dilatagdo de vasos sanguineos
aumentando a permeabilidade vascular; os leucotrienos B4 sao quimiotaticos para
neutrofilos e aumentam a permeabilidade vascular, enquanto os C4, D4 e E4
estimulam a contragdo muscular e também aumentam permeabilidade vascular
(TIZARD, 1996).

A ativacdo de mastécitos tem sido associada a um aumento da
permeabilidade intestinal nos modelos de hipersensibilidade. Mastocitos produzem
mediadores induzindo a secre¢cdo de ions e aumentando a permeabilidade do
intestino. O mecanismo pelo qual os mastdcitos alteram as fungdes na mucosa
intestinal esta diretamente associado a acdo de mediadores inflamatérios sobre as
células epiteliais e/ou pela acao indireta nos neurotransmissores (YU & PERDUE,
2001). Além disso, os modelos de alergia alimentar e infec¢des parasitarias tém
acrescentado informacgdes sobre a imunomodulagdo do epitélio intestinal por
mastoécitos. Apds a infeccdo por N. brasiliensis e T. spiralis, uma acentuada
mastocitose é observada no intestino do hospedeiro tornando estes individuos
imune a uma segunda infeccdo. A ativacdo de mastécitos esta intimamente
associada com a infecgdo por nematddeos. (PERDUE et al., 1990) mostraram que
na infeccao por N. brasiliensis, o intestino tornou-se intensamente inflamado entre
o sétimo e décino dia apds a infecgdo. A injuria da mucosa consistiu na atrofia
Vilar e na hiperplasia da cripta (PERDUE et al., 1989), além do aumento da
secrecdo de ions calcio e cloro durante a inflamagdo aguda (PERDUE et al.,
1990). Da mesma forma, em ratos infectados por T. spiralis observou-se uma

significante diminuicdo na absor¢ao (CASTRO et al., 1987), um aumento na
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secrecao do ion cloro e uma rapida rejeigao ao parasita (HARARI et al., 1987). Um
evidente aumento bifasico na corrente elétrica do intestino ocorreu na serosa
intestinal de ratos sensibilizados pelo parasita (28). Estudos farmacologicos
indicaram que os mediadores de mastdcitos eram a principal causa na alteracao
elétrica.

Durante a infecgao parasitaria ocorre alteragdes caracteristicas na mucosa
intestinal. A mucosa do intestino torna-se edematosa e inflamada culminando com
a expulsdo do helminto pelo hospedeiro. A infecgdo causa um aumento da
permeabilidade paracelular epitelial resultando em diarréia e expulsdo dos
parasitas. O T. spirallis estimula uma forte resposta do tipo Th2. Os mastdcitos,
nesta infeccdo, sdo decisivos para a expulsido, pois na auséncia destas células, o
processo de expulsao é retardado (KAMIYA et al., 1985, citado por McCDERMOTT
et al., 2003). McDermott et al. (2003) demonstraram que T. spirallis aumenta a
permeabilidade paracelular do jejuno além de aumentar a expressao de oclucina
entre as juncbes intercelulares dos enterOcitos. Estes dados explicam o
mecanismo de expulsdo deste parasita do intestino e estabelece uma ligagéo
entre mastdcitos e epitélio durante a resposta imune adaptativa do tipo Th2.

Algumas pesquisas sobre tipos de hipersensibilidades, principalmente
relacionadas com linfécitos T, mostraram que hospedeiros mamiferos possuem
mecanismos imunes contra uma variedade de organismos patogénicos diferentes.
Isto inclui ambos componentes, humoral e celular, que podem agir
independentemente ou em varias combinacdes. A infecgdo por helmintos
apresenta um particular problema para o hospedeiro devido ao seu tamanho,
dificultando o processo de destruicdo pelo sistema imune humoral e celular
(MEEUSEN, 1999). Nos ultimos 10 anos, significante progresso nos meétodos
cientificos, tem fornecido informacbes sobre os mecanismos celulares e
moleculares induzindo a uma imunidade contra infecgdes de helmintos parasitas,
particularmente apdés as descobertas de citocinas liberadas por linfocitos T
(MOSMANN & COFFMAN, 1989).

Recentes estudos com roedores infectados com T. spirallis, H. polygyrus, N.

brasiliensis e T. muris tem proporcionado importantes informacdes acerca dos
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mecanismos imuno protetores contra nematdédeos gastrointestinais. Destes
estudos, Finkelman et al. (1997) destacaram, em uma revisdo, quatro
generalizagbes: 1) linfocitos T CD4" sdo células criticas para a protecdo do
hospedeiro contra helmintos; 2) IL-12 e IFNy produzidos por linfécitos Th1 inibem a
imunidade protetora; 3) IL-4, produzida por linfécitos Th2 pode: a) ser necessaria
para a protegdo do hospedeiro e expulsdo do parasita, b) limitar a severidade da
infeccdo, ou c¢) induzir mecanismos protetores redundantes e 4) algumas citocinas
produzidas em resposta a infecgdo gastrointestinal podem falhar em induzir a
protecado do hospedeiro contra alguns parasitas.

Ainda segundo Finkelman et al. (1997), os hospedeiros podem apresentar
habilidades para reconhecer caracteristicas de certos parasitas e estimular
resposta protetora efetiva. Por outro lado, os hospedeiros podem também
organizar um conjunto de mecanismos de defesa contra os parasitas, mesmo se
nao necessarios para protegé-los contra esse particular parasita e desta maneira
causando danos ao hospedeiro infectado.

As células caliciformes também estdo associadas aos mecanismos de
expulsdo de helmintos intestinais (NAWA et al., 1994). Uma variedade de
mecanismos foi proposta nos quais as células caliciformes estavam relacionadas
com a resisténcia contra parasitas através da secregdo de muco (CLAMP, 1984;
CARLISLE et al.,, 1991). Starke & Oaks (2001) estudando a dinamica de
populacdes de células no intestino de ratos infectados por H. diminuta, verificaram
aumento na populagdo de células caliciformes, mostrando o papel funcional desta
célula em resposta a esta infeccdo. As mudancgas fisicas na superficie luminal do
intestino causada pelo aumento do muco liberado por células caliciformes podem
ter importante papel na interacéo fisica entre hospedeiro e o parasita e assim
dificultar a migracao deste ultimo dentro do intestino (STARKE & OAKS, 2001).

Ishikawa et al. (1994) demonstraram que linfécitos T estimulam alteragées
na secrecao das células caliciformes intestinais em ratos parasitados por N.
brasiliensis. Estas alteracdes foram o aumento do muco e do numero das células
caliciformes, diretamente relacionadas com a diminuigdo no tempo de expulsao

deste parasita. Além disso, Carroll et al. (1984) observaram apds a primeira
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infeccdo com S. ratti em camundongos, aumento gradual no numero de células
caliciformes, com o pico ao redor do décimo segundo dia, que era seguido por
rapido declinio. Vinte e oito dias depois da infec¢cdo, este numero voltou ao
normal. Na infecgdo secundaria, o aumento destas células foi mais rapido e o pico
foi observado ja no sexto dia. Com relagdo ao N. brasiliensis, Levy & Frondoza
(1983) observaram que na primeira infeccdo ocorria um aumento do muco
secretado por células caliciformes no jejuno. Mas, durante a segunda semana,
estes parasitas estavam envolvidos pelo muco e deslocados para a porgéo final do
intestino, em fase de expulsao.

Os macrofagos fazem parte do sistema mononuclear fagocitico, formam-se
na medula 6ssea, circulam pela corrente sanglinea como mondcitos e se
diferenciam em macréfagos nos tecidos assim como figado (células de Kupffer),
pulm&o (macrofagos alveolares) e periténio (macrofagos peritoniais) (TAKEMURA
& WERB, 1984). Esta célula € um importante componente do sistema imune inato,
um fagdcito essencial para a defesa do hospedeiro. Além da fagocitose, a
secrecdo de substancias derivadas destas células também tém um importante
papel nas respostas inflamatorias (NATHAN, 1986), podendo funcionar como
células exterminadoras, ter atividades pro e/ou anti-inflamatodrias e responder a
sinais adaptativos através de uma variedade de citocinas e moléculas
coestimulatérias (NOEL et al., 2004). Deste modo, através da sua abundancia,
distribuicdo e motilidade, os macréfagos podem influenciar diretamente nas
respostas imune e inflamatéria, de forma aguda ou na hipersensibilidade tardia,
desde a primeira leséo no epitélio até o processo de reparagao.

Ao encontrar um material estranho ou um microorganismo, os macrofagos
auxiliam na inflamacédo aguda através da secreg¢do de mediadores, assim como
prostaglandinas, fator ativador de plaquetas, leucotrieno C e enzimas proteoliticas.
Outros participantes da inflamagao aguda, assim como os polimorfonucleares, sao
atraidos para o local da inflamacdo por estes mediadores liberados por
macréfagos (TAKEMURA & WERB, 1984).

Caso a reacéo inflamatdria seja controlada, os macréfagos desempenham

um papel central na reparacao do tecido. Eles secretam fatores de coagulacao
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para limitar o processo de reparo, proteases neutras que removem fragmentos da
matriz extracelular ou outros débris além de fatores angiogénicos e mitogenicos,
que promovem a migracado e proliferacdo de fibroblastos e células endoteliais.
Este local sera reconstituido por suprimento sanglineo e tecido conjuntivo
(TAKEMURA & WERB, 1984).

Quando o material estranho persiste, ocorre a fase crénica da inflamagao e
0os macrofagos podem participar na excessiva destruicdo do tecido pela secregao
de proteases neutras que sao efetivas em pH neutro, ou pela secrecdo de
hidrolases acidas efetivas em pH acido, produzindo fibrose excessiva pela
secrecao de mitdgenos pelos fibroblastos (TAKEMURA & WERB, 1984).

Estas células podem também ser identificadas por sua capacidade de
produzir 6xido nitrico (NO) juntamente com a maior expressdo do complexo
principal de histocompatibilidade de classe Il (MHC 1l) e do CD86 (NOEL et al.,
2004). O NO ¢é uma molécula citotéxical/citostatica, que inibe o crescimento e a
funcdo de diversos agentes infecciosos, assim como bactérias, fungos
protozoarios e helmintos parasitas (WOODS et al., 1994). Além do NO, os
macréfagos podem liberar citocinas pro-inflamatorias como TNFa, IL-1, e IL-6.
Deste modo, a persisténcia do processo inflamatério muitas vezes resulta em
destruicéo do proprio tecido (NOEL et al., 2004).

Além disso, as funcdes efetoras de macréfagos influenciam a qualidade, a
duracdo e a magnitude de muitas reagdes inflamatorias. Tradicionalmente foram
descritos como fagocitos, apresentadores de antigenos que secretam mediadores
pré-inflamatoérios e antimicrobianos (GORDON, 1999).

As infecgdes por helmintos induzem uma forte resposta imune Th2 em seus
hospedeiros. Por que e como os helmintos induzem esta resposta sdo questdes
ainda sem respostas. Holland et al. (2000) sugeriram que os produtos
excretores/secretores de helmintos tém uma importante participacdo na resposta
Th2. As infecgdes helminticas modificam a resposta imune normal do hospedeiro
contra outros estimulos antigénicos (COX, 2001) e/ou modifica a suscetibilidade a
outros parasitas (HELMBY et al., 1998) ou virus (ACTOR et al., 1993), sugerindo
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uma importante influéncia destas infeccbes no microambiente imunolégico
(RODRIGUEZ-SOSA et al., 2002).

Estudos recentes sugerem que os macrofagos quando ativados
alternativamente desempenham importante papel na resposta Th2 induzida por
infecgbes por nematédeos (ALLEN & LOKE, 2001; LOKE et al., 2000a, LOKE et
al., 2000b; MACDONALD et al, 1999). Estes macrofagos, ativados
alternativamente, também foram mencionados em filarioses, podendo induzir a
diferenciagdo de células T em Th2 (LOKE et al.,, 2000a, MACDONALD et al.,
1998). Alguns estudos sugeriram que o concomitante padrédo Th2 de producéo de
citocinas por CD4" seguido da interacdo com macrofagos ativados
alternativamente podem explicar os niveis reduzidos de IFN-y e IL-12 observados
em certas infecgbes helminticas e a inclinagdo a resposta tipo Th2 para novos
desafios antigénicos resultante de coinfecgdes helminticas (ACTOR et al., 1993;
KULLBERG et al.; 1992; KURODA et al., 2001).

De acordo com estudos in vitro realizados por Kuroda et al. (2001), o
padrdo de produgdo de citocinas por macrofagos na presenga de antigenos de
Toxocara canis e soro imune proveniente de camundongos infectados, mostrou-se
alterado; enquanto a producdo de IL-10 e TGF-$3 estava aumentada, a produgao
de IL-12 e TNF-a estava diminuida. A IL-12 tem um importante papel na
polarizacdo da resposta imune para Th1 e a produgédo de IL-12 por macréfagos
estd regulada por muitas citocinas (MANETTI et al., 1993; WU et al.,, 1993).
Porém, Kuroda et al. (2001) verificaram que, quando cada componente foi
analisado individualmente, a diminui¢cao de IL-12 e TNF-a ndo estava relacionada
com a diminuigao de TNF-a, IL-10, TGF-B e de prostaglandinas e com o aumento
de IL-4. No entanto, quando em conjunto, a alteragdo na concentracido de
citocinas como IL-4, IL-1 TGF-B e de prostaglandinas poderia modular e diminuir a
secrecdo de IL-12 por macrofagos e direcionar a resposta preferencialmente para
Th2 na infecgdo por T. canis em camundongos. Desta forma, o T. canis poderia
polarizar macréfagos por uma via alternativa para seletivamente secretar alguns
tipos de citocina, mas nao outros. No entanto, o padrao de citocinas nas infeccdes

helminticas ainda merece maior atencéo e estudo.
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Na imunidade a helmintos as células T citotdéxicas falham algumas vezes
em destruir parasitas (BUTTERWORTH et al., 1979), ja as populagdes de células
fagociticas, incluindo macréfagos, eosindfilos e neutrofilos, muitas vezes
desempenham esta tarefa com sucesso (CAPRON et al.,, 1982). Macrofagos
destruiram significante numero de schistosomulas (estagio encontrado na pele) in
vitro na auséncia da adi¢cao de anticorpo (JAMES et al., 1982b), sugerindo que
macrofagos ativados podem ndo somente desempenhar um importante papel na
resisténcia natural ao Schistosoma, além de, também, participar de varios
mecanismos imunes envolvidos no desenvolvimento de imunidade adquirida a
este parasita (CAPRON et al., 1983).

Durante as infecgbes por nematddeos, Olgilvie (1978), verificou que a
populagdo de fagocitos mononucleares podia aumentar. Posteriormente,
Mackenzie et al. (1980) observaram, in vitro, macrofagos destruindo larvas de N.
brasiliensis na presenca de complemento e o aumento na mortalidade de larvas
de T. spiralis mediada por eosinodfilos IgG-dependente. Ouaissi et al. (1981)
demonstraram em estudo ultraestrutural in vitro a interagdo entre macrofagos e
microfilarias na presenga do anticorpo IgE, e observaram um processo sequencial
de morte: primeiro ocorreu a aderéncia dos macrofagos a superficie do parasita:
apods oito horas de contato, as células emitiram seus pseuddpodos ao redor da
microfilaria, envolvendo o parasita; apos 16 a 24 horas seguiu-se a hipertrofia do
complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico e lisossomos dos macréfagos; o
acumulo de granulos lisossomais ao redor do parasita, junto com a ruptura de sua
cuticula que resultou na perda de seu material intracelular.

O mecanismo de morte celular através da citotoxicidade celular mediada
por anticorpo (ADCC) também foi observado em outras infec¢gdes por nematddeos,
principalmente os filarideos, onde as células mais importantes neste processo
eram macroéfagos e eosindfilos e, a imunoglobulina era a IgE ( MEHTA et al., 1980;
HAQUE et as., 1981; CAPRON et al., 1983; MAIZELS et al., 1983; FALCONE et
al., 2001).

Recentemente, trabalhos interessantes mostraram a interagdo entre as

células mastdcitos e macréfagos desempenhando diferentes fungdes na resposta
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imune em infeccbes de um modo geral. Brooks et al. (2000) observaram que
mastoécitos tem a capacidade de ligar-se ao IFN-y via glicosaminoglicanas (GAGs)
e apresenta-lo a macréfagos ativos, mostrando uma nova fungdo desempenhada
por mastécito como uma célula apresentadora de citocina. Visto que mastdcitos
sdo residentes em muitos tecidos e também s&o recrutados aos locais de
inflamacdo (ANDERSON et al., 1997), eles poderiam sequestrar estas citocinas e
transporta-las para dentro dos tecidos (BROOKS et al., 2000). Além disso,
mastoécitos apresentando do IFN-y aos macrofagos, estimularia este ultimo a
produzir oxido nitrico que por sua vez induziria a estabilizacdo de mastdcitos
(DeSCHOOLMEESTER et al., 1999), representando um possivel mecanismo de
feedback negativo na ativagédo destas células (BROOKS et al., 2000).

Qutro tipo de colaboragdo € quando mastocitos estimulados,
antigenicamente ou por qualquer outro fator, liberam seus granulos gerando um
processo inflamatério. Apdos este processo, os componentes residuais destes
granulos que sdo componentes soluveis, como as proteases neutras e heparina,
permaneciam no fluido extracelular. Estas estruturas negativamente carregadas
ligavam-se a estruturas basicas através de ligagbes ibnicas, como lipideos de
baixa densidade (LDL) e outras drogas, formando compostos insoluveis que eram
fagocitados posteriormente por macrofagos. Outras células como as da
musculatura lisa das paredes de artérias podem fagocitar compostos lipidicos e
iniciar o processo de artereosclerose (KOVANEN et al., 1995; DECORTI et al.,
2000).

Por outro lado, o sistema imune depende de macréfagos por serem um
participante incondicional do sistema imune inato, agindo como uma sentinela
contra patdgenos invasores, esta célula é crucial como primeira linha de defesa,
além de manter a homeostase dos tecidos através da rapida fagocitose de células
apoptéticas (BHOGAL et al., 2004). Assim, os macrofagos residentes nas placas
de Peyer do ileo de ovinos, mediariam a fagocitose e a remogao de linfocitos B
apoptéticos e na auséncia de macréfagos a apoptose destas células induziria a
uma resposta inflamatoéria descontrolada neste local (BHOGAL et al., 2004). Além

disso, Galeazzi et al. (2000) observaram que na infeccdo por T. spiralis em
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camundongos a liberagdo de acetilcolina pelo plexo mioentérico era suprimida e
verificaram que a presenga de macrofagos durante esta infecgao era responsavel

pela alteracao da fungao neuronal.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do experimento

O experimento foi executado na Fazenda de Ensino e Pesquisa (FEP) da
Faculdade de Engenharia de llha Solteira — Universidade Estadual Paulista (UNESP -
llha Solteira), situada a margem direita do Rio Parana, no municipio de Selviria, do
Estado de Mato Grosso do Sul. A execucao laboratorial foi realizada no Laboratério de
Parasitologia/Imunologia do Departamento de Biologia e Zootecnia da UNESP - Ilha

Solteira.

3.2 Animais

O rebanho bubalino foi constituido de 20 bufalas adultas mesticas (Mediterraneo
X Murrah), seus respectivos bezerros e um touro bufalo. Os bezerros que participaram
deste experimento nasceram de janeiro a maio nos anos de 1998, ou seja, dois grupos
de 20 bezerros para cada ano. Estes bezerros permaneceram juntos com as maes em
um piquete de 12 ha formado com Brachiaria brizantha e por um lago. As bufalas nao
foram ordenhadas durante todo o periodo de execugdo da pesquisa e 0s bezerros

foram desmamados naturalmente.
3.3 Exames coproldgicos: contagens de ovos por grama de fezes (OPG)
Para os exames coproldgicos, as fezes foram colhidas diretamente do reto de

todos os bezerros bufalos do rebanho e foram transportadas para o laboratério em

sacos plasticos devidamente identificados. Estes exames foram realizados
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semanalmente, durante o primeiro més de vida dos animais e quinzenalmente durante
0S cinco meses seguintes.

As contagens dos ovos de nematédeos por grama de fezes (OPG) foram
realizadas em camaras de McMaster conforme a técnica preconizada por Whitlock
(1948).

De acordo com o resultado do OPG dos 40 bezerros bufalos, 24 foram
selecionados e subdivididos em seis grupos sendo: dois grupos controles néao
parasitados e quatro grupos parasitados, com trés a cindo animais em cada grupo.

3.4 Grupos experimentais

As bufalas, antes do parto, foram colocadas em um piquete préximo ao curral
para facilitar a observagcao. Aquelas cujos bezerros pertenciam aos grupos controles (C)
nao parasitados foram tratadas com anti-helmintico uma semana antes e no mesmo dia
do parto com fosfato de levamisol “Ripercol” na dose de 3,75 mg / Kg pv (20 ml). Nos
bezerros dos grupos controles o mesmo anti-helmintico foi administrado no dia do
nascimento e em seguida, semanalmente, para evitar que o animal se infectasse. Além
disso, estes animais também foram tratados contra coccidiose com medicamento a
base de sulfadiazina “Sulfamax” na dose de 5 ml/animal. As fezes foram colhidas
semanalmente para exames coprologicos. Os animais dos dois grupos controles tinham
em média 30 (n = 4) e 50 dias de idade (n = 3).

As maes e 0s bezerros pertencentes aos grupos parasitados ndo foram tratados
com anti-helmiticos, mas apenas com sulfa. Ap6s 0 nascimento, estes bezerros foram
separados em quatro grupos de acordo com o resultado do OPG (ovos por grama de
fezes) e a idade:

1) Grupo da ascensao - ASC (n = 4): compreendeu animais no inicio da deteccédo dos
ovos nas fezes e com idade média de 33 dias.
2) Grupo do pico de eliminacdo de ovos nas fezes - PICO (n = 5): esta fase foi

estimada através de dados de trabalhos prévios, mostrando que o0s animais
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encontravam-se no pico entre 30 e 50 dias de idade e com OPG médio superior a
10.000 (Starke et al., 1983; Neves et al., 2003; Souza et al., 2004).

3) Grupo do declinio ou expulsdo - DECL (n = 4): quando a quantidade de ovos
comecava a declinar nas fezes e com idade média de 59 dias.

4) Grupo da auséncia ou pos-expulsdo - PE (n = 4): quando os ovos ndo foram mais
encontrados nas fezes por até um més consecutivo. Estes animais encontravam-se

com idade média de 116 dias.

3.5 Necropsia e Coleta de Material

Os animais foram previamente sedados com Xilazina 2 % (dose = 0,25 a 1,50
mL/100 Kg pv IM) e anestesiados com Ketalar (dose = 0,15 mL /Kg pv IM). Apés o
animal estar completamente anestesiado este foi posicionado em decubito dorsal e a
cavidade abdominal aberta. Os intestinos foram identificados segundo Sisson et al.
(1986), o duodeno tendo inicio no piloro, sua parte cranial passando dorsalmente para a
superficie visceral do figado, onde forma uma curva com o formato de um “S”, o jejuno
formando numerosas espirais proximas, ao redor da borda do mesentério, e o ileo que
é definido como a parte terminal do intestino delgado, da borda livre da prega ileocecal
até o ostio ileocecal; sua parte cranial € aderida ao ceco e célon e penetra na juncdo do
ceco e do célon, obliguamente na superficie medial. Apds ser devidamente identificada
cada porcao do intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) foi seccionada; o duodeno na
sua regido cranial ou mediana, o jejuno em sua regido cranial e medial e o ileo também
em sua por¢cdo cranial e medial, porém preferencialmente onde o enovelado dos
parasitas era perceptivel. Em seguida ocorreu a retirada dos segmentos. Os segmentos
seccionados foram de aproximadamente 15 cm e abertos no sentido longitudinal. Estes
segmentos foram lavados em solucao salina tamponada (1,93g de NaHCO3, 0,379 de
KCl e 14,4g de NaCl) e transferidos abertos para uma folha de isopor umedecida com
salina tamponada e em temperatura ambiente. Com auxilio de bisturi, segmentos de

dois a trés centimetros foram seccionados, colocados abertos em papel cartdo e
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transferidos imediatamente para o fixador. O fixador utilizado foi a solucdo de Bouin.

Apos a coleta dos tecidos, os animais foram sacrificados com cloreto de potassio.

3.6 Processamento das amostras de tecidos

Apoés a fixacdo das amostras na solucdo de Bouin por 12 horas, estas foram
transferidas para frascos com alcool etilico a 70% apds prévio enxagie de trés a quatro
vezes neste alcool. As amostras permaneceram em alcool até posterior processamento.
Os tecidos foram desidratados através de passagens sucessivas em etanol 70%, 80%,
90% e 100 % , diafanizados pelo xilol, impregnados e incluidos em parafina.

As amostras de tecidos intestinais, em blocos de parafina, foram seccionadas em
microtomo (5 um) e montadas em laminas de vidro através da técnica histolégica de

rotina.

3.7 Quantificacdo de células na camada intraepitelial do intestino

Para as contagens de mastocitos e eosinofilos intraepiteliais, foram utilizadas as
técnicas de coloracao especifica pelo azul de Astra (Astra Blue 6GLL, Sigma Chemical
A-2077, USA) e “Direct Red 80" (Fluka Chemie AG CH-9470), respectivamente,
segundo Duffy et al. (1993). Para a contagem de linfocito intraepitelial foi utilizada a
técnica de coloracdo especifica pela hematoxilina e eosina. A identificacdo das células
caliciformes foi através da coloracdo com &cido periédico de Schiff (P.A.S.) (Lison,
1960).

Apos a coloragéo, os tecidos foram desidratados com etanol e xilol e montados
entre lamina e laminula com balsamo do Canada.

Os tecidos utilizados para estas contagens celulares pertenciam aos animais dos
grupos: controle com 30 dias de idade (C30), ascensao, pico, declinio e pds-expulsédo
dos parasitas.

As contagens destas células foram realizadas nas vilosidades intestinais,

contando-se as células presentes no epitélio de 20 vilos consecutivos e escolhendo-se
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as vilosidades que mais se igualavam em altura e largura. Estas contagens foram
realizadas a “duplo cego”, em trés laminas para cada animal de cada grupo, sob

microscopia de luz branca.

3.8 Analise morfométrica

Para exames morfolégicos, as secc¢les intestinais foram coradas pela
hematoxilina eosina (H.E.). Foram analisadas 20 unidades vilo-cripta onde a altura do
vilo, a profundidade das criptas, espessura da submucosa e da camada muscular
longitudinal e circular foram medidas com auxilio de uma ocular micrométrica em
microscopio de luz branca. Trés laminas para os grupos controles (C30 e C50) e trés
laminas para os grupos infectados, nas fases de ascensado, pico maximo, declinio e

auséncia da infeccéo, foram analisadas morfometricamente.

3.9 Analise Imunoistoquimica

3.9.1 Método imunoistoquimico

As seccgOes teciduais foram previamente hidratadas em passagens sucessivas
em Xxilol e &lcool etilico e coradas com azul de Astra (pH 0,5). Em seguida, prosseguiu-
se com a reacdo imunoistoquimica usando-se o procedimento indireto. Desta forma, o
anticorpo secundario conjugado a biotina e 0o complexo avidina-biotina peroxidase
foram usados para deteccdo da reacao imunolégica. Para isto, inicialmente, a enzima
peroxidase enddgena foi bloqueada usando-se a solucdo de peroxido de hidrogénio
(H20,) a 0,3% diluido em 0,01M de solucdo salina fosfatada tamponada (PBS, pH =
7.4), e as reacdes inespecificas do anticorpo secundario foram inibidas usando-se o
soro normal do animal que produziu o anticorpo secundario na diluicdo 1/50. O
anticorpo primario foi incubado sobre o tecido intestinal em uma camara mida a 4° C
por aproximadamente 12 horas. Apds os apropriados enxagues em PBS, o anticorpo

secundério foi usado na diluicdo apropriada e incubado por 30 minutos a temperatura
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ambiente. Apés outros enxagiies em PBS, o complexo Avidina-Biotina Peroxidase na
diluicdo 1:100 (Vectstain ABC Kit; Vector Laboratories Inc, Burlingame, CA, USA), foi
adicionado nas secc¢@es teciduais por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida,
as laminas foram imersas por sete minutos em uma solugcdo preparada a fresco de
substrato, “VIP Substrate Kit for peroxidase SK-4600" (Vector Laboratories Inc.,
Burlingame, CA 94010) ou “Nova Red substrate Kit for peroxidase SK-4800" (Vector
Laboratories Inc., Burlingame, CA 94010), em PBS e 4gua destilada, respectivamente.
Apés um enxagie em agua destilada, os cortes teciduais foram corados pela
hematoxilina de Mayer (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany, MHS32-
1L), desidratados e montados em balsamo do Canada entre lamina e laminula. O
controle negativo consistiu deste procedimento, mas sem o0 anticorpo primario ou o

secundario.

3.9.1.1 Coloragdo imunoistoquimica do Sistema Nervoso Entérico (SNE)

Para a coloragcdo imunoistoquimica do SNE, foi utilizado o anticorpo primério
policlonal PGP 9.5 (protein gene product 9.5) produzido em coelho (Biogenesis Inc.
Sandown, NH-USA). A diluicdo utilizada deste anticorpo primario foi 1:10.000 e a
diluicdo do anticorpo secundario, anti-IlgG de coelho biotinilado produzido em caprino
(Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA), foi de 1: 2.000. Para o bloqueio de rea¢bes
inespecificas do anticorpo secundario foi utilizado soro normal de caprino na diluicao
1:50 (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA). Os tecidos intestinais analizados foram
os de bezerros bufalos pertencentes ao grupo controle ndo infectado (C30), ao grupo
infectado no pico (PICO) e ao grupo pos-expulsdo do parasita (PE).

O substrato utilizado foi o VIP (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA), pois foi
0 que corou satisfatoriamente a reagao.

Para verificar se 0s anticorpos estavam ou ndo reagindo inespecificamente,
realizaram-se 0s controles negativos pela auséncia dos anticorpos primario e/ou

secundario.
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3.9.1.2 Combinacgao das técnicas histoquimica e imunoistoquimica para deteccéo

de mastoécitos associados aos processos neuronais

A combinacdo dos procedimentos histoquimico e imunoistoquimico, como
descrito por Stead et al. (1989) foi utilizado para demonstrar a presenca da associacao
entre 0s mastocitos e 0s processos neuronais na submucosa e na musculatura lisa
intestinal do duodeno, jejuno e ileo. Os mastécitos foram corados com azul de Astra e
0s nervos foram corados através da imunoistoquimica com o anticorpo primario anti-
PGP 9.5, como descrito anteriormente no item 3.9.2.

Para a quantificacdo dos mastocitos, estas células foram classificadas em duas
categorias: 1) mastécitos associados aos nervos e, 2) mastdcitos ndo associados aos
nervos, de acordo com Stead et al. (1989). Os mastdcitos que estavam a uma distancia
maior que 1lum dos processos neuronais dos ganglios entéricos (estimada por uma
ocular micrométrica) foram considerados como mastécitos ndo associados aos nervos e
agueles que se encontravam a uma distancia menor ou igual a 1um foram considerados
mastocitos associados. As células presentes na submucosa (plexo submucoso) e
muscular (plexo mioentérico) do duodeno, jejuno e do ileo dos animais pertencentes
aos grupos controle (C30), pico e poés-expulsdo do parasita, foram identificadas e
contadas em nove areas que variaram de 0,2 a 1,6 mm? (trés laminas/animal), usando-
se uma ocular micrométrica. Em seguida, determinou-se o nimero médio de mastocitos
por mm? na submucosa e na muscular. As células foram contadas em microscépio de
luz branca em aumento de 400 vezes. A contagem foi realizada a “duplo cego”.

Concomitantemente, com o auxilio de uma ocular micrométrica, mediu-se 0s
ganglios nervosos dos plexos submucoso e mioentérico do duodeno, jejuno e do ileo
dos animais pertencentes aos grupos controle (C30), pico e pds-expulsdo. Somente os
ganglios que se apresentavam coloridos pela imunoistoquimica (ganglios que reagiram
positivamente ao anticorpo anti-PGP 9.5) foram medidos no sentido longitudinal em
uma distancia de 2 um. Foram escolhidos trés locais diferentes em cada seccao

intestinal, onde mediu-se os ganglios submucosos bem como os mioentéricos.
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3.9.2 Coloragdo imunoistoquimica de macrofagos

A quantificacdo de macrofagos da parede intestinal foi realizada apdés a
coloracdo imunoistoquimica destas células com anticorpo primario monoclonal, anti-
macrofago humano (clone MAC387), produzido em camundongo (Serotec Product Data
Sheet, Kidlington, Oxford) na diluicdo de 1:100 (10upg/ml). Apesar de ser um anticorpo
humano, o clone MAC 387 tem rea¢do cruzada com outras espécies animais como o
bovino (Gutierrez et al., 1999).

O anticorpo secundario anti-lgG de camundongo  biotinilado (BA-2001),
produzido em cavalo (Vector Laboratories) foi utilizado na diluicdo de 1:500. Para
bloquear as possiveis reacdes inespecificas do anticorpo secundario, utilizou-se soro
normal de cavalo na diluicdo 1:50 (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA).

O substrato utilizado foi o “Nova Red Substrat Kit for peroxidase” (Vector
Laboratories, Burlingame CA).

O numero de macréfagos no intestino delgado (duodeno e jejuno) foi obtido
através de contagens realizadas nos tecidos animais do grupo controle (C30), pico e
pos-expulsdo. As células presentes em 20 vilos e criptas foram contadas e o nimero
médio foi calculado. Ja os macréfagos presentes na submucosa e na muscular foram
contados e calculados para uma area de 1 mm? como descrito para mastécito (item
3.9.3).

3.10 Delineamento estatistico

Para a analise estatistica das contagens de células intraepiteliais (mastoécitos,
eosinofilos, linfécitos e células caliciformes), dos resultados morfolégicos, do nimero de
mastoécitos que tocavam e ndo tocavam os nervos, das medidas dos ganglios nervosos
e do numero de macrofagos foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial, considerando as trés porc¢des do intestino delgado, duodeno, jejuno e

ileo.
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Os resultados foram analisados usando a analise de variancia e, para a

verificacdo das médias, utilizou-se o Teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.



4 RESULTADOS

4.1 Exames coprologicos (OPG)

O grau de parasitismo por T. vitulorum foi avaliado através das contagens de
ovos por grama de fezes (OPG) de 40 bezerros bufalos do rebanho nascidos nos anos
de 1998 e 1999. Estes animais foram mantidos juntos com suas méaes durante todo
tempo. Apenas 24 animais foram usados para formar os grupos do presente
experimento. Os 16 animais restantes continuaram sendo utilizados para o
acompanhamento do OPG. Na Figura 1 encontram-se os dados médios do OPG dos
animais que nasceram no ano de 1998. Cabe salientar que o célculo da média foi feito
incluindo também os animais que apresentavam OPG zero.

Através de amostras de fezes examinadas semanalmente do nascimento aos
106 dias de idade, observou-se que 0s animais iniciaram o parasitismo patente em
torno de 15 a 22 dias e atingiram o pico ao redor de 43 dias apds o nascimento. O
periodo de paténcia variou de 15 a 78 dias. ApGs o pico, 0 nUmero de ovos comegou a
cair, até que se tornassem ausentes nos animais a partir dos 85 dias de idade (Figura
1). Assim, constatou-se que este parasitismo apresentava uma curva com quatro fases:
inicio e ascenséao (ASC - fase 1) que compreendeu o periodo entre 15 e 36 dias; pico
na contagem maxima de ovos nas fezes (PICO - fase 2) compreendendo entre 37 e 43
dias; declinio ou expulsdo do parasita (DECL - fase 3) entre 50 e 78 dias em média e
auséncia ou poés-expulsdo (PE - fase 4) a partir de 85 dias de idade (Figura 1). O
resultado do OPG e do numero de T. vitulorum adultos encontrados no intestino dos

animais necropsiados nas diferentes fases do parasitismo encontram-se na Tabela 1.
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FIGURA 1. Dados médios da contagem de ovos por grama de fezes (OPG) de bezerros bufalos
(n = 9-10) do nascimento aos 106 dias de idade (nascidos em 1999), naturalmente
infectados com Toxocara vitulorum.

* = A média foi calculada, tendo como base somente os animais positivos.
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TABELA 1. Dados médios de OPG e de contagens de Toxocara vitulorum adultos
encontrados no intestino durante as necropsias de bezerros bufalos dos
grupos controles (C30 e C50) e dos grupos infectados nas fases de
ascensdo (ASC), pico (PICO), declinio (DECL) e auséncia ou pos-
expulsédo (PE) do parasitismo. llha Solteira, SP.

Grupos OPG Numero de Parasitas adultos
(machos e fémeas)
Média £ DP Variagao Média £ DP
C30 0 0 0
C50 0 0 0
ASC 4.150 + 3.566 3-20 10+8
PICO 46.950 + 29.245 11 -51 27 +18
DECL 1.812 +3.175 0-2 05+1
PE 0 0 0

DP = Desvio Padréao

4.2 Contagens de células imune/inflamatdrias no espaco intraepitelial da mucosa

intestinal

De acordo com os dados das contagens de células no espaco intraepitelial
(linfécitos, eosindfilos, mastocitos e células caliciformes) do intestino delgado de
bezerros bufalos, pdde-se observar o aumento destas células nos animais infectados
por T. vitulorum, quando comparados com o0s controles n&o infectados (Tabelas 2 a5 e

Figuras 2 a 8).

4.2.1 Linfécitos Intraepiteliais (LIE)

No duodeno, principal local do parasitismo por T. vitulorum em bezerros bufalos,
constatou-se que o numero de linfocitos intraepiteliais (LIE) apresentou um significativo
aumento no pico quando comparado com os dados das contagens dos animais do

grupo controle.
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Desta forma, os LIE apresentaram um aumento significativamente mais elevado
na fase de pico do parasitismo, mas regrediu rapidamente para alcancar o nivel do
controle na fase de pos-expulsdo do parasita do intestino (Tabela 2 e Figura 2). Esta
dindmica celular foi semelhante tanto no duodeno como no jejuno e no ileo, apesar do
namero levemente superior no jejuno (Tabela 2). O aumento de LIE, principalmente na
fase de pico do parasitismo, coincidiu também com as maiores contagens de OPG e o
maior numero de T. vitulorum adultos no intestino (Tabela 1).

Da mesma forma que no duodeno, T. vitulorum também foi encontrado
parasitando o jejuno, mas somente na por¢ao inicial do mesmo. E, nesta porcao
intestinal, a populacdo de LIE ainda encontrava-se bastante elevada nos animais que
estavam na fase de pico, ou seja, havia 2,5 vezes mais células do que no controle.
ApOs o pico, 0 numero destas células voltou ao nivel do controle durante o periodo de
expulsédo dos parasitas pelos bezerros bufalos (Tabela 2 e Figura 2).

No ileo, que compreende a terceira porcdo do intestino delgado, também
observou um aumento significativo da populacdo de LIE na fase de pico do parasitismo,
apesar de nao ter sido encontrado neste local o parasita T. vitulorum em nenhum
animal necropsiado (Tabela 2 e Figura 2).

Observe na Figura 3 o epitélio intestinal do duodeno de um bezerro bufalo no

pico do parasitismo, mostrando dois linfocitos intraepiteliais.
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TABELA 2. Numero médio de linfécitos intraepiteliais (LIE) nas trés porcdes do intestino
delgado (duodeno, jejuno e ileo) dos bezerros bufalos do grupo controle
(C30) e dos grupos infectados por T. vitulorum durante o periodo de
ascensao (ASC), pico, declinio ou expulsdo (DECL) e pos-expulsdo (PE).
llha Solteira, SP.

LIE LIE LIE
Duodeno Jejuno lleo

Grupos Média + DP Média + DP Média + DP
C30 12,62 + 2,24 ° 11,97 +2,36° 11,62+1,44°¢
ASC 11,50 + 0,27 ° 14,30 + 2,55 ° 16,10 + 2,4 °
PICO 18,75+ 2,612 28,15+ 0,832 20,60 + 0,81 2
DECL 12,32 +1,39° 13,12+1,1° 10,12 +1,8°

PE 10,02 + 1,46 ° 11,80 +1,77° 90+1,44°

Letras diferentes nas colunas: nivel de significancia = 5% de probabilidade
DP = Desvio Padréo

%) C30

S 35 - -

9 a HAsc

§ 30 - - [ Pico

E 25 - a O Decl a

S b T b T C
2151 7 b : c

£ T T T T c
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S
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(0]

e 0

3 ,
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FIGURA 2. Numero médio de linfocito intraepitelial (LIE) no duodeno, jejuno e ileo dos
animais do grupo controle (C30) e dos grupos infectados por T. vitulorum
durante a ascensao (Asc), pico, declinio ou expulsédo (Decl) e pés-expulsao
(PE). Desvio padrdao da média esta representado pelas barras verticais
acima das colunas.
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Figura 3. Fotomicrografia do epitélio intestinal do duodeno de bufalos infectados por Toxocara
vitulorum mostrando linfocitos intraepiteliais (seta azul) corados pela Hematoxilina de
Mayer.
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4.2.2 Eosino6filos

Eosindfilos ndo sao células comumente encontradas no espaco intraepitelial do
intestino, mas no duodeno, constatou-se um elevado aumento destas células nesta
regido nos animais infectados por T. vitulorum quando comparados com 0s animais
controle (C30). Este aumento foi mais acentuado e significativo na fase de pico do
parasitismo quando comparado com o numero destas células nos animais controles,
sugerindo que os eosinodfilos migraram da lamina prépria para a camada epitelial em
resposta a presenca do parasita adulto (Tabela 3 e Figura 4).

Da mesma forma, no jejuno e no ileo, o niumero de eosindfilos intraepiteliais
encontrava-se elevado significativamente nos animais que estavam na fase de pico,
mas apos esta fase o numero destas células tenderam a normalidade (Tabela 3 e
Figura 4).

Observe na Figura 5 o epitélio intestinal do duodeno de um bezerro bufalo no
pico do parasitismo com eosinéfilos presentes na lamina prépria e no espacgo

intraepitelial.
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TABELA 3. Numero médio de eosinoéfilos no espaco intraepitelial (EIE) nas trés porcdes
do intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) dos bezerros bufalos do
grupo controle (C30) e dos grupos infectados por T. vitulorum durante o
periodo de ascensdo (ASC), pico, declinio ou expulsdo (DECL) e pos-

expulsédo (PE). llha Solteira, SP.

EIE EIE EIE
Duodeno Jejuno lleo
Grupos Médias + DP Médias + DP Médias + DP
C30 0,08 +0,16° 0,25+0,16° 0,12+ 0,25°
ASC 2,72+0,78°" 0,84 +0,49° 0,49 +0,58°
PICO 10,96 + 5,81 2 3,27+1,712 2,65+1,552
DECL 1,29+1,20°" 0,37 +0,48°" 0,16 + 0,24 "
PE 0,46 +0,52° 0,99 +0,24°" 0,04 +0,08°
Letras diferentes nas colunas: nivel de significancia = 5% de probabilidade.
DP = Desvio Padrao
3 OC30
:g 18 7 OAsc
2 16 1 O Pico
§ 14 - O Decl
£ 12 - OPE
w0
9O 10
O a
£ 8-
2 a
o 6 - b
S ® b b I b
4 [
o b I b b b b b
2 2 L b
E 0 = +|J; J-—lJ-_I T I_T_ T
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FIGURA 4. Numero médio de eosindfilo no espaco intraepitelial (EIE) no duodeno,
jejuno e ileo dos animais do grupo controle (C30) e dos grupos infectados
por T. vitulorum durante a ascensao (Asc), pico, declinio ou expulsédo (Decl)
e pos-expulsdo (PE). Desvio padrdo da média esta representado pelas
barras verticais acima das colunas.
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Figura 5. Fotomicrografia do epitélio intestinal do duodeno de bufalos mostrando
eosinofilos intraepiteliais (setas vermelhas) na lamina prorpia (Foto A) e na
camada epitelial (Foto B) apos a coloracao histoquimica pelo Direct Red.
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4.2.3 Mastocitos

Outro tipo celular que habitualmente ndo estd presente no espaco intraepitelial
sdo 0s mastécitos. Mas, tanto no duodeno, como no jejuno e no ileo, os mastdcitos
foram visualizados no espaco intraepitelial, mas com significativo aumento em relacéo
ao controle nas fases de ascensdao e pico (duodeno) e somente no pico (ileo). Embora,
acentuado aumento tenha ocorrido também no jejuno, este ndo foi estatisticamente
significativo. Em todos estes locais, houve uma regressdo acentuada na contagem
celular a partir do pico, aproximando-se ao nivel do controle na fase de pds-expulséo
(Tabela4 e Figura 6), sugerindo que o parasita induziu a migracdo destas células para
proximo da regido luminal.

Na Figura 7A pode-se observar mastdcitos atravessando o epitélio intestinal, e

sua presenca também na lamina propria do vilo (Figura 7B).
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TABELA 4. Numero médio de mastdcitos no espaco intraepitelial (MIE) nas trés
por¢des do intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) dos bezerros bufalos
do grupo controle (C30) e dos grupos infectados por T. vitulorum durante o
periodo de ascensdo (ASC), pico, declinio ou expulsdo (DECL) e pos-
expulsédo (PE). llha Solteira, SP.

MIE MIE MIE
Duodeno Jejuno fleo

Grupos Médias + DP Médias + DP Médias + DP
C30 0,04 +0,08° 0,66 +1,01°2 0,04 +0,08°"
ASC 1,63+1,08% 1,41 +1,042 1,37+1,21°
PICO 20+0,952 259+1,43% 5,45+ 2,06 2
DECL 0,67 +0,72 2 0,54 +0,53 2 0,12 +0,15°
PE 0,17 +0,13° 0,50 + 0,58 2 0,16 +0,24°"

Letras diferentes nas colunas: nivel de significAncia = 5% de probabilidade.
DP = Desvio Padréo
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FIGURA 6. Numero médio de mastécito no espaco intraepitelial (MIE) no duodeno,
jejuno e ileo dos animais do grupo controle (C30) e dos grupos infectados
por T. vitulorum durante a ascensao (Asc), pico, declinio ou expulsdo (Dec)
e pos-expulsdo (PE). Desvio padrdo da média estad representado pelas
barras verticais acima das colunas.
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Figura 7. Fotomicrografia do epitélio intestinal do duodeno de bufalos, mostrando mastécito
intraepitelial (seta azul) corados pelo Azul de Astra.
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4.2.4 Células caliciformes

As células caliciformes, menos freqientes no duodeno, mostraram-se
hiperplasicas, principalmente na fase de pico do parasitismo, quando o OPG dos
animais parasitados também encontrava-se elevado (Tabela 5 e Figura 8).

No jejuno, também observou-se células caliciformes hiperplasicas nas fases de
ascensado e pico do parasitismo, declinando abruptamente durante a expulsdo do
parasita pelo hospedeiro (fase de declinio). O numero destas células voltou a
normalidade apos a expulsdo dos mesmos (Tabela 5 e Figura 8).

As células caliciformes no ileo também apresentavam-se hiperplasicas quando
comparadas com amostras dos animais controles (Tabela 5 e Figura 8).

O numero de todas estas células intraepiteliais voltou a normalidade apos a
expulsdo dos parasitas adultos pelas fezes do hospedeiro.

Observe na Figura 9 o epitélio intestinal do Jejuno de um bezerro bufalo no pico

do parasitismo, mostrando células caliciformes.
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TABELA 5. Numero médio de células caliciformes (CC) nas trés porcdes do intestino
delgado (duodeno, jejuno e ileo) dos bezerros bufalos do grupo controle
(C30) e dos grupos infectados por T. vitulorum durante o periodo de
ascensao (ASC), pico, declinio ou expulsdo (DECL) e poOs-expulsdo (PE).
llha Solteira, SP.

CcC CcC CC
Duodeno Jejuno ileo

Grupos Médias + DP Médias + DP Médias + DP
C30 12,65 + 5,64 ° 11,92 + 4,68 ° 27,30 +1,10°
ASC 19,52 + 2,86 2 25,33+2,332 27,25+ 4,65°
PICO 24,30+0,732 27,55+ 5,60 2 39,17 +4,032
DECL 16,35+ 4,01 ° 14,97 + 2,65 ° 11,82 +4,67 ¢
PE 16,85 + 2,01 2 19,0+1,612 225+2,36°"

Letras diferentes nas colunas: nivel de significAncia = 5% de probabilidade.
DP = Desvio Padréo

0 50 - OCc30
g 45 | EAsc
% 40 - OPico b
'C—E 35 - O Decl b
- a OPE
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FIGURA 8. Numero médio de células caliciformes no duodeno, jejuno e ileo dos
animais do grupo controle (C30) e dos grupos infectados por T. vitulorum
durante a ascensao (Asc), pico, declinio ou expulsédo (Decl) e pés-expulsao
(PE). Desvio padrdo da média esta representado pelas barras verticais
acima das colunas.



Figura 9. Fotomicrografia do epitélio do duodeno de bufalos, mostrando células
caliciformes no jejuno (setas vermelhas) coradas pelo acido periodico de
Schiff.
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4.2.5 Macrofagos

Nos resultados das contagens de macrofagos, pode-se perceber que os numeros
destas células no vilo e na cripta do duodeno e cripta do jejuno ndo foram
estatisticamente significativos quando comparados aos trés grupos estudados (controle,
pico e pos-expulsdo), apesar de ter aumentado 3,5 e 3,7 vezes, respectivamente no vilo
e na cripta, na fase de pds-expulsdo em relacdo ao controle. JA& o numero de
macréfagos no vilo do jejuno dos animais no periodo de pdés-expulsdo foi diferente
estatisticamente dos grupos controle e pico com aumento de 5 vezes (Tabela 6 e
Figuras 10 e 11).

Quando analisou-se a variacdo populacional de macrofagos na submucosa e na
muscular, verificou-se que o niumero destas células estava muito elevado no pico e no
periodo de pds-expulsdo, tanto no duodeno quanto no jejuno (Tabela 7 e Figuras 12 e
13). O numero médio destas células por mm? variou de 1,8 + 0,95 no controle
(submucosa/duodeno) para 44,85 + 3,01 no pico (submucosa/jejuno). Isto significou um
aumento de aproximadamente 25 vezes. No periodo de pdés-expulsdo estas células
continuaram elevadas na submucosa. Na muscular, a quantidade de macrofagos foi
inferior a da submucosa, mas o padréo de alteracao populacional foi similar (Tabela 7 e
Figuras 12 e 13).

Na figura 14, observa-se os macréfagos corados imunoistoquimicamente na

mucosa e na muscular do duodeno de um bezerro bufalo infectado por T. vitulorum.
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Tabela 6. Numero médio de macrofagos na parede intestinal (vilo, cripta) de bezerros
bufalos pertencentes aos grupos controle, ndo infectado, no pico maximo da
infeccdo por Toxocara vitulorum e no periodo de pos-expulsédo (PE) do

parasita.
Numero de Macréfagos
Duodeno Jejuno
Vilo Cripta Vilo Cripta
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
Controle 1,16 +1,3° 162+1,7° 0,81+0,5° 0,84+0,5°%
Pico 1,33+0,6° 261+1,7°% 1,02+0,7° 14+16°
PE 411+25°% 6,09+25¢% 4,71+13°% 3,73+0,7°%

DP = Desvio Padrao
Letras nas colunas = média dos grupos estatisticamente significantes (P < 5%)
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Figura 10. Numero médio de macréfagos na parede intestinal do duodeno (vilo, cripta)
de bezerros bufalos pertencentes aos grupos controle, ndo infectado por
Toxocara vitulorum, no pico maximo da infeccdo e no periodo de pos-
expulséo (PE) do parasita.
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Figura 11. Numero médio de macréfagos na parede intestinal do jejuno (vilo e cripta) de
bezerros bufalos pertencentes aos grupos controle, néo infectado por
Toxocara vitulorum, no pico maximo da infeccdo e no periodo de pos-
expulséo (PE) do parasita.

Tabela 7. Numero médio de macréfagos na parede intestinal (submucosa, muscular) de
bezerros bufalos pertencentes aos grupos controle, ndo infectado por
Toxocara vitulorum, no pico maximo da infeccdo e no periodo de pos-
expulsdo (PE) do parasita.

Numero de Macréfagos

Duodeno Jejuno
Submucosa Muscular Submucosa Muscular
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
Controle 1,8+0,95° 4,16 +0,91°¢ 7,23+2,39° 458+2,46°
Pico 28,06 £0,72° 1592+1,46° 4485+301° 27,38+0,86°"
PE 41,87+1,41°% 20,95+2,34°% 40,69 + 4,16 @ 32,84+1,30°

DP = Desvio Padrao
Letras nas colunas = média dos grupos estatisticamente significantes (P < 5%)
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Figura 12. Numero médio de macrofagos na parede intestinal do duodeno (submucosa,
muscular) de bezerros bufalos pertencentes aos grupos controle, nao
infectado por Toxocara vitulorum, no pico maximo da infec¢cdo e no periodo
de pdés-expulsao (PE) do parasita.
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Figura 13. Numero médio de macrofagos na parede intestinal do jejuno (submucosa,
muscular) de bezerros bufalos pertencentes aos grupos controle, nao
infectado por Toxocara vitulorum, no pico maximo da infec¢cdo e no periodo
de pdés-expulsao (PE) do parasita.
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Figura 14. Fotomicrografia do duodeno de um bezerro bufalo infectado por Toxocara
vitulorum, mostrando macréfagos na mucosa intestinal (Foto A) e na
muscular (Foto B).
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4.3 Associacao de mastocitos ao sistema nervoso entérico (M/SNE)

Utilizando-se a técnica imunoistoquimica, com o anticorpo anti-PGP 9.5
juntamente com a coloracao histoquimica especifica para mastécitos pode-se observar
a interagdo entre estas células e 0s processos nervosos que encontravam-se
distribuidos nos plexos submucoso e mioentérico.

Observou-se na muscular, o plexo ganglionar mioentérico entre a camada de
musculatura lisa intestinal longitudinal e circular e, na submucosa, o plexo ganglionar
submucoso. Cabe mencionar que a reac¢ao imune pelo anticorpo anti-PGP 9.5 foi muito
menos intensa nos animais que nao se encontravam infectados por T. vitulorum
(controles) tanto dos nervos do plexo submucoso como do mioentérico. J& nos animais
no pico, os plexos além de estarem mais intensamente corados, estes apresentavam-se
também mais volumosos do que no controle (Figuras 17, 20 e 21).

Além dos plexos nervosos evidenciou-se também que 0s mastocitos estavam
diretamente em contato com estes ganglios, indicando uma associagdo fisica entre
eles. Em algumas regibes mais de um processo nervoso foi encontrado estando
associado com mastocitos, principalmente no plexo submucoso e mioentérico onde os
mastocitos encontravam-se muitas vezes embebidos na densa rede de nervos (Figuras
17,20 e 21).
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4.3.1 Quantificacdo de mastocitos associados (MC-nervos) e ndo associados (MC)

aos nervos no plexo submucoso.

No periodo do pico da infeccdo, observou-se hiperplasia de mastdcitos na
submucosa do intestino delgado. No duodeno, jejuno e ileo o niumero destas células
aumentou 2,7; 1,7 e 1,8 vezes, respectivamente, em relacdo ao grupo controle (média
+ DP do pico vs. controle) que foram: 116,5 + 24,5 vs. 42,4 £ 15,7 no duodeno; 132,5 +
31,7 vs. 76,1 + 19,7 no jejuno; 78,5 £ 11,9 vs. 42,7 £ 7,0 no ileo. Estes nUmeros nos
animais do pico, foram estatisticamente significantes (P < 0,05) quando comparados
com 0s animais do grupo controle. Apés a expulsdo do parasita o numero de mastocitos
comecou a declinar, mas este declinio ndo foi diferente estatisticamente do grupo do
pico (Tabela 8 e Figura 15).

Por outro lado, o numero de mastdcitos associados aos nervos no plexo
submucoso aumentou 26 vezes no duodeno, 10 vezes no jejuno e 4 vezes no ileo,
guando comparados com o grupo controle (10,7 £ 8,6 vs. 0,4 = 0,3 no duodeno; 15,1 *
6,3vs.1,5+2,3nojejunoe 7,5+ 4,2vs. 1,8 £ 0,8 no ileo) (Tabela 8). Apds a expulsao
do parasita ocorreu uma leve diminuicdo no niumero de MC/nervo no jejuno (Figura 16).

A porcentagem mais baixa da associacdo MC/nervo no plexo submucoso foi de
2,2% observada no controle-duodeno e a mais alta foi de 60,9% no pico-jejuno. Ja apos
a expulsdo do parasita a porcentagem de MCs/nervos variou de 33,1% para 44,4%
(Tabela 8).

Na Figura 17 observa-se a intima associacdo de alguns mastécitos ao plexo
submucoso em um animal infectado por T. vitulorum. Note a intensa coloragéo, na cor

purpura, dos ganglios nervosos do plexo submucoso.
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Tabela 8. NUmeros e porcentagens de mastocitos ndo associados (MCs) e mastocitos

associados aos nervos (MC/N) no plexo submucoso do duodeno, jejuno e
ileo de bezerros bufalos ndo infectados (controle - C) e naturalmente
infectados com Toxocara vitulorum no pico da infeccéo (P) e no periodo de

pos-expulséo (PE).

NUmero de Mastécitos no Plexo Submucoso

Duodeno Jejuno fleo
Grupos Média £ DP % Média + DP % Média + DP %
MCs
C30 42,4+157b 17,4 76,1+19,7b 24,2 42,7+700Db 20,9
Pico 116,5+245a 47,8 1325+ 31,7 a 42,2 78,5+119a 38,6
PE 845+56a 34,7 1054+229ab 33,6 82,2+92a 40,4
Total 243,4 314 203,4
MC/N
C30 04+0,3b 2,2 15+£23b 6,1 1,8+0,8Db 10,7
Pico 10,7+ 8,6 a 59,8 15,1+6,3a 60,9 75+42a 44,6
PE 6,8+3,9ab 37,9 82+x16a 33,1 75x50a 44 .4
Total 17,9 24,8 16,8

MC = mastécito; C = controle; Pico; PR = pds-rejeicéo; *(n = 3)
Letras nas colunas = média dos grupos estatisticamente significantes (P < 5%)
DP = desvio padréo
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Figura 15. Numero de mastdcitos (MCs) presentes na submucosa do duodeno, jejuno e
ileo dos animais do grupo controle (n=4) e infectados no pico (n=5) da
infecc@o por Toxocara vitulorum e no periodo de pés-expulsdo do parasita
(1 més de OPG=0, n=3). O desvio padrao da média esta representado
pelas barras verticais acima das colunas.
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Figura 16. Numero de mastdcitos associados com ganglios nervosos (MCs/nervos)

presentes no plexo submucoso do duodeno, jejuno e ileo dos animais do
grupo controle (n=4) e infectados no pico (n=5) da infec¢cdo por Toxocara
vitulorum e no periodo de poés-expulsdo do parasita (1 més de OPG=0,
n=3). O desvio padrdo da média estd representado pelas barras verticais
acima das colunas.
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Figura 17. Fotomicrografia do duodeno de bdfalo, mostrando a associacdo dos
mastocitos (setas vermelhas) ao plexo nervoso submucoso (setas pretas)
em um animal infectado por T. vitulorum.
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4.3.2 Quantificacdo de MCs/nervos e MCs no plexo mioentérico

A populacdo de mastdcitos presente na camada muscular longitudinal e circular
do intestino de bezerros budfalos dos grupos controle, pico e pés-expulsdo nao
apresentou diferencas significativas entre si na contagem destas células. Ocorreu
apenas um leve aumento de 1,2 e 1,7 vezes no pico em relacdo ao grupo controle, mas
somente no duodeno e jejuno, respectivamente. A quantidade de mastocitos no ileo
alterou ainda menos nos trés grupos examinados (Tabela 9 e Figura 18). Entretanto, o
namero de mastocitos associados aos nervos no plexo mioentérico aumentou
estatisticamente em relacédo ao controle no duodeno e no jejuno, mas néo no ileo. Este
aumento foi de aproximadamente 12 vezes no duodeno, 4,2 vezes no jejuno e 3 vezes
no ileo (Tabela 9 e Figura 19).

No plexo mioentérico, a porcentagem de mastocitos associados aos nervos
(MCs/nervos) variou de 57,9% a 70,5% durante o pico e 21,7% a 23.7% apods a
expulséo do parasita. Por outro lado, nos animais néo infectados a porcentagem desta
associacao variou de 5,8% a 18,4% (Tabela 9 e Figura 18). O aumento da associacéo
MCs/nervos foi estatisticamente significativa no pico quando comparado com o0 grupo
controle. Houve um acentuado declinio na populacdo destas células associadas aos
nervos apO0s a expulsdo do parasita, porém este declinio ndo foi significativo no
duodeno, mas foi no jejuno onde esta associagdo MCs/nervos retornou ao nivel do
controle.

Observe o plexo mioentérico presente entre as duas camadas longitudinal e
circular de musculos (Figura 20A) e a intensa reatividade das fibras nervosas com o
anticorpo anti-PGP 9.5 (Figura 20B), particularmente nos animais infectados.
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Tabela 9. NUumeros e porcentagens de mastoécitos ndo associados (MCs) e mastocitos
associados aos nervos (MC/N) no plexo mioentérico do duodeno, jejuno e ileo
de bezerros bufalos nao infectados (controle - C) e naturalmente infectados
com Toxocara vitulorum no pico da infec¢éo (P) e no periodo de pos-expulsdo

(PE).

NUumero de Mastocitos no Plexo Mioentérico

Duodeno Jejuno fleo
Grupos Média + DP % Média + DP % Média + DP %
MCs
C30 38,1+108a 31,9 384+72a 225 429+10,1a 351
Pico 46,1+124a 386 682+254a 399 459+115a 37,6
PE 353+92a 295 643+364a 376 333%x83a 27,3
Total 119,5 170,9 122,1
MC/N
C30 08+1,0Db 5,8 1,7+13a 14,8 0,7+0,8a 18,4
Pico 98+4,7a 70,5 73+x48a 63,5 22+10a 57,9
PE 33+x19ab 23,7 25+x14a 21,7 09+0,7a 23,7
Total 13,9 11,5 21,7

MC = mastdcito; C = controle; Pico; PR = pos-rejei¢éo; *(n = 3)

Letras nas colunas = média dos grupos estatisticamente significantes (P < 5%)
DP = desvio padrao da média
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Figura 18. Numero de mastdcitos (MCs) presentes na muscular do duodeno, jejuno e
ileo dos animais do grupo controle (n=4) e infectados no pico (n=5) da
infeccdo por Toxocara vitulorum e no periodo de pés-expulsdo do parasita
(1 més de OPG=0, n=3). O desvio padrao da média esta representado
pelas barras verticais acima das colunas.
O Controle
16 - a OPico
NE 14 - O Pds-expulsdo
= a
2 12 -
s
qc_) 10 -1
O 8-
p=
L 6 ab
©
b
8 4 1 T b '|' a
\% 2 b a T a
z I T
0 L] L] 1
Duodeno Jejuno fleo
Figura 19. Numero de mastdcitos associados com ganglios nervosos (MCs/nervos)

presentes no plexo mioentérico do duodeno, jejuno e ileo dos animais do
grupo controle (n=4) e infectados no pico (n=5) da infec¢cdo por Toxocara
vitulorum e no periodo de pdés-expulsdo do parasita (1 més de OPG=0,
n=3). O desvio padrdo da média estd representado pelas barras verticais
acima das colunas.



Figura 20. Fotomicrografia do intestino de bufalos, plexo mioentérico do jejuno (Foto A)
e do duodeno (Foto B), mostrando mastocitos (setas vermelhas) pela
coloracdo com o azul de Astra e a imunoreacao de fibras nervosas com o

anticorpo anti-PGP 9.5 (setas pretas) em um animal infectado por
T.vitulorum.
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4.4 Andlise morfométrica da parede intestinal

A altura do vilo, a profundidade da cripta, a espessura da submucosa e da
camada muscular longitudinal e circular das diferentes regides intestinais (duodeno,
jejuno e ileo) foram analisadas morfometricamente nos animais infectados por T.
vitulorum, em cada fase do parasitismo (ascenséao, pico, declinio e pés-expulsdo) e nos
animais nao infectados (grupo controle C30 e C50).

No duodeno (Tabela 10 e Figura 21), observou-se que houve uma atrofia do vilo
ja a partir da fase de ascensao, e esta atrofia continuou no mesmo nivel nas fases do
pico e declinio. Esta atrofia vilar foi significativa tanto em relacdo ao controle C30 como
ao C50. J4 no periodo de pos-expulsdo, as medidas do vilo retornaram ao nivel do
controle. Enquanto a cripta e a submucosa ndo apresentaram alteragcbes morfométrica
significativas. No entanto, a camada muscular em todos os grupos de bezerros
infectados por T. vitulorum (fase de ascensdo, pico, declinio e pos-expulsédo)
encontrava-se hipertréfica somente em relacdo ao grupo controle C30, mas ndo em
relacdo ao grupo controle C50. Mesmo ap0ls a expulsdo dos parasitas a musculatura
continuou espessada e este espessamento possivelmente ocorreu mais em funcdo da

idade e do desenvolvimento dos animais do que em funcao do parasitismo.
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Tabela 10. Dimensd@es do vilo, da cripta, da submucosa e da muscular do duodeno dos
bezerros bufalos dos grupos controles (C30 e C50) e dos grupos infectados
por T. vitulorum durante o periodo de ascensao (Asc), pico, declinio ou
expulséo (Decl) e pos-expulsédo (PE). Ilha Solteira, SP.

Medidas do Duodeno (mm)

Grupos Vilo Cripta Submucosa Muscular
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
C30 0,65+ 0,07 2 0,32 +0,082 0,1+0,03% 0,48 +0,05°
C50 0,65 + 0,05 2 0,25 + 0,09 2 0,19 + 0,02 2 0,8+0,16 2
Asc 0,5+0,11° 0,31+0,022 0,13+0,04 % 0,87 +0,072
Pico 0,5+ 0,02 °° 0,31 +0,042 0,12 +0,07 0,91 + 0,06 2
Decl 0,4+0,06° 0,35+ 0,04 2 0,1+0,02° 1,0+0,09°
PE 0,6 +0,08 2 0,30 + 0,032 0,15+ 0,05 0,9+0,08%
Letras diferentes nas colunas: nivel de significancia = 5% de probabilidade.
DP = Desvio Padrao
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FIGURA 21. Dimensdes do vilo, cripta submucosa e muscular do duodeno (D) nos
animais dos grupos controles (C30-D e C50-D) e dos grupos infectados
por T. vitulorum durante a ascensdo (Asc-D), pico (PICO-D), declinio ou
expulséo (Decl-D) e pés-expulsdo (PE-D). O desvio padrdo da média esta
representado pelas barras verticais acima das colunas.
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No jejuno (Tabela 11 e Figura 22), a atrofia vilar ndo foi tdo marcante e nem
significativa. Assim como no duodeno, a cripta e a submucosa também néo
apresentaram alteracdes significativas. J& a camada muscular, embora se apresentasse
hipertrofiada na fase do pico, esta hipertrofia ndo foi significativa em relacdo ao grupo
controle C30, sugerindo que os parasitas adultos no liumen intestinal ndo foram os

responsaveis pelo aumento de volume das células musculares do jejuno.

TABELA 11. Dimensdes do vilo, da cripta, da submucosa e da muscular do jejuno dos
bezerros bufalos dos grupos controles (C30 e C50) e dos grupos
infectados por T. vitulorum durante o periodo de ascensao (Asc), pico,
declinio ou expulsdo (Decl) e pés-expulsdo (PE). llha Solteira, SP.

Medidas do Jejuno (mm)

Grupos Vilo Cripta Submucosa Muscular
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
C30 1,17+ 0,16 @ 0,32 +0,04° 0,14 +0,022 0,57 +0,07 ™
C50 1,17+0,1° 0,22 + 0,06 2 0,12 +0,04 2 0,51+0,04°
Asc 1,14+ 0,032 0,32 +0,072 0,11+ 0,06 2 0,56 + 0,02 ™
Pico 1,12+0,14 2 0,29 +0,032 0,11+0,012 0,78 +0,02 %
Decl 0,92+0,12 0,24 + 0,032 0,07 +£0,022 0,68 + 0,08 3°
PE 1,1+0,1% 0,28 0,07 2 0,17 +0,09 2 0,83+0,072

Letras diferentes nas colunas: nivel de significancia = 5% de probabilidade.

DP = Desvio Padrao
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FIGURA 22. Dimens0es do vilo, cripta, submucosa e muscular do jejuno (J) nos animais
dos grupos controles (C30-J e C50-J) e dos grupos infectados por T.
vitulorum durante a ascenséo (Asc-J), pico (Pico-J), declinio ou expulséo

(Decl-J) e pbs-expulsdo (PE-J).
representado pelas barras verticais

No ileo (Tabela 12 e Figura 23), os

O desvio padrdo da média esta
acima das colunas.

vilos e a musculatura também né&o

apresentaram alteracdes morfolégicas, enquanto a cripta mostrou-se levemente

hipertréfica nos animais que se encontravam no

comparados com 0s controles.

pico e declinio do parasitismo quando
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TABELA 12. Dimens6es do vilo, da cripta e da muscular do ileo dos bezerros bufalos
dos grupos controles (C30 e C50) e dos grupos infectados por T. vitulorum
durante o periodo de ascenséao (Asc), pico, declinio ou expulsdo (Decl) e
pds-expulsdo (PE). llha Solteira, SP.

Medidas do ileo (mm)

Grupos Vilo Cripta Muscular
Média + DP Média + DP Média + DP

C30 0,25 + 0,02 ® 0,26 £ 0,03 ° 0,44 +£0,092
C50 0,25+ 0,03 ? 0,26 + 0,04 0,38+ 0,04 2
Asc 0,26 + 0,05 ? 0,30 + 0,05 ° 0,42 +£0,022
Pico 0,26 + 0,03 ® 0,36 + 0,04 2 0,42 +0,022
Decl 0,27 £ 0,02 ® 0,39+0,042 0,42 +£0,082
PE 0,28 + 0,03 ° 0,35 + 0,05 ® 0,39+ 0,06 *

Letras diferentes nas colunas: nivel de significancia = 5% de probabilidade.
DP = Desvio Padréo
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FIGURA 23. Dimens&es do vilo, cripta e muscular do ileo (I) nos animais dos grupos

controles (C30-1 e C50-I) e dos grupos infectados por T. vitulorum durante
a ascensao (Asc-l), pico (Pico-l), declinio ou expulsdo (Decl-l) e pos-
expulsdo (PE-1). O desvio padrdao da média esta representado pelas
barras verticais acima das colunas.



5. Discusséao

5.1. Parasitismo dos bezerros bufalos por T. vitulorum

O T. vitulorum é um parasita de grande porte presente no lumen do intestino
delgado de bezerros bufalos, principalmente nas primeiras por¢gdes (duodeno e jejuno
proximal), que quando numerosos pode permanecer enovelados comprimindo e
traumatizando a mucosa intestinal. A prevaléncia desta espécie é alta nos rebanhos
bubalinos do mundo todo e algumas vezes podem levar a morte 0os animais quando
submetidos a subnutricdo e aos manejos inadequados. Por outro lado, animais em boas
condi¢cdes de manejo, quando parasitados podem adquirir uma imunidade contra estes
parasitas, tornando o ambiente intestinal improprio para o desenvolvimento de algumas
especies de parasitas e assim elimina-los para o meio exterior.

Através dos exames de fezes de bezerros bufalos naturalmente infectados por T.
vitulorum, pode-se observar que o0s animais apresentavam uma precocidade de
infeccao, onde apresentavam ovos nas fezes ja aos 11 dias de idade. Esta precocidade
de infecgédo por T. vitulorum também ja foi constatada por outros autores em bufalos
(STARKE et al., 1983; ROBERTS, 1990a) e deve-se ao fato da aquisicdo de larvas
infectantes através do colostro materno (WARREN et al., 1971; STARKE et al., 1983;
ROBERTS, 1990ab). Neste experimento, verificou-se que os animais atingiram o pico
maximo do parasitismo ao redor de 43 dias apds 0 nascimento. Apds o0 pico, 0 humero
de ovos comecou a cair, até que se tornassem ausentes nos animais a partir dos 85
dias de idade. A partir desta idade, os animais adquiriram resisténcia contra o T.
vitulorum e verificou-se uma queda brusca na contagem de OPG. Esta queda ocorreu

em decorréncia da expulsdo natural dos helmintos pelos animais (CHAUHAN et al.,
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1974 na india; COSTA et al., 1980 e STARKE et al., 1983, no Brasil). Verificou-se
também que esta auto-cura iniciou a partir de 44 dias, quando os parasitas foram
eliminados pelos animais, espontaneamente, através das fezes. Estes ovos nao foram
mais evidenciados nas fezes dos animais a partir dos 85 dias de idade. Esta cura
espontanea ja foi também verificada por varios autores em outras espécies de parasitas
intestinais como Haemonchus contortus, T. colubriformis, Strongyloides papilosus e N.
battus em ovinos (ROTHWELL, 1989; MCCLURE et al., 1992; SMITH et al., 1994;
NAWA et al., 1994; WINTER et al.,, 1997), N. brasiliensis em ratos e camundogos
(MILLER et al., 1983; MOQBEL et al., 1986; NAWA et al., 1994) e T. spiralis em ratos e
camundongos (CASTRO, 1992). Pouco se conhece, a respeito desse fendmeno, na

infeccdo por T. vitulorum em bufalos.

5.2. Infiltracdo e hiperplasia de células imune-inflamatdrias e células
caliciformes na camada epitelial do intestino delgado de bezerros bufalos durante
a infeccdo por T. vitulorum e seu papel no processo de expulsdo do parasita

pelos bezerros bufalos.

A expulsdo espontanea dos parasitas helminticos de um hospedeiro é sem
duvida um evento imune com componentes da imunidade inata e adquirida. Numerosas
células imunes e seus mediadores foram relacionados as alteragdes intestinais que
acompanham a infeccao helmintica e que participam da expulsdao do parasita.
Entretanto, apesar de esforgos extensivos em pesquisas, um Unico mecanismo imune
ou um tipo celular critico ou decisivo para a expulsdo ainda nao foi identificado. Desta
forma, em um animal imunocompetente, a expulsdo eficiente dos parasitas entéricos
esta mais em funcdo de uma resposta coordenada e multicelular envolvendo células
imunes, mieldides, epiteliais e nervosas (revisado por CASTRO, 1989,1992; CASTRO &
ARNTZEN, 1993; MCKAY & FAIRWEATHER, 1997; PALMER & MEERVELD, 2001).
Em trabalho realizado por Neves et al. (2003), ficou evidente que na infecgdo natural
por T. vitulorum, principalmente no pico do parasitismo ocorria uma hiperplasia celular,

por mastécitos e eosindfilos na mucosa do duodeno e do jejuno de bezerros bufalos,
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que culminava com o pico da infecgdo. Estas células tiveram participagdo no processo
de expulsdo do T. vitulorum pelos hospedeiros, pois elas retornaram ao nivel do
controle apos a expulséo do parasita.

Em continuagéo a pesquisa de Neves et al. (2003), no presente trabalho realizou-
se um levantamento de varios componentes celulares além, de mastdocitos e eosinodfilos
que poderiam estar participando também na infecgdo por T. vitulorum. Como o T.
vitulorum € um parasita ndo invasivo da mucosa, vivendo somente no lumen intestinal,
procurou-se avaliar se as células imunoinflamatérias poderiam migrar para a camada
intraepitelial que recobre toda a mucosa intestinal, para atuar o mais proximo possivel
do parasita. Desta forma, estudou-se a participacdo de componentes celulares nas
diferentes fases da infec¢do natural por T. vitulorum, no sentido de relaciona-los ao
processo de expulsdo dos parasitas pelo hospedeiro o que normalmente ocorre nos
bezerros bufalos quando eles atingem em torno de 40 a 60 dias de idade. Assim, pela
quantificacdo de células presentes na camada intraepitelial nas trés porgdes do
intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo), constatou-se que o numero de mastdcitos,
eosindfilos, linfécitos intraepiteliais (LIE) e células caliciformes apresentaram um
aumento significativo nos animais infectados naturalmente por T. vitulorum (fase de
ascensao e pico) quando comparado com o grupo nao infectado, significando uma

ativagdo ou uma sensibilizagao celular neste local em fungéo do parasita.

5.2.1. Linfécitos Intraepilteliais (LIE).

O numero de LIEs no duodeno, aumentou significativamente na fase de pico do
parasitismo quando comparado com o grupo controle, regredindo rapidamente e
retornando ao nivel do controle na fase de pés-expulsdo do parasita. Esta dindmica
celular foi semelhante no jejuno e no ileo, apesar do numero desta célula encontrar-se
bem mais elevado no jejuno do que no ileo. Este aumento de LIE, principalmente na
fase de pico do parasitismo, coincidiu também com as maiores contagens de OPG e o
maior numero dos helmintos adultos no intestino. Embora ndo se conhega exatamente

a acao deste tipo celular no parasitismo, Simecka (1998) ndo descartou a possibilidade
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de que os LIEs possam ajudar na defesa da mucosa contra infeccdes parasitarias do
lumen intestinal. Estas células podem ter o papel de liberar citocinas para o lumen ou
ter atividade citotoxica. Estas suposi¢coes sdo amparadas pelos estudos de Flexman et
al. (1983) que sugeriram que os LIEs efetuam uma atividade citotoxica com uma célula
exterminadora natural, o que confere a elas a funcao de defesa do hospedeiro contra o
parasita. Além disso, o aumento de LIE pode ser explicado pelo fato destas células
localizarem-se entre as células epiteliais e de constituirem o primeiro componente do
sistema imune exposto aos antigenos intestinais (SIMECKA, 1998), a certos
microrganismos e a parasitas (CHEROUTRE et al., 2004).

5.2.2. Células Caliciformes.

As células caliciformes sdo também encontradas normalmente na camada
intraepitelial do intestino, mas mostraram-se hiperplasicas nos bezerros bufalos
infectados com T. vitulorum. No duodeno elas estavam hiperplasicas, principalmente na
fase de pico do parasitismo em comparagdo com o grupo controle, mesmo periodo em
que o OPG dos animais parasitados também encontrava-se elevado. A hiperplasia
destas células pode estar diretamente relacionada com a tentativa do hospedeiro em
expulsar o parasita, ja que a principal fungcédo destas é lubrificar e proteger o epitélio
intestinal. Essa lubrificagéo facilitaria a remogédo do parasita para as regides terminais
do intestino. No jejuno também observou-se células caliciformes hiperplasicas nas fases
de ascensdo e pico, declinando abruptamente durante a expulsdo do parasita pelo
hospedeiro retornando a normalidade apds a expulsdo dos mesmos. Levy & Frondoza
(1983), estudando a imunidade intestinal contra N. brasiliensis, verificaram que a
eliminagdo dos parasitas do trato gastrointestinal provavelmente tenha ocorrido em
resultado da combinagcdo do aumento do anticorpo IgG e de muco secretado por uma
populacido hiperplasica de células caliciformes estimuladas por mecanismos imune T-
dependente, que poderiam interferir com a habilidade do parasita em sobreviver nos
espagos entre os vilos do jejuno. No presente trabalho, observou-se acentuado

aumento do muco no lumen intestinal, quando os animais foram necropsiados, durante
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0 pico e, este muco estava associado com o aumento populacional destas células na

parede intestinal.

5.2.3. Eosinofilos.

Além dos LIEs e das células caliciformes, o numero de eosindfilos presentes na
camada intraepitelial do duodeno, também aumentou significavamente durante o
periodo de pico do parasitismo quando comparado com o grupo controle,
demonstrando que os eosindfilos que normalmente nao estdo presentes nesta camada
migram da |amina prépria para a camada intraepitelial em resposta a presenga dos
parasitas juvenis e adultos no lumen intestinal. Outros autores como Eversole et al.
(1999) observaram eosindfilos migrando da cripta para o vilo, em diregdo a regiao
subepitelial e atravessando a lamina basal para a regiao intraepitelial na infecgéo por N.
brasiliensis em camundongos. Além disso, estudos in vitro mostram que eosinodfilos
aderem a uma variedade de helmintos opsonisados com imunoglobulinas e
complemento, liberando o conteudo de seus granulos e secretando fatores soluveis
para matar larvas helminticas (BUTTERWORTH, 1984).

Recentemente, Meeusen & Balic (2002) relataram que mastocitos, células
exterminadoras naturais (NK) e LIEs, poderiam secretar IL-5 induzindo a proliferagao e
a migragao de eosindfilos da medula 6ssea. No jejuno, embora levemente inferior ao
duodeno, a populagao de eosindfilos também encontrava-se elevada em animais na
fase de pico quando comparada com os animais controles, retornando a normalidade
apods este periodo. O aumento na populacdo de eosindfilos associado com helmintos
gastrointestinais ja foi relatado também por varios autores em diversas espécies
animais (ROTHWELL, 1993, WINTER, 1997, STARKE & OAKS, 2001, ALDAWEK et al.,
2002, KLION & NUTMAN, 2004). Ja em bufalos, Neves et al. (2003) verificaram que os
eosinofilos comegaram a aumentar em numero ja no inicio da infecgéo por T. vitulorum
tanto na cripta como no vilo do duodeno e do jejuno. Estas células continuaram sempre
em numero elevado durante o pico e durante a fase de expulsdo dos parasitas pelos

bezerros bufalos, para alcancar o nivel do controle apds a expulsdo dos mesmos. Estes
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autores nao detectaram eosindfilos na camada muscular do intestino, sugerindo que os
eosindfilos provavelmente chegaram até a lamina prépria através de vasos sanglineos
presentes neste local ou na submucosa e dai migraram para a camada intraepitelial a

medida que a infecgéo progredia.

5.2.4. Mastdécitos.

Outro tipo celular também bastante importante e sempre associado as infecgdes
parasitarias sao os mastdcitos (LEVY & FRONDOZA, 1983). Estas células também né&o
sao encontradas em condi¢gdes normais na camada intraepitelial, mas no presente
trabalho, observou-se uma hiperplasia dos mastécitos nesta camada, tanto no duodeno
como no jejuno e no ileo, durante a ascenséo e o pico da infecgdo. Esta hiperplasia
celular, possivelmente, ocorreu mais em fungao da infiltragado ou migragao das células
para o espaco intraepitelial do que pela multiplicagdo celular neste local. No entanto,
esta € uma hipdtese ainda a ser testada na infeccéo por T. vitulorum. A hiperplasia de
mastdcitos na ascensdo e no pico da infeccdo por T. vitulorum, com retorno a
normalidade apds a expulsdo dos vermes, sugere que estas células, além das outras
células mencionadas e discutidas aqui, desempenham importante e coordenado papel
na expulsao do parasita pelo hospedeiro. Possivelmente os mastdcitos sejam, segundo
Nutman (1993), uma das primeiras células a chegar ao local da infecgdo e, com a
liberacdo de seus mediadores inflamatérios, possam atrair outras células inflamatorias
na tentativa de provocar um ambiente desfavoravel a sobrevivéncia do parasita e
facilitar a expulsao pelo hospedeiro. Jones & Emery (1991) observaram altos niveis de
mediadores inflamatérios (prostaglandina F, leucotrienos C4, tromboxanos B2,
serotoninas e histaminas) no muco intestinal de ovinos imunizados contra T.
colubriformis, principalmente no periodo em que ocorreu a expulsao do parasita pelo
hospedeiro, indicando a importancia dos mediadores de mastdcitos neste processo. A
presenga de mastdcitos na camada epitelial sugere sua atragdo em dire¢cdo ao lumen
intestinal, provavelmente atraido pelo parasita para poder liberar seus mediadores o

mais proximo possivel do lumen. O entendimento deste mecanismo ainda nao esta
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claro, mas sabe-se que quando mastocitos sdo sensibilizados liberam citocinas
importantes para a resposta imune, como a IL-3, IL-4, IL-5 e outras que induzem a
proliferagdo celular na medula 6ssea, quimiotaxia de outras células e sintese de IgE
pelos linfocitos B presentes na mucosa intestinal (MARSHALL & BIENENSTOCK, 1990)
e podem também facilitar o fluxo de anticorpos para dentro do lumen intestinal
(MURRAY et al.,, 1968; ASKENASE, 1980). Além disso, a acao dos mediadores
inflamatorios é bastante ampla podendo promover infiltracdo de eosinofilos, aumento da
contracdo da musculatura lisa intestinal (MARSHALL & BIENENSTOCK, 1990),
hipersecrecao de muco (NUTMAN, 1993), agregacado de plaquetas e aumento da
permeabilidade vascular (TIZARD, 1996).

No epitélio do jejuno, os mastocitos demonstraram um leve aumento na fase de
pico, porém este aumento nao foi estatisticamente significativo em relagdo ao controle.
Talvez pela presenca de T. vitulorum adultos em maior quantidade no duodeno, estas
células tenham sido requeridas com maior intensidade neste ©Orgédo onde,
provavelmente, suas fung¢des foram mais eficazes. No entanto, mesmo em menor
numero no jejuno, os mediadores liberados pelos mastdcitos podem ter contribuido para
o0 desencadeamento da resposta inflamatéria local que, segundo Nutman (1993),
contribuem para criar um ambiente desfavoravel a sobrevivéncia do parasita e facilitam
sua expulsdo. Além disso, Neves et al. (2003) também observaram que os mastocitos
encontravam-se significativamente elevados na lamina propria (vilo e cripta) do
duodeno e jejuno de bezerros bufalos infectados por T. vitulorum durante o periodo de
ascensao, pico e expulsao, retornando a normalidade apds a expulsao do parasita.

Interessante comentar que, embora os parasitas ndo tenham sido encontrados
no ileo durante as necropsias dos bezerros bufalos, todos os tipos celulares estudados
no presente trabalho, como LIE, eosindfilos, mastdcitos e células caliciformes foram
observados aumentados na camada intraepitelial do ileo. Segundo Simecka (1998),
apesar de um estimulo antigénico ocorrer em um local particular na mucosa intestinal,
como por exemplo, na primeira por¢ao do intestino delgado, a resposta a este estimulo,
como a secrecao de mediadores inflamatdrios e a sensibilizacao celular, pode estender-

se para outras porgoes intestinais, possivelmente através da circulagdo sanguinea e/ou
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linfatica que drena toda a mucosa intestinal, as placas de Peyer e/ou os linfonodos
mesentéricos. Desta forma, a mucosa de todo o intestino e mesmo as mucosas mais
distantes, como por exemplo, do trato urogenital e respiratorio, estariam também
protegidas contra possiveis invasores. Esta explicagdo poderia ser aplicavel ao estimulo
antigénico do T. vitulorum que estaria sensibilizando os mecanismos efetores de toda a
mucosa intestinal. Cabe destacar que as placas de Peyer de ruminantes, e aqui de
bezerros bufalos, sdo grandes, e € neste local, além da medula 6ssea, que os linfocitos
B sofrem a maturacdo e a diferenciacdo e, possivelmente € onde ocorre intensos
desafios antigénicos com alta produgao de IgA e IgE. No entanto, estudos posteriores
deverao ser realizados para se verificar o papel das placas de Peyer do ileo no
parasitismo intestinal, nesta espécie animal.

Durante o processo inflamatério decorrente da infeccado por T. vitulorum que
culmina com a expulsdo do parasita as células imune-inflamatérias que estao presentes
na lamina prépria da mucosa, ou aquelas que migraram para a camada epitelial podem
secretar muitas moléculas e libera-las para o fluido extracelular ou para o lumen
intestinal e desta forma podem contribuir para a contratibilidade e a permeabilidade
vascular e favorecer a migragdao de mais células inflamatérias para local inflamado.
Além disso, pode ocorrer aumento da ativagao das células neuroldgicas a produzirem
neurotransmissores essenciais para a sensibilizagdo dos mecanismos neuro-
vegetativos e neuro-motores, levando a contratibilidade da musculatura lisa e sua
hipertrofia além do aumento de muco (PALMER & MEERVELD, 2001).

5.3. Associacdo de mastocitos ao sistema nervoso entérico (SNE) na

infeccdo e no processo de expulséo de T. vitulorum pelos bezerros bufalos.

O sistema nervoso entérico (SNE) é constituido por um conjunto de neurdnios no
trato gastrointestinal que pode funcionar independentemente do sistema nervoso
central. Este sistema controla a motilidade, a secrecdo enddcrina e exdcrina e a
microcirculagédo gastrointestinal. Ele também esta envolvido nos processos nervosos de

regulacao imune e inflamatdria. Os corpos das células nervosas agrupam-se dentro de
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pequenos ganglios que estdo conectados por feixes de processos nervosos formando
dois plexos principais, 0 plexo mioentérico e o plexo submucoso. Neste trabalho, as
fibras nervosas e nervos dos plexos nervosos entéricos tanto o submucoso quanto o
mioentérico, foram identificados usando-se o método de coloragdo imunoistoquimica
com o anticorpo policlonal anti-PGP 9.5 que € um marcador de uma proteina neural e
os mastdcitos foram corados utilizando-se uma coloragdo histoquimica pelo azul de
Astra. Por este estudo verificou-se que os mastdcitos encontravam-se, usualmente
adjacentes e em contato com as fibras nervosas. O contato membrana-membrana entre
mastoécitos e nervos ja foi visualizado em miscroscopia eletronica de transmissao por
Stead et al. (1989) comprovando que este contato existe. Desta forma, os nervos e os
mastocitos puderam ser visualizados e tanto os mastocitos associados com os nervos

(MC/N) como os ndo associados foram contados.

5.3.1. Associagao de mastécitos/nervos na mucosa do intestino delgado.

A partir dos plexos nervosos da submucosa partem nervos em dire¢cao a lamina
prépria adjacente a muscularis mucosa e em torno dos dutos lacteais e alguns
mastoécitos foram também visto associados a estas fibras nervosas, particularmente nos
animais parasitados. A presenga de mastdcitos na lamina prépria e na camada epitelial
além de estarem fisicamente associados aos nervos na mucosa sugere uma
participacao ativa destas células na expulsdo do T. vitulorum. Como a secreg¢ao
eletrolitica e a contragdo muscular estdo direta ou indiretamente reguladas pela
associagcdo MC/Nervos, por inferéncia pode se dizer que mastécitos degranularam em
consequéncia desta associagédo e também pela presenga de antigenos dos parasitas.
A degranulacéao levaria ao aumento da permeabilidade vascular e do epitélio intestinal.
De acordo com Stead et al. (1989), Befus et al. (1986), Bienenstock et al. (1992) e
Castro & Arntzen (1993), mastdcitos proporcionam um brago efetor muito importante no
sistema imune quando ativados através da ligagdo ao complexo imune IgE/antigeno
nas infeccbes por nematdides. Assim, os mediadores inflamatérios dos mastoécitos

podem atuar diretamente sobre as células epiteliais desencadeando secrecao epitelial
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de CI' para o lumen intestinal dos animais sensibilizados pela infecgcédo. Por outro lado,
as infecgcbes parasitarias induzem ou causam uma debilidade epitelial que é
considerada ser uma defesa do hospedeiro contra o parasita. Um aumento da
permeabilidade paracelular epitelial resultando na expulsdo do parasita pode ser uma
consequéncia adaptativa da imunidade (MURRAY et al.,, 1971). Recentemente,
McDermott et al. (2003) proporcionaram importantes informagbes demonstrando a
ligacdo entre mastocitos e epitélio intestinal durante o processo da expulsdo dos
parasitas. Eles concluiram que a protease de mastdocitos foi responsavel pela
degradacgado da proteina ocludina que faz parte estrutura da jungdo entre as células
epiteliais da mucosa intestinal, aumentando a permeabilidade paracelular epitelial e
desta forma aumentando o extravasamento de ions e agua para o lumen intestinal. A
partir das informacgdes obtidas de experimentos conduzidos com T. spirallis em ratos e
em camundongos pode se sugerir que os eventos fisicos e moleculares que levam as
alteragdes estruturais e morfoldégicas podem ser similares aqueles ocorrendo com T.
vitulorum em bezerros bufalos, mesmo ndo sendo um helminto invasor da mucosa com
é T. spirallis. Uma vez que este ascaridideo permanece quando adulto ou quando
ainda juvenil apenas dentro do lumen, os mastécitos além dos eosindfilos, migram para
a camada intraepitelial intestinal, possivelmente em uma tentativa de liberar o conteudo
dos granulos para o lumen intestinal e atacar a cuticula do parasita.

Durante o periodo de expulsdo do T. vitulorum pelos bezerros bufalos, uma
moderada diarréia liquida foi observada. Tem sido postulado por muitos anos que um
influxo de solutos e agua da mucosa para o lumen ocorre durante a infeccdo por
nematdides e este pode ser um modo pelo qual o hospedeiro tenta expulsar os
parasitas (MURRAY et al., 1971). Por exemplo, em intestino delgado de hamsters
infectados com T. spirallis foi detectado uma forga intestinal propulsiva 10 dias apés a
infeccao, um fendbmeno que somente retornou ao normal apds a expulsdo espontanea
dos parasitas (ALIZADETH et al., 1987). Como o processo diarréico cessa e a
populacdo de mastdcitos declina apds a expulsao de T. vitulorum pode-se inferir que os

mesmos apresentaram participacdo na expulsédo do parasita.
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5.3.2. Associagcao de mastécitos aos plexos submucosos e mioentéricos do

intestino delgado.

Mastocitos foram também observados préximos ou dentro dos ganglios nervosos
submucosos e mioentéricos ou em contato intimo com as fibras nervosas individuais
presentes na submucosa e na camada muscular longitudinal e circular. O numero
destas células associadas com os processos nervosos (MC/Nervo) aumentou no plexo
submucoso em torno de 26 vezes no duodeno, 10 vezes no jejuno e 4 vezes no ileo
quando comparado com o controle. Apds a expulséo, houve ligeira redugdo no numero
desta associacdo celular. Da mesma forma, no plexo mioentérico, 0 numero de
MC/Nervo, aumentou em torno de 12 vezes no duodeno, 4 vezes no jejuno e 3 vezes
no ileo. A porcentagem da associagdo MC/nervo foi de 44,6% a 60,9% durante o pico
da infeccao e 33,1% a 44,4% apos a expulsdo do parasita no plexo submucoso. Nos
animais nao infectados, a porcentagem da associagcdo MC/nervo oscilou de 2,2% a
10,7%. Apos a expulsédo do parasita o numero de MC/nervo declinou, mas ndo chegou
ao nivel do controle.

O plexo mioentérico localiza-se entre as camadas longitudinal e circular do
musculo e estende-se por todo comprimento do intestino. Este plexo abastece primeiro
a inervagado motora das duas camadas de musculos e a inervagao secretomotora da
mucosa (FURNESS & COSTA, 1987). J& o plexo submucoso esta localizado na
submucosa, entre a camada muscular circular e a muscularis mucosa e € o mais
desenvolvido no intestino delgado, onde apresenta importante papel no controle
secretorio. Além de inervar o epitélio glandular, neurénios do plexo submucoso inervam
a muscularis mucosa, células intestinais enddcrinas e vasos sanguineos na submucosa
(GOYAL & IKUO HIRANO, 1996). Desta forma, a presenga de mastdcitos associados
aos plexos nervosos durante a infecgado pelo T. vitulorum sugere que estas células
tenham importante papel no controle neuroenddécrino e secretorio do intestino e também
no contratibilidade do musculo liso intestinal. Outros autores também verificaram nervos
associados com mastdocitos em infecgdes intestinais por nematéides ou em diversas

patologias intestinais. McKay e Bienesntock (1994) relataram que essa interacéo entre
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mastocitos e o0 sistema nervoso entérico poderia contribuir com os mecanismos de
defesa do hospedeiro pela alteracdo da contratibilidade intestinal, liberacdo de
mediadores quimicos inflamatérios e neurotransmissores. Neurbnios de animais
antigenicamente sensibilizados responderam a substéncia P (SP) e a acetilcolina (ACh)
similarmente a histamina, levando a hipétese de que um sistema de “feedback” existe
onde a histamina liberada de mastdocitos antigenicamente estimulados aumenta a
eficacia da transmissdo sinaptica, enquanto as substancias neuroativas (SP e ACh)
podem ser liberadas das células do plexo mioentérico para aumentar a liberagao de
histamina (WOOD, 1991).

Além disso, grande quantidade de mastécitos que n&o estavam associados aos
nervos foram observados na submucosa e entre as camadas musculares circulares e
longitudinais da parede intestinal nos trés 6rgaos analisados; duodeno, jejuno e ileo. O
numero de mastoécitos estava mais elevado na submucosa do que na muscular. No
entanto, cabe ressaltar que na camada muscular do intestino delgado dos bufalos,
estas células sdo encontradas normalmente em grande quantidade, como péde-se
observar pelas contagens dos animais controles. Apos a expulsdo dos parasitas houve
um leve declinio em relagcdo ao pico no duodeno e no jejuno, mas no ileo ficou
inalterado. Desta observagao, pode-se deduzir que a infeccdo por T. vitulorum induz
uma hiperplasia de mastocitos e estes ja presentes na submucosa e na muscular
migram em direcdo aos nervos para efetuarem os contatos fisicos entre estes dois

tipos celulares quando sensibilizados pelos antigenos dos parasitas.

5.4. Macrofagos.

Outra célula estudada foi o macréfago. O numero desta célula, no vilo e na
cripta, estava aumentado de 3,5 a 4,4 vezes em relagao ao controle, mas somente no
periodo de pds-expulsdo do T. vitulorum pelos bezerros, tanto no duodeno quanto no
jejuno. No entanto, macrofagos, juntamente com os mastocitos, estavam
particularmente mais abundantes na camada da musculatura lisa intestinal, tanto do

duodeno como do jejuno dos animais infectados com T. vitulorum. Ao contrario de
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mastoécitos que comegaram a declinar apdés o pico do parasitismo, macréfagos
continuaram aumentados mesmo apdés um més da expulsdo dos nematdides pelos
bezerros bufalos. Desta forma, na submucosa e na musculatura lisa intestinal a
populagcdo de macrofagos aumentou significativamente, mas foi mais acentuado na
submucosa do duodeno, em torno de 15 vezes no pico e de 22 vezes no periodo de
pos-expulsdo. Segundo Nathan (1987), os macréfagos influenciam em muitos aspectos
as respostas imunes e inflamatorias, da fase aguda a crénica, desde a primeira lesao
do epitélio até o processo de reparo. Estes macréfagos presentes durante o pico, mas
principalmente no periodo de pods-expulsdo ou fase de recuperagao da infecgao,
poderia desempenhar diferentes fungbes: a primeira seria a de reparadora tecidual.
Segundo Bhogal et al. (2004) os macrofagos sao células importantes na manutencéo da
homeostase dos tecidos, fagocitando compostos formados e liberados no processo
inflamatdrio assim como também células apoptdticas antes que as células moribundas
liberem seus conteudos pro-inflamatoérios dentro da matriz extracelular. Como os
mastdocitos comegaram a declinar apds o pico da infecgao, é possivel que muitas destas
células sofreram o processo de apoptose e precisaram ser removidas do local
inflamado pelos macrofagos. Segundo Starke & Oaks (1999) alguns mastdcitos foram
visualizados sofrendo o processo de apoptose apods o tratamento dos ratos infectados
com H. diminuta. Outras células também poderiam ser fagocitadas, como eosindfilos e
neutréfilos. Além disso, Takemura et al. (1984) reportaram que em uma resposta
primaria bem sucedida, os macréfagos juntamente com outras células, desempenham
um papel central no reparo tecidual, secretando fatores de coagulagado que iniciam o
reparo tecidual, proteases que removem fragmentos da matriz extracelular ou outros
“‘debris” além de fator angiogénico e mitogénico que promovem a migragdo e a
proliferacado de fibroblastos e células endoteliais.

Em segundo lugar, ainda como célula reparadora, os macrofagos poderiam estar
fagocitando parte dos granulos residuais dos mastocitos que haviam sido liberados no
local inflamado. Os residuos de grénulos de mastocitos sdo componentes soluveis
como as proteases neutras e a heparina que quando ligados ionicamente com outras

moléculas presentes no fluido intestinal ou drogas ingeridas pelo hospedeiro formam
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compostos maiores e mais complexos e assim sdo em seguida fagocitados por
macrofagos (Decorti et al., 2001).

Uma terceira fungdo dos macrofagos seria no controle da degranulacdo de
mastoécitos. Recentes estudos mostram que os mastocitos podem ligar-se ao IFN-y via
glicosaminoglicanas presente em sua membrana e apresenta-lo aos macrofagos ativos,
que respondem produzindo NO, que por sua vez, contribui para a diminuigdo da
liberacdo de mediadores pelos mastécitos, proporcionando um mecanismo de
“feedback” negativo nas fungbées dos mastocitos no processo agudo da infecgao
(BROOKS et al., 2000).

A quarta fungcdo de macrofagos estaria centralizada no controle dos eventos
neuro-motores, como na diminuigdo da contratibilidade intestinal aumentada durante a
hipersensibilidade imediata ocorrida no periodo de expulsdo de T. vitulorum. Como a
motilidade intestinal estd sob o controle de diversos sistemas integrados, incluindo o
neurogénico, miogénico e o enddcrino, durante o processo inflamatoério, este complexo
controle pode ser direcionado pelos macréfagos. Macréfagos foram associados com a
supresséao de acetilcolina (ACh) na camada muscular associada aos nervos colinérgicos
do plexo nervoso mioentérico levando a disfungdo da contragdo muscular em animais
infectados por nematoides. Collins et al. (1989, 1992) verificaram que a inflamacéao
gerada por T. spirallis provocava alteragdes nos niveis de aceticolinesterase e de
acetiltransferase colina, enzimas responsaveis pela degradagdo e sintese de ACh,
respectivamente, indicando uma completa perturbagdo no sistema colinérgico. Este
controle da contragcdo muscular pela falha na liberagdo de ACh pode ser um meio
também efetivo para diminuir a contratibilidade muscular na infeccdo por nematdides
apos a sua expulsdao. Apds um periodo de paténcia de aproximadamente dois meses,
T. vitulorum é expelido pelos bezerros bufalos juntamente com fezes liquefeitas,
diarréicas e com muito muco, muitas vezes levando a uma severa diarréia e
desidratacdo (ENYENIHI, 1969b). Os macréfagos poderiam, portanto, exercer seu
papel reparador contribuindo por alterar o padrdo da contracdo muscular via
neurotransmissores secretados por células neuroenddcrinas, nervos e células imunes

(Masson et al.,1996). Desta forma, a plasticidade do sistema neuro-imune entérico
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desempenharia um importante papel na defesa do hospedeiro contra parasitas
entéricos e teria participacdo também na reparagao das lesbes e no remodelamento

estrutural e funcional do intestino apds a expulsédo do parasita.

5.5. Exame morfométrico da parede do intestino delgado dos bezerros

bufalos infectados ou ndo por T. vitulorum.

A musculatura lisa intestinal de animais infectados por helmintos sofre
extensivas alteragbes funcionais e morfolégicas que sado imunologicamente e
geneticamente programadas alterando as propriedades contrateis e os reflexos neurais
do intestino do hospedeiro (PALMER & MEERVELD, 2001). A causa do aumento da
massa muscular ndo se conhece, mas pode envolver efeitos fisicos ou substancias
derivadas dos parasitas ou mediadores inflamatérios da inflamagdo. A capacidade do
hospedeiro em modular as fungdes do musculo liso através das reacdes do sistema
imune e entérico parece ter grande valor adaptativo. A exposi¢cao a rede de nervos
entéricos poderia assumir um controle da atividade muscular coordenada por todo o
intestino proporcionando uma importante defesa contra o invasor.

Desta forma, realizou-se concomitantemente ao exame quantitativo celular um
estudo morfologico para verificar se a parede do intestino delgado de bezerros bufalos
sofria também alteragdes morfométricas quando parasitados T. vitulorum. Para este
estudo, o vilo, a cripta, a submucosa e a camada muscular (longitudinal e circular) das
diferentes regides intestinais (duodeno, jejuno e ileo) foram mensuradas nos animais
infectados por T. vitulorum, em cada fase do parasitismo (ascensao, pico, declinio e
pos-expulsdo) e nos animais ndo infectados (grupos controles C30 e C50).

De acordo com os dados das medidas de comprimento dos vilos, no duodeno,
nas fases de ascenséo, pico e declinio, foi observado uma atrofia significativa quando
os dados foram comparados com os dos grupos controles C30 e C50. Esta atrofia pode
ter ocorrido em funcdo da agao mecanica e irritativa dos helmintos sobre a mucosa
intestinal. A cripta e a submucosa, no entanto, ndo apresentaram alteracdes

morfoldgicas significativas, enquanto que as camadas musculares intestinais
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apresentavam-se significativamente hipertroficas nos animais que se encontrava em
todas as fases parasitarias (inicio, pico e declinio) e inclusive na fase de pds-expulsao
dos parasitas. No entanto, esta alteragdo s6 foi significativa quando estas medidas
foram comparadas com as dos animais do grupo controle C30, mas ndo com as do
grupo controle C50. Lembrando que no grupo C50 (idade média de 50 dias), os animais
eram ligeiramente mais velhos do que do grupo C30 (idade média de 30 dias). Desta
forma, pbde-se inferir que esta hipertrofia muscular do duodeno ocorreu mais em
funcdo do desenvolvimento dos animais do que propriamente em decorréncia da
infeccao.

Ja no jejuno e no ileo, ndo foram detectadas alteragdes morfoldgicas
significativas em nenhuma estrutura dimensionada nas diferentes fases parasitarias
quando se comparou com os controles. No entanto, alteragdo morfolégica como
hipertrofia da camada muscular intestinal muscular foi observada em varios animais
infectados com helmintos: ratos infectados com H. diminuta (DWINELL et al., 1998;
STARKE & OAKS,1999), ratos com N. brasiliensis, ratos e hamsters com T. spirallis,
ratos com Moniliformis dubius, cavalos com Parascaris equorum e porcos com Ascaris
suum (CASTRO, 1989). Segundo Gabella (1990) doengas de obstrugcado do intestino,
com consequente diminuigdo do transito intestinal, resultaram em aumento do tamanho
das células musculares proximas a esta estenose e a intensidade do “trabalho”
intestinal, ou seja, da contratibilidade, levando a hipertrofia da musculatura. Pode
envolver uma alteragdo adaptativa resultando do conteudo movendo através do
intestino com estenose devido a pressao dos parasitas de grande porte. Sabe-se que
os ascarideos, por serem de grande porte e principalmente quando numerosos, formam
enovelados e obstruem o lumen intestinal dificultando a passagem de o bolo alimentar
e, desta forma, podem ocasionar alteracdes do padrao mioelétrico contratil do intestino.
Com relagao ao T. vitulorum, quando bezerros encontram-se altamente infectados, com
centenas de parasitas adultos no lumen intestinal, é frequente ocorrerem obstrucdes,
impedimento na absorgédo alimentar (ENYENIHI, 1969b, SUKHAPESNA, 1981a) e
alteragdes na mucosa e na camada muscular da parede intestinal (SRIVASTAVA,

1963). No entanto, no presente trabalho, embora tenha ocorrido aumento populacional
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de células imune-inflamatérias na parede intestinal levando, possivelmente, a uma
maior motilidade muscular e a expulsao dos parasitas pelos hospedeiros, alteracdes
morfométricas significativas, como por exemplo, a hipertrofia muscular, ndo ocorreu
significativamente. Uma explicagdo para este fato, pode ser em fungdo do numero de
parasitas presentes (maximo de 51 exemplares adultos), que provavelmente nao foi
suficiente para causar a obstrugao e dificuldades no transito intestinal, sobrecarregando
a musculatura para manter o ritmo normal do peristaltismo e da homeostase intestinal,
como foi observado pelos autores acima citados.

Embora as alteragdes fisioldgicas e celulares que ocorrem nas infecgbes
helminticas intestinais, ja tenham sido discutidas e estudadas em diversas espécies
animais, mas principalmente, usando-se modelos experimentais em laboratério ou
cultivos celulares, pouco ainda se conhece a respeito das respostas imunes e
neurologicas. Além disso, na presente pesquisa, utilizou-se um nematdide que € um
parasita habitual em uma infeccdo natural em um hospedeiro ainda pouco explorado
que € o bufalo. Desta forma, embora os dados obtidos fossem apenas quantitativos e
observacionais, esta pesquisa pode ter importancia para o conhecimento basico, pois
os dados aqui obtidos poderdao ser utilizados para o conhecimento posterior dos
mecanismos imunes de protegcdo visando o controle por vacinas, principalmente as
vacinas orais que poderao estar atuando ao nivel de mucosa intestinal.

Um outro ponto importante a ser mencionado é que o T. vitulorum apesar de ser
expulso pelo hospedeiro, esta expulsdo s6 ocorre apds os parasitas terem completado
seu ciclo de vida, atingindo o estadio adulto, reproduzindo-se e eliminando grande
quantidade de ovos para o meio ambiente para perpetuar a espécie. Assim, deve-se
pensar que estes helmintos, além de eliminarem substancias antigénicas que
sensibilizam o mecanismo neuro-imune e culmina com a expulsao, estes nematdides
podem também produzir moléculas similares as que o hospedeiro produz e desta forma
podem permanecer em equilibrio com seus hospedeiros até a reproducédo. Na revisao
realizada por Palmer & Meerveld (2001), foi relatado que os parasitas helminticos
entéricos geram uma extensa diversidade de produtos excretados/secretados (ES) que

podem ser homologas as moléculas dos hospedeiros para intervencado ou manipulagao
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dos processos neuro-imunes do trato gastrointestinal do hospedeiro. Desta forma, a
presenca destas substancias indica que o helminto também desenvolveu estratégias
para ativamente manipular a resposta do hospedeiro e favorecer a sua sobrevivéncia no
mesmo.

Além disso, apesar do T. vitulorum adulto permanecer apenas no lumen
intestinal, as larvas penetram na mucosa para realizar o ciclo somatico de migragao
tecidual antes de retornar ao intestino delgado para maturagdo. As larvas necessitam
atravessar a barreira intestinal antes de realizar esta migragéo. Desta forma, os animais
vivendo em uma ambiente contaminado com ovos infectantes podem estar em continuo
desafio parasitologico. No entanto, tem se verificado que apds os animais expulsarem
os parasitas adultos do trato intestinal, eles ndo se reinfectam, pelo menos ao nivel
intestinal, mas as bufalas adultas continuam portadoras e passam larvas infectantes
pelo colostro aos seus filhotes. Isto significa que algumas larvas conseguiram
ultrapassar a barreira intestinal para alcangar o figado ou outros tecidos e assim ficarem
hipobidticas até o momento do parto e da lactacdo. Desta maneira, importantes
perguntas podem ser levantadas a respeito desta enfermidade parasitaria, como por
exemplo: Qual o nivel de prote¢cao imunolégica que a infecgao primaria oferece contra a
reinfeccdo? A parede intestinal pode ser considerada uma importante barreira para a
penetracdo das larvas? Como prevenir a migragao larval nas mées para que elas nao

transmitam o parasita pelo colostro?
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6. CONCLUSOES

A infeccdo por T. vitulorum em bezerros bufalos, nas diferentes fases do

parasitismo, foi responsavel pelo:

1. Aumento populacional de linfécitos intraepiteliais (LIE), células caliciformes,
mastocitos e eosindfilos nas camadas intraepiteliais da mucosa do duodeno, jejuno e
ileo. O numero destas células foi maximo no pico da infecgao parasitaria, mas declinou
apoés o processo de expulsdo do parasita pelo hospedeiro, indicando a participagao da
imunidade celular neste processo.

2. Aumento da associagao fisica entre os mastécitos e os processos nervosos na
mucosa e nos plexos submucosos e mioentéricos, indicando uma colaboragéo entre o
sistema nervoso entérico e o imunoldgico nesta infecgao.

3. Aumento no numero de macréfagos, principalmente, no periodo de pds-expulséo,
indicando papel destas células no reparo das lesdes inflamatérias decorrentes desta
infecgao.

4. Significativa atrofia vilosa no duodeno.
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