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RESPOSTA CELULAR IMUNE-INFLAMATÓRIA E DE CÉLULAS CALICIFORMES 

NO INTESTINO DELGADO DE BEZERROS BÚFALOS NATURALMENTE 
INFECTADOS POR TOXOCARA VITULORUM 

 

RESUMO - Para estudar a cinética populacional de células imune/inflamatórias 

na infecção natural por Toxocara vitulorum em bezerros búfalos, realizou-se a 

quantificação de mastócitos, eosinófilos, linfócitos intraepiteliais (LIE) e células 

caliciformes na camada intraepitelial e de macrófagos na parede do intestino delgado. 

Para isto, amostras de tecidos foram retiradas do duodeno, jejuno e íleo de seis grupos 

de animais, de acordo com o resultado do exame coprológico, ou seja: animais que 

estavam no início ou ascensão (1), no pico (2) do parasitismo, durante as fases de 

declínio ou expulsão (3), e de pós-expulsão dos parasitas (4), além de dois grupos 

controles de animais não parasitados por T. vitulorum com idades médias entre 30 

(C30) e 50 (C50) dias. No duodeno, no jejuno e no íleo, a população de LIE, mastócitos, 

eosinófilos e células caliciformes teve um aumento significativo principalmente durante 

o pico da infecção. Em seguida, estas células começaram a declinar durante a fase de 

expulsão, aproximando-se do nível do controle na fase de pós-expulsão. Os 

macrófagos também encontravam-se elevados no pico do parasitismo, mas foi na fase 

de pós-expulsão 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 existência de associação entre mastócitos e nervos intestinais 

nos plexos submucoso e mioentérico do duodeno, do jejuno e do íleo nos animais que 

estavam no pico da infecção. Pelo estudo morfológico, feito através de mensurações de 

todas as camadas da parede do intestino delgado, constatou-se somente uma 

significativa atrofia vilosa no duodeno, durante as fases de ascensão, de pico e de 

expulsão do parasita, mas a hipertrofia muscular não foi observada. Concluiu-se que a 



infecção pelo nematódeo T. vitulorum em bezerros búfalos foi responsável pela 

hiperplasia celular (LIEs, células caliciformes, eosinófilos e mastócitos) na camada 

intraepitelial e pela interação entre mastócitos e processos nervosos na mucosa, nos 

plexos submucoso e mioentérico. Como estas alterações celulares predomindando no 

pico da infecção normalizaram-se após a expulsão, concluiu-se também que 

elastiveram participação no mecanismo imunológico celular de controle e expulsão do 

parasita pelo hospedeiro. O macrófago presente em maior quantidade na fase da pós-

expulsão sugeriu uma importante participação destas células na recuperação das 

lesões inflamatórias nesta infecção. 

 

Palavras-Chave: Alterações Morfológicas, Búfalo, Células Inflamatórias, 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 INTRODUÇÃO 
 
 

O ascaridídeo Toxocara vitulorum é considerado um parasita patogênico e 

altamente prevalente para bubalinos jovens entre 15 e 120 dias de idade. Esta 

precocidade de infecção deve-se ao fato destes animais adquirirem as larvas 

infectantes através do colostro contaminado, logo após o nascimento. Este ascaridideo 

é de grande porte e pode obstruir o lúmen do intestino delgado, ocasionando lesões 

inflamatórias traumáticas que podem predispor os animais às infecções secundárias por 

bactérias e, conseqüentemente, ocasionar diarréias. A prevalência desta espécie é alta 

nos rebanhos bubalinos do mundo todo e, algumas vezes, pode levar à morte os 

animais quando submetidos à subnutrição e a manejos inadequados.  

Vários estudos sobre os aspectos imunológicos por infecções helmínticas vêm 

sendo desenvolvidos com fins de diagnóstico e de controle através da produção de 

vacinas protetoras. Com relação ao parasita T. vitulorum, tem se constatado 

recentemente que os búfalos quando parasitados naturalmente, são capazes de ser 

estimulados imunologicamente e armar uma resposta imune celular e humoral. Resta 

saber se esta resposta imunológica é protetora contra esta infecção. Starke-Buzetti et 

al. (2001) e Souza et al. (2004) estudaram as respostas imunes em bezerros búfalos 

mensurando os níveis de anticorpos contra os antígenos de T. vitulorum através do 

imunoensaio ELISA indireto e observaram  que os animais desenvolveram uma 

resposta imune humoral por ocasião da expulsão dos parasitas. Posteriormente, 

Ferreira (2002), fracionando estes mesmos antígenos pelo SDS-PAGE, detectou várias 

bandas de polipeptídeos para os antígenos de T. vitulorum e observou que a maioria 

destas frações antigênicas foi reconhecida por todas as amostras de soro dos bezerros 

e de soro/colostro das búfalas quando analisadas pelo Western Blot. Em seguida, Paula 
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(2003) imunizou camundongos utilizando estes antígenos e verificou que eles inibiam a 

migração larval. 

A expulsão espontânea dos parasitas helmínticos de um hospedeiro não 

permissivo é, sem dúvida, um evento imune com componentes da imunidade inata e 

adquirida. Numerosas células imunes e seus mediadores foram relacionados às 

alterações intestinais que acompanham a infecção helmíntica e que participam da 

expulsão do parasita. Estas incluem as células caliciformes/muco, 

mastócitos/histaminas, eosinófilos, complemento, anticorpos e citocinas. Entretanto, 

apesar de esforços extensivos em pesquisas, um único mecanismo imune ou um tipo 

celular crítico ou decisivo para a expulsão ainda não foi identificado. Desta forma, em 

um animal imunocompetente, a expulsão eficiente dos parasitas entéricos está mais em 

função de uma resposta coordenada e multicelular envolvendo células imunes, 

mielóides, 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 infecção natural 

em bezerros búfalos por T. vitulorum, principalmente no pico do parasitismo, ocorria 

uma hiperplasia celular por mastócitos e eosinófilos na mucosa do duodeno e do jejuno 

de bezerros búfalos que culminava com o pico da infecção. Estes dados sugerem que 

estas células tiveram participação no processo de expulsão do T. vitulorum pelos 

hospedeiros, pois elas retornaram ao nível do controle após a expulsão do parasita.  

Em continuação à pesquisa de Neves et al. (2003), no presente trabalho 

objetivou-se um levantamento com quantificação de várias células como linfócitos 

intraepiteliais, células caliciformes e macrófagos além, de mastócitos e esosinófilos que 

poderiam estar participando também na infecção por T. vitulorum. Como o T. vitulorum 

adulto é um parasita de grande porte e não invasor da mucosa, vivendo somente no 

lúmen intestinal,  procurou-se avaliar se os mastócitos e eosinófilos poderiam migrar 

para a camada intraepitelial que recobre toda a mucosa intestinal para atuar o mais 

próximo possível do parasita. Sabe-se que moléculas liberadas por estas células 

podem contribuir para o aumento da permeabilidade vascular e epitelial. Além disso, 

pode haver ativação das células neurológicas para secretarem neurotransmissores 
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essenciais para a sensibilização de mecanismos neuro-vegetativos e neuro-motores, 

levando à contratibilidade da musculatura e sua hipertrofia além do aumento de muco 

(PALMER & MEERVELD, 2001). Segundo Stead et al. (1991) e McKay & Bienenstock 

(1994), mastócitos podem ligar-se e interagir com nervos do sistema nervoso entérico e 

esta ligação pode modular as funções epiteliais e proporcionar uma base 

microanatômica de comunicação bilateral entre estes dois componentes em humanos e 

em ratos. Desta forma, objetivou-se também o estudo da associação entre mastócitos e 

os processos nervosos do plexo submucoso e mioentérico e procurou-se avaliar esta 

relação temporal com as alterações morfológicas da parede intestinal com a expulsão 

do parasita e com a recuperação da infecção durante o período de pós-expulsão de T. 

vitulorum em bezerros búfalos. Este trabalho, embora apenas observacional e de 

quantificação celular foi o primeiro a ser realizado com este parasita e em bezerros 

búfalos e pode servir de base para estudos  futuros com relação à resposta imune 

celular e seus componentes celulares e humorais  efetores visando um controle efetivo 

através da vacinação.            



 
 
 
 
 
2 REVISÃO DA LITERATURA 
 
 
2.1 Toxocara vitulorum: aspectos gerais 
 

Toxocara vitulorum é nematódeo de grande porte pertencente à Família 

Ascarididae que parasita o intestino delgado de ruminantes (SMITH, 1994) e 

principalmente de búfalos d’água (Bubalus bubalis) (ROBERTS, 1989). Patnaik & 

Pande (1963) listaram-no em primeiro lugar na ordem de prevalência e 

patogenicidade para bezerros búfalos bem jovens, nos primeiros quatro meses de 

vida. 

 O T. vitulorum causa anorexia, diarréia ou constipação, desidratação e 

cólicas no hospedeiro, podendo levá-lo até a morte em alguns casos (DAS & 

SINGH, 1955). Este parasita é prevalente em bezerros búfalos com até quatro 

meses de idade onde o pico máximo da infecção se dá em torno dos 30 aos 50 

dias. A partir de então ocorre auto-cura onde os búfalos eliminam 

espontaneamente os parasitas com as fezes e em seguida não mais se reinfectam 

com adultos (STARKE et al., 1983; NEVES et al., 2003). 

Roberts (1990), estudando a dinâmica da infecção por T. vitulorum, 

observou que larvas infectantes marcadas radioativamente e administradas dentro 

do intestino delgado foram infectantes para búfalos em todas as idades. Muitas 

larvas foram diretamente para o fígado através da veia porta, mas algumas 

penetraram nos nódulos linfáticos mesentéricos. Após 90 horas, algumas larvas 

migraram para os pulmões e outras para a musculatura, cérebro, rins e nódulos 

linfáticos periféricos. Em búfalas prenhes, as larvas cresceram no fígado e pulmão 

até atingirem 500 a 600 µm de comprimento e, em seguida, migraram para a 
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glândula mamária oito dias antes do parto. Na glândula mamária as larvas 

cresceram ainda mais, atingindo 1200 µm e passaram para o colostro e leite, 

principalmente durante os primeiros sete dias após o parto. Confirmando estes 

dados, Starke et al. (1992) constataram a presença de larvas com 886 a 1700 µm 

de comprimento no colostro e leite de 14 búfalas examinadas (70%) no período 

entre o parto e o 26° dia pós-parto. Dos bezerros búfalos, 26,7% encontravam-se 

parasitados nos primeiros 10 dias, e 100 % aos 30 dias de vida. 

 Com relação à imunidade, Roberts (1993) relatou que búfalas adultas 

produzem anticorpos contra o antígeno excretor-secretor (ES) e somático 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 

antígenos larvais e adultos de T. vitulorum após vários desafios com ovos 

infectantes deste parasita. A confirmação da existência de anticorpos específicos 

foi verificada in vitro incubando-se o soro de bezerros búfalos recém-nascidos com 

larvas de T. vitulorum, pela formação de precipitados orais nas larvas e pela morte 

das mesmas 72 horas após (ROBERTS, 1993).  

Rajapakse et al. (1994b) constataram imunidade humoral em ratos pela 

redução do número de larvas nos tecidos após a injeção de soro e colostro de 

búfalas adultas infectadas naturalmente com T. vitulorum. Starke-Buzetti et al. 

(2001) e Souza et al. (2004) estudaram as respostas imunes em bezerros búfalos 

mensurando os níveis de anticorpos contra os antígenos 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 após a ingestão do colostro. Este aumento 

permaneceu até 15 dias, decresceu entre 15 e 30 dias e permaneceu 

relativamente estável até 120 dias de idade. Como os parasitas são expulsos 

pelos hospedeiros e estes não se reinfectam, sugere-se que os 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 número nas fezes de bezerros búfalos (37 e 62 dias de idade), 
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ocorria também aumento no infiltrado de mastócitos e eosinófilos na lâmina 

própria da mucosa intestinal destes animais. Após a expulsão do parasita ocorria 

declínio destas células, indicando que a hiperplasia celular fora estimulada pelo 

parasitismo. 

 

2.3 O papel de linfócitos, mastócitos, eosinófilos, células caliciformes e 
macrófagos na mucosa intestinal de animais infectados por helmintos 
intestinais 
 Morfologicamente a mucosa do intestino delgado está disposta de maneira 

a formar dobras em direção ao lúmen intestinal (placas circulares) e pequenos 

vilos. Normalmente, os vilos são levemente mais curtos e grossos no duodeno, 

muito compridos no jejuno e, de menor comprimento no íleo. No duodeno, a 

proporção normal do comprimento do vilo para a profundidade da cripta é de 3 ou 

5:1 (CHANG et al., 2005). O epitélio é 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 funções específicas: as células absortivas possuem 

microvilosidades em sua superfície luminal, formando uma borda em escova; as 

células de Paneth possuem grandes grânulos eosinofílicos apicais contendo 

proteínas microbicidas; as células caliciformes estão envolvidas na secreção de 

muco e; as células M facilitam a captura de antígenos (CUVELIER  et al., 2001). 

 Acima da camada epitelial está o glicocálice composto de um complexo de 

glicoproteínas e mucinas. Esta camada de muco é uma importante barreira física 

para os patógenos, onde estes organismos ficam presos e são levados para fora 

juntamente com as fezes (THOMSON et al., 2001).  

 A submucosa contém tecido conjuntivo juntamente com pequenos vasos 

sangüíneos, linfáticos e células nervosas do sistema nervoso autônomo do 

intestino ou plexo de Meissner. As glândulas de Brünner estão presentes na 

submucosa do duodeno proximal e são glândulas mucosas que secretam íons de 

bicarbonato, glicoproteínas e pepsinogênio II (CUVELIER  et al., 2001; THOMSON 

et al., 2001). Existem também células linfóides agregadas com ou sem formação 
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folicular. Os folículos linfóides, 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 linfóide responsável pela 

formação da maioria dos linfócitos B (REYNOLDS, 1987).  A taxa de produção dos 

linfócitos B é de 3.6 bilhões de células por hora (REYNOLDS, 1986), podendo a 

placa de Peyer dobrar de tamanho, mas isto não ocorre porque aproximadamente 

95% dos linfócitos B produzidos morrem por apoptose (MOTYKA & REYNOLDS, 

1991).  

 O intestino contém dois compartimentos linfóides principais: o tecido linfóide 

associado a mucosa (MALT) e as células linfóides difusa da mucosa 

(CHEROUTRE & MADAKAMUTIL, 2004). O intestino é o maior órgão linfóide do 

corpo pela quantidade de linfócitos e imunoglobulinas produzidas. Isto reflete a 

enorme carga de antígenos o qual são expostos diariamente (CHEROUTRE & 

MADAKAMUTIL, 2004). As células linfóides difusas da mucosa consistem de 

linfócitos intraepiteliais e linfócitos da lâmina própria (CUVELIER  et al., 2001). 

Devido sua estratégica localização, os LIEs provavelmente são importantes na 

preservação da integridade da mucosa. A lâmina própria normal está infiltrada 

com linfócitos, células plasmáticas, macrófagos, eosinófilos e ocasionalmente 

mastócitos (CHANG et al., 2005). 
 A primeira barreira da mucosa intestinal consiste de células epiteliais e 

linfócitos intraepiteliais (LIEs). Os LIEs constituem a principal população de 

linfócitos residentes próximos ao lúmen intestinal (CHEROUTRE & 

MADAKAMUTIL, 2004). Na coloração por hematoxilina e eosina (HE), linfócitos 

intraepiteliais tem um padrão cromático do núcleo basofílico, contorno nuclear 

irregular e um halo perinuclear claro. Fenotipicamente, os LIEs são linfócitos T, 

onde a maioria (>70%) são células T CD4-/CD8+ e menos de 20% são células T 

CD4+. As células B não estão presentes (CHEROUTRE & MADAKAMUTIL, 2004). 

Entretanto, no epitélio associado ao folículo (FAE), existem mais LIEs do tipo 

CD4+ CD8-. Entre as células M e os folículos linfóides subjacentes estão os 

linfócitos B intraepiteliais (CHEROUTRE & MADAKAMUTIL, 2004). 
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Segundo Simecka (1998), os linfócitos intraepiteliais (LIE) não tiveram ainda 

suas funções bem definidas, porém acredita-se que formam uma primeira linha de 

defesa contra infecções em mucosas e possuem citocinas e atividades 

reguladoras. Carroll et al. (1984) verificaram as mudanças nos números de 

linfócitos intraepiteliais granulares e agranulares em camundongos infectados com 

Strongyloides ratti. Na infecção primária, ocorreu pouca mudança no número de 

linfócitos intraepiteliais granulares no princípio da infecção, o aumento destas 

células foi evidenciado algumas semanas após a expulsão dos parasitas e, a 

quantidade destas células granulares não se modificou na infecção secundária. 

Em contraste, o número de linfócitos intraepiteliais agranulares mostrou-se maior 

no princípio da infecção primária e declinou após uma infecção secundária 

(CARROLL et al., 1984). 

Guy-Grand et al. (1978), sugeriram que os linfócitos intraepiteliais 

granulares fossem precursores de mastócitos. Neste caso, a função destas células 

em animais infectados com helmintos estaria relacionada com os papeis de 

mastócitos na lâmina própria e possivelmente com leucócitos globulares 

(CARROLL et al., 1984). Por outro lado, associa-se tanto linfócitos intraepiteliais 

granulares como o agranulares com atividades de células “natural killer” (NK) 

(FLEXMAN et al., 1983). Por esta razão, os dois tipos celulares estariam 

envolvidos na defesa do hospedeiro contra o parasita (CARROLL et al., 1984).  

As helmintoses gastrointestinais estão associadas com o aumento do 

número de mastócitos de mucosa (MMC) na lâmina própria 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 funções na 

mucosa não têm sido bem esclarecidas. 

Devido ao acúmulo de MMC na mucosa intestinal durante o período de 

expulsão de nematódeos do trato intestinal, acredita-se que estas células 

contribuem para este processo (ROTHWELL, 1989; NEVES et al., 2003). Na 

maioria dos trabalhos envolvendo mastócitos nas reações inflamatórias contra 

infecções por helmintos gastrointestinais realizados em roedores, evidenciou-se 
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mastocitose e eosinofilia (JARRET & MILLER, 1982; DWINELL et al., 1995; 

STARKE & OAKS, 2001). Desta forma, há evidências de que a ativação no local 

da infecção e a elevação dos níveis de produtos sistêmicos de mastócitos estão 

associadas com a expulsão de helmintos intestinais (BEFUS & BIENENSTOCK, 

1982; JARRET & MILLER, 1982).  

Com ênfase aos eventos ocorridos durante o período de expulsão na 

infecção primária 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 eosinófilos no tecido eram coincidentes com a 

expulsão dos parasitas pelos hospedeiros, principalmente durante o período inicial 

deste processo. No entanto, eosinófilos apresentavam-se em contagens 

relativamente baixas durante o período da infecção mas aumentavam durante a 

expulsão até atingir o pico no período em que os parasitas já tinham sido 

expelidos. Por outro lado, Rothwell et al. (1993), verificaram correlação inversa 

entre a eosinofilia sangüínea e a contagem de ovos nas fezes de cordeiros 

infectados repetidamente com Trichostrongylus colubriformis, confirmando a 

associação entre a resistência aos parasitas e a eosinofilia. Da mesma forma, em 

búfalos, Neves et al. (2003) verificaram a ocorrência de infiltrado de mastócitos e 

eosinófilos na lâmina própria da mucosa do intestino delgado de bezerros búfalos 

infectados por T. vitulorum. Após a expulsão dos nematódeos, tanto mastócitos 

quanto eosinófilos retornaram ao nível do controle (animais não infectados), 

indicando que estas células participaram no processo de expulsão de T. vitulorum 

pelos búfalos.  

Após a expulsão de Trichinella spirallis por camundongos infectados 

experimentalmente, Friend et al. (2000) também verificaram uma involução na 

população de mastócitos e eosinófilos na mucosa intestinal. Fato também 

constatado por Starke & Oaks (1999) com Hymenolepis diminuta em ratos. A 

diminuição na população destas células ocorreu primeiramente devido ao 

processo de apoptose local, embora em pequena porcentagem (cerca de 3 %) 

(STARKE & OAKS, 1999), mas principalmente, pela migração dos eosinófilos para 

os linfonodos mesentéricos e dos mastócitos para o baço (FRIEND et al., 2000). 



 

 

10

 

No baço, estes mastócitos apresentavam o núcleo segmentado possivelmente 

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

destruídos por macrófagos. Por outro lado, a maioria dos eosinófilos encontrava-

se nos linfonodos, sofrendo o processo de apoptose e sendo em seguida 

fagocitado por macrófagos (FRIEND et al., 2000). 

Outro parâmetro verificado por Neves et al. (2003) foi o aumento de 

eosinófilos 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 nível de eosinófilos circulantes bastante alto, chegando a 

atingir 50% a mais que o normal, também foi observada em humanos infectados 

com T. canis. O mecanismo responsável por esta resposta eosinofílica em 

toxocarioses é desconhecido mas parece estar direcionada contra os produtos 

excretor-secretor (ES) da larva. Os antígenos ES também estão envolvidos no 

mecanismo de aderência de eosinófilos à cutícula da larva em áreas do fígado 

altamente infiltradas por eosinófilos como conseqüência da migração larval 

(PARSONS et al., 1993). 

Na mucosa intestinal, Eversole et al. (1999), verificaram aumento no número 

de eosinófilos na lâmina própria e no epitélio durante a infecção por N. brasiliensis 

em camundongos. Estes eosinófilos migraram na lâmina própria, à medida em que 

a infecção progredia, da cripta para o vilo, em direção à região subepitelial e daí 

atravessavam a lâmina basal para a região intraepitelial. Durante a migração, os 

eosinófilos aumentavam de tamanho e estendiam o citoplasma, mas não 

degranulavam. Este estudo sugeriu que a migração de eosinófilos para a área 

intraepitelial seria uma tentativa destas células exercerem uma ação citotóxica 

direta contra os parasitas adultos no lúmen intestinal. 

Segundo Fargeas et al. (1992), citado por Dwinell et al. (1998), mastócitos 

parecem ter importante papel na tradução e alteração dos padrões mioelétricos 

durante infecções causadas por nematódeos. Além disso, Weisbrodt et al. (1994) 

também citado por Dwinell et al. (1998), verificaram alterações na musculatura 

intestinal durante a infecção por nematódeos. Em seguida, Dwinell et al. (1998) 



 

 

11

 

relataram que ratos infectados por H. diminuta apresentavam espessamento da 

camada muscular intestinal e aumento da profundidade das criptas de Lieberkühn 

do intestino delgado 20 dias após a infecção. Já os eosinófilos, além de 

apresentarem uma proteína em seus grânulos denominada de proteína básica 

principal (MBP) associada com a morte de parasitas (WASSON & GLEICH, 1979) 

apresentam também mediadores inflamatórios que podem causar destruição do 

tecido infectado, hipertrofia da musculatura lisa e mudanças na permeabilidade 

vascular (HIRAI et al., 1997). 

Mckay & Bienesnstock (1994) analisaram as interações entre mastócitos e 

nervos no intestino e verificaram que esta associação regula a fisiologia intestinal 

em resposta desta aos antígenos. Mastócito pode agir como um “sensor de 

antígenos” ou como “célula vigilante”, quando posicionados adjacentes aos 

nervos, vasos sangüíneos e linfáticos e na superfície epitelial da mucosa (MCKAY 

& BIENESNSTOCK, 1994). Além disso, estímulos antigênicos ou mudanças no 

microambiente intestinal, podem ser conduzidos através do sistema nervoso 

entérico (SNE) para o sistema nervoso central (SNC) (MCKAY & 

BIENESNSTOCK, 1994). Assim, interações entre mastócitos, outras células do 

sistema imunológico, sistema microvascular, musculatura e SNE podem contribuir 

com mecanismos de defesa do hospedeiro na tentativa de inativar ou destruir 

antígenos (MCKAY & BIENESNSTOCK, 1994). Da mesma maneira, Perdue et al. 

(1990) observaram interações mútuas entre mastócitos e nervos com liberação de 

histamina e neurotransmissores, respectivamente, associados com as alterações 

de transporte iônico e diarréias em animais infectados. 

A liberação de mediadores pelos mastócitos pode contribuir para a resposta 

inflamatória local. Estes mediadores podem causar a destruição do parasita, 

recrutando outras células efetoras como os eosinófilos, induzindo a hipersecreção 

de muco, alterando a contratilidade intestinal e o aumento do peristaltismo que 

interfere no processo de fixação do parasita e sua expulsão pelo hospedeiro 

(NUTMAN, 1993). A ativação de mastócitos e os mediadores liberados alteram o 

transporte de íons, como cloro através do epitélio intestinal, o qual pode contribuir 

para a expulsão do parasita (PERDUE et al., 1990). Vários experimentos 
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conduzidos com ovinos parasitados com diferentes parasitas gastrointestinais 

revelaram que mastócitos liberam importantes mediadores inflamatórios como 

resposta protetora. Jones & Emery (1991) observaram que ovinos imunizados 

contra T. colubriformis apresentavam altos níveis de mediadores inflamatórios 

(prostaglandina F, leucotrienos (C4), tromboxanos (B2) e histamina) no conteúdo 

intestinal, onde as prostaglandinas estavam presentes em níveis mais altos. Estes 

resultados indicaram que estes mediadores podiam desempenhar importante 

papel na expulsão dos parasitas. Tromboxanos aumentam a agregação de 

plaquetas, prostaglandina-E tem efeito na dilatação de vasos sangüíneos 

aumentando a permeabilidade vascular; os leucotrienos B4 são quimiotáticos para 

neutrófilos e aumentam a permeabilidade vascular, enquanto os C4, D4 e E4 

estimulam a contração muscular e também aumentam permeabilidade vascular 

(TIZARD, 1996).  

A ativação de mastócitos tem sido associada a um aumento da 

permeabilidade intestinal nos modelos de hipersensibilidade. Mastócitos produzem 

mediadores induzindo a secreção de íons e aumentando a permeabilidade do 

intestino. O mecanismo pelo qual os mastócitos alteram as funções na mucosa 

intestinal está diretamente associado à ação de mediadores inflamatórios sobre as 

células epiteliais e/ou pela ação indireta nos neurotransmissores (YU & PERDUE, 

2001). Além disso, os modelos de alergia alimentar e infecções parasitárias têm 

acrescentado informações sobre a imunomodulação do epitélio intestinal por 

mastócitos. Após a infecção por N. brasiliensis e T. spiralis, uma acentuada 

mastocitose é observada no intestino do hospedeiro tornando estes indivíduos 

imune a uma segunda infecção. A ativação de mastócitos esta intimamente 

associada com a infecção por nematódeos. (PERDUE et al., 1990) mostraram que 

na infecção por N. brasiliensis, o intestino tornou-se intensamente inflamado entre 

o sétimo e décino dia após a infecção. A injúria da mucosa consistiu na atrofia 

Vilar e na hiperplasia da cripta (PERDUE et al., 1989),  além do aumento da 

secreção de íons cálcio e cloro durante a inflamação aguda (PERDUE et al., 

1990). Da mesma forma, em ratos infectados por T. spiralis observou-se uma 

significante diminuição na absorção (CASTRO et al., 1987), um aumento na 
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secreção do íon cloro e uma rápida rejeição ao parasita (HARARI et al., 1987). Um 

evidente aumento bifásico na corrente elétrica do intestino ocorreu na serosa 

intestinal de ratos sensibilizados pelo parasita (28). Estudos farmacológicos 

indicaram que os mediadores de mastócitos eram a principal causa na alteração 

elétrica.  

Durante a infecção parasitária ocorre alterações características na mucosa 

intestinal. A mucosa do intestino torna-se edematosa e inflamada culminando com 

a expulsão do helminto pelo hospedeiro. A infecção causa um aumento da 

permeabilidade paracelular epitelial resultando em diarréia e expulsão dos 

parasitas. O T. spirallis estimula uma forte resposta do tipo Th2. Os mastócitos, 

nesta infecção, são decisivos para a expulsão, pois na ausência destas células, o 

processo de expulsão é retardado (KAMIYA et al., 1985, citado por McDERMOTT 

et al., 2003). McDermott et al. (2003) demonstraram que T. spirallis aumenta a 

permeabilidade paracelular do jejuno além de aumentar a expressão de oclucina 

entre as junções intercelulares dos enterócitos. Estes dados explicam o 

mecanismo de expulsão deste parasita do intestino e estabelece uma ligação 

entre mastócitos e epitélio durante a resposta imune adaptativa do tipo Th2. 
Algumas pesquisas sobre tipos de hipersensibilidades, principalmente 

relacionadas com linfócitos T, mostraram que hospedeiros mamíferos possuem 

mecanismos imunes contra uma variedade de organismos patogênicos diferentes. 

Isto inclui ambos componentes, humoral e celular, que podem agir 

independentemente ou em várias combinações. A infecção por helmintos 

apresenta um particular problema para o hospedeiro devido ao seu tamanho, 

dificultando o processo de destruição pelo sistema imune humoral e celular 

(MEEUSEN, 1999). Nos últimos 10 anos, significante progresso nos métodos 

científicos, tem fornecido informações sobre os mecanismos celulares e 

moleculares induzindo a uma imunidade contra infecções de helmintos parasitas, 

particularmente após as descobertas de citocinas liberadas por linfócitos T 

(MOSMANN & COFFMAN, 1989).  

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

brasiliensis e T. muris tem proporcionado importantes informações acerca dos 
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mecanismos imuno protetores contra nematódeos gastrointestinais. Destes 

estudos, Finkelman et al. (1997) destacaram, em uma revisão, quatro 

generalizações: 1) linfócitos T CD4+ são células críticas para a proteção do 

hospedeiro contra helmintos; 2) IL-12 e IFNγ produzidos por linfócitos Th1 inibem a 

imunidade protetora; 3) IL-4, produzida por linfócitos Th2 pode: a) ser necessária 

para a proteção do hospedeiro e expulsão do parasita, b) limitar a severidade da 

infecção, ou c) induzir mecanismos protetores redundantes e 4) algumas citocinas 

produzidas em resposta à infecção gastrointestinal podem falhar em induzir a 

proteção do hospedeiro contra alguns parasitas.  

Ainda segundo Finkelman et al. (1997), os hospedeiros podem apresentar 

habilidades para reconhecer características 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 

não necessários para protegê-los contra esse particular parasita e desta maneira 

causando danos ao hospedeiro infectado. 

As células caliciformes também estão associadas aos mecanismos de 

expulsão de helmintos intestinais (NAWA et al., 1994). Uma variedade de 

mecanismos foi proposta nos quais as células caliciformes estavam relacionadas 

com a resistência contra parasitas através da secreção de muco (CLAMP, 1984; 

CARLISLE et al., 1991). Starke & Oaks (2001) estudando a dinâmica de 

populações de células no intestino de ratos infectados por H. diminuta, verificaram 

aumento na população de células caliciformes, mostrando o papel funcional desta 

célula em resposta a esta infecção. As mudanças físicas na superfície luminal do 

intestino causada pelo aumento do muco liberado por células caliciformes podem 

ter importante papel na interação física entre hospedeiro e o parasita e assim 

dificultar a migração deste último dentro do intestino (STARKE & OAKS, 2001).  

Ishikawa et al. (1994) demonstraram que linfócitos T estimulam alterações 

na secreção das células caliciformes intestinais em ratos parasitados por N. 

brasiliensis. Estas alterações foram o aumento do muco e do número das células 

caliciformes, diretamente relacionadas com a diminuição no tempo de expulsão 

deste parasita. Além disso, Carroll et al. (1984) observaram após a primeira 
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infecção com S. ratti em camundongos, aumento gradual no número de células 

caliciformes, com o pico ao redor do décimo segundo dia, que era seguido por 

rápido declínio. Vinte e oito dias depois da infecção, este número voltou ao 

normal. Na infecção secundária, o aumento destas células foi mais rápido e o pico 

foi observado já no sexto dia. Com relação ao N. brasiliensis, Levy & Frondoza 

(1983) observaram que na primeira infecção 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 porção final do 

intestino, em fase de expulsão. 

Os macrófagos fazem parte do sistema mononuclear fagocítico, formam-se 

na medula óssea, circulam pela corrente sangüínea como monócitos e se 

diferenciam em macrófagos nos tecidos assim como fígado (células de Kupffer), 

pulmão (macrófagos alveolares) e peritônio (macrófagos peritoniais) (TAKEMURA 

& WERB, 1984). Esta célula é um importante componente do sistema imune inato, 

um fagócito essencial para a defesa do hospedeiro. Além da fagocitose, a 

secreção de substâncias derivadas destas células também têm um importante 

papel nas respostas inflamatórias (NATHAN, 1986), podendo funcionar como 

células exterminadoras, ter atividades pro e/ou anti-inflamatórias e responder a 

sinais adaptativos através de uma variedade de citocinas e moléculas 

coestimulatórias (NOËL et al., 2004). Deste modo, através da sua abundância, 

distribuição e motilidade, os macrófagos podem influenciar diretamente nas 

respostas imune e inflamatória, de forma aguda ou na hipersensibilidade tardia, 

desde a primeira lesão no epitélio até o processo de reparação. 

 Ao encontrar um material estranho ou um microorganismo, os macrófagos 

auxiliam na inflamação aguda através da secreção de mediadores, assim como 

prostaglandinas, fator ativador de plaquetas, leucotrieno C e enzimas proteolíticas. 

Outros participantes da inflamação aguda, assim como os polimorfonucleares, são 

atraídos para o local da inflamação por estes mediadores liberados por 

macrófagos (TAKEMURA & WERB, 1984). 

 Caso a reação inflamatória seja controlada, os macrófagos desempenham 

um papel central na reparação do tecido. Eles secretam fatores de coagulação 
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para limitar o processo de reparo, proteases neutras que removem fragmentos da 

matriz extracelular ou outros débris além de fatores angiogênicos e mitogenicos, 

que promovem a migração e proliferação de fibroblastos e células endoteliais. 

Este local será reconstituído por suprimento sangüíneo e tecido conjuntivo 

(TAKEMURA & WERB, 1984). 

 Quando o material estranho persiste, ocorre a fase crônica da inflamação e 

os macrófagos podem participar na excessiva destruição do tecido pela secreção 

de proteases neutras que são efetivas em pH neutro, ou pela secreção de 

hidrolases ácidas efetivas em pH ácido, produzindo fibrose excessiva pela 

secreção de mitógenos pelos fibroblastos (TAKEMURA & WERB, 1984). 

 Estas células podem também ser identificadas por sua capacidade de 

produzir óxido nítrico (NO) juntamente com a maior expressão do complexo 

principal de histocompatibilidade de classe II (MHC II) e do CD86 (NOËL et al., 

2004). O NO é uma molécula citotóxica/citostática, que inibe o crescimento e a 

função de diversos agentes infecciosos, assim como bactérias, fungos 

protozoários e helmintos parasitas (WOODS et al., 1994).  Além do NO, os 

macrófagos podem liberar citocinas pro-inflamatórias como TNFα, IL-1, e IL-6. 

Deste modo, a persistência do processo inflamatório muitas vezes resulta em 

destruição do próprio tecido (NOËL et al., 2004).  

 Além disso, as funções efetoras de macrófagos influenciam a qualidade, a 

duração e a magnitude de muitas reações inflamatórias. Tradicionalmente foram 

descritos como fagócitos, apresentadores de antígenos que secretam mediadores 

pró-inflamatórios e antimicrobianos (GORDON, 1999). 

 As infecções por helmintos induzem uma forte resposta imune Th2 em seus 

hospedeiros. Por que e como os helmintos induzem esta resposta são questões 

ainda sem respostas. Holland et al. (2000) sugeriram que os produtos 

excretores/secretores de helmintos têm uma importante participação na resposta 

Th2. As infecções helmínticas modificam a resposta imune normal do hospedeiro 

contra outros estímulos antigênicos (COX, 2001) e/ou modifica a suscetibilidade a 

outros parasitas (HELMBY et al., 1998) ou vírus (ACTOR et al., 1993), sugerindo 
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uma importante influência destas infecções no microambiente imunológico 

(RODRÍGUEZ-SOSA et al., 2002).  

 Estudos recentes sugerem que os macrófagos quando ativados 

alternativamente desempenham importante papel na resposta Th2 induzida por 

infecções por nematódeos (ALLEN & LOKE, 2001; LOKE et al., 2000a, LOKE et 

al., 2000b; MACDONALD et al., 1999). Estes macrófagos, ativados 

alternativamente, também foram mencionados em filarioses, podendo induzir a 

diferenciação de células T em Th2 (LOKE et al., 2000a, MACDONALD et al., 

1998). Alguns estudos sugeriram que o concomitante padrão Th2 de produção de 

citocinas por CD4+ seguido da interação com macrófagos ativados 

alternativamente podem explicar os níveis reduzidos de IFN-γ e IL-12 observados 

em certas infecções helmínticas e a inclinação à resposta tipo Th2 para novos 

desafios antigênicos resultante de coinfecções helmínticas (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 

padrão de produção de citocinas por macrófagos na presença de antígenos de 

Toxocara canis e soro imune proveniente de camundongos infectados, mostrou-se 

alterado; enquanto a produção de IL-10 e TGF-β estava aumentada, a produção 

de IL-12 e TNF-α estava diminuída. A IL-12 tem um importante papel na 

polarização da resposta imune para Th1 e a produção de IL-12 por macrófagos 

está 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 diminuição de IL-12 e TNF-α não estava relacionada 

com a diminuição de TNF-α, IL-10, TGF-β e de prostaglandinas e com o aumento 

de IL-4. No entanto, quando em conjunto, a alteração na concentração de 

citocinas como IL-4, IL-1 TGF-β e de prostaglandinas poderia modular e diminuir a 

secreção de IL-12 por macrófagos e direcionar a resposta preferencialmente para 

Th2 na infecção por T. canis em camundongos. Desta forma, o T. canis poderia 

polarizar macrófagos por uma via alternativa para seletivamente secretar alguns 

tipos de citocina, mas não outros. No entanto, o padrão de citocinas nas infecções 

helmínticas ainda merece maior atenção e estudo. 
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 Na imunidade a helmintos as células T citotóxicas falham algumas vezes 

em destruir parasitas (BUTTERWORTH et al., 1979), já as populações de células 

fagocíticas, incluindo macrófagos, eosinófilos e neutrófilos, muitas vezes 

desempenham esta tarefa com sucesso (CAPRON et al., 1982). Macrófagos 

destruíram significante número de schistosomulas (estágio encontrado na pele) in 

vitro na ausência da adição de anticorpo (JAMES et al., 1982b), sugerindo que 

macrófagos ativados podem não somente desempenhar um importante papel na 

resistência natural ao Schistosoma, além de, também, participar de vários 

mecanismos imunes envolvidos no desenvolvimento de imunidade adquirida a 

este parasita (CAPRON et al., 1983). 

Durante as infecções por nematódeos, Olgilvie (1978), verificou que a 

população de fagócitos mononucleares podia aumentar. Posteriormente, 

Mackenzie et al. (1980) observaram, in vitro, macrófagos destruindo larvas de N. 

brasiliensis na presença de complemento e o aumento na mortalidade de larvas 

de T. spiralis mediada por eosinófilos IgG-dependente. Ouaissi et al. (1981) 

demonstraram em estudo ultraestrutural in vitro a interação entre macrófagos e 

microfilarias na presença do anticorpo IgE, e observaram um processo seqüencial 

de morte: primeiro ocorreu a aderência dos macrófagos à superfície do parasita: 

após oito horas de contato, as células emitiram seus pseudópodos ao redor da 

microfilaria, envolvendo o parasita; após 16 a 24 horas seguiu-se a hipertrofia do 

complexo de Golgi, retículo endoplasmático e lisossomos dos macrófagos; o 

acúmulo de grânulos lisossomais ao redor do parasita, junto com a ruptura de sua 

cutícula  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 infecções por nematódeos, 

principalmente os filarídeos, onde as células mais importantes neste processo 

eram macrófagos e eosinófilos 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 interação entre as 

células mastócitos e macrófagos desempenhando diferentes funções na resposta 
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imune em infecções de um modo geral. Brooks et al. (2000) observaram que 

mastócitos tem a capacidade de ligar-se ao IFN-γ via glicosaminoglicanas (GAGs) 

e apresentá-lo à macrófagos ativos, mostrando uma nova função desempenhada 

por mastócito como uma célula apresentadora de citocina. Visto que mastócitos 

são residentes em muitos tecidos e também são recrutados aos locais de 

inflamação (ANDERSON et al., 1997), eles poderiam seqüestrar estas citocinas e 

transportá-las para dentro dos tecidos (BROOKS et al., 2000). Além disso, 

mastócitos apresentando do IFN-γ aos macrófagos, estimularia este último a 

produzir óxido nítrico que por sua vez induziria a estabilização de mastócitos 

(DeSCHOOLMEESTER et al., 1999), representando um possível mecanismo de 

feedback negativo na ativação destas células (BROOKS et al., 2000).  

Outro tipo de colaboração é quando mastócitos estimulados, 

antigenicamente ou por qualquer outro fator, liberam seus grânulos gerando um 

processo inflamatório. Após este processo, os componentes residuais destes 

grânulos que são componentes solúveis, como as proteases neutras e heparina, 

permaneciam no fluido extracelular. Estas estruturas negativamente carregadas 

ligavam-se a estruturas básicas através de ligações iônicas, como lipídeos de 

baixa densidade (LDL) e outras drogas, formando compostos insolúveis que eram 

fagocitados posteriormente por macrófagos. Outras células como as da 

musculatura lisa das paredes de artérias podem fagocitar compostos lipídicos e 

iniciar o processo de artereosclerose (KOVANEN et al., 1995; DECORTI et al., 

2000).   

 Por outro lado, o sistema imune depende de macrófagos por serem um 

participante incondicional do sistema imune inato, agindo como uma sentinela 

contra patógenos invasores, esta célula é crucial como primeira linha de defesa, 

além de manter a homeostase dos tecidos através da rápida fagocitose de células 

apoptóticas (BHOGAL et al., 2004). Assim, os macrófagos residentes nas placas 

de Peyer do íleo de ovinos, mediariam a fagocitose e a remoção de linfócitos B 

apoptóticos e na ausência de macrófagos a apoptose destas células induziria a 

uma resposta inflamatória descontrolada neste local (BHOGAL et al., 2004). Além 

disso, Galeazzi et al. (2000) observaram que na infecção por T. spiralis em 
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camundongos a liberação de acetilcolina pelo plexo mioentérico era suprimida e 

verificaram que a presença de macrófagos durante esta infecção era responsável 

pela alteração da função neuronal. 

 

 



 
 

 
 
3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
3.1 Local do experimento 
 
 O experimento foi executado na Fazenda de Ensino e Pesquisa (FEP) da 

Faculdade de Engenharia de Ilha Solteira – Universidade Estadual Paulista (UNESP - 

Ilha Solteira), situada à margem direita do Rio Paraná, no município de Selvíria, do 

Estado de Mato Grosso do Sul. A execução laboratorial foi realizada no Laboratório de 

Parasitologia/Imunologia do Departamento de Biologia e Zootecnia da UNESP - Ilha 

Solteira. 

 

3.2 Animais 
 

O rebanho bubalino foi  constituído de 20 búfalas adultas mestiças (Mediterrâneo 

x Murrah), seus respectivos bezerros e um touro búfalo. 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 mães em 

um piquete de 12 ha formado com Brachiaria brizantha e por um lago. As búfalas não 

foram ordenhadas durante todo o período de execução da pesquisa e os bezerros 

foram desmamados naturalmente. 

 

3.3 Exames coprológicos: contagens de ovos por grama de fezes (OPG) 
 

Para os exames coprológicos, as fezes foram colhidas diretamente do reto de 

todos os bezerros búfalos do rebanho e foram transportadas para o laboratório em 

sacos plásticos devidamente identificados. Estes exames foram realizados 
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semanalmente, durante o primeiro mês de vida dos animais e quinzenalmente durante 

os cinco meses seguintes. 

As contagens dos ovos de nematódeos por grama de fezes (OPG) foram 

realizadas em câmaras de McMaster conforme a técnica preconizada por Whitlock 

(1948). 

De acordo com o resultado do OPG dos 40 bezerros búfalos, 24 foram 

selecionados e subdivididos em seis grupos sendo: dois grupos controles não 

parasitados e quatro grupos parasitados, com três a cindo animais em cada grupo.  

 
3.4 Grupos experimentais 
 

As búfalas, antes do parto, foram colocadas em um piquete próximo ao curral 

para facilitar a observação. Aquelas cujos bezerros pertenciam aos grupos controles (C) 

não parasitados foram tratadas com anti-helmíntico 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-helmíntico 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 à 

base de sulfadiazina “Sulfamax” na dose de 5 ml/animal. As fezes foram colhidas 

semanalmente para exames coprológicos. Os animais dos dois grupos controles tinham 

em média 30 (n = 4) e 50 dias de idade (n = 3). 

As mães e os bezerros pertencentes aos grupos parasitados não foram tratados 

com anti-helmíticos, mas apenas com sulfa. Após o 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 ascensão - ASC (n = 4): compreendeu animais no início da detecção dos 

ovos nas fezes e com idade média de 33 dias. 

2) Grupo do pico de eliminação de ovos nas fezes - PICO (n = 5): esta fase  foi 

estimada através de dados de trabalhos prévios, mostrando que os 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 declínio ou expulsão - DECL (n = 4): quando a quantidade de ovos 

começava a declinar nas fezes e  com  idade média de 59 dias. 

4) Grupo da ausência ou pós-expulsão - PE (n = 4): quando os ovos não foram mais 

encontrados nas fezes por até um mês 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). Após o 

animal estar completamente anestesiado este foi posicionado em decúbito dorsal e a 

cavidade abdominal aberta. Os intestinos foram identificados segundo Sisson et al. 

(1986), o duodeno tendo início no piloro, sua parte cranial passando dorsalmente para a 

superfície visceral do fígado, onde forma uma curva com o formato de um “S”, o jejuno 

formando numerosas espirais próximas, ao redor da borda do mesentério, e o íleo que 

é definido como a parte terminal do intestino delgado, da borda livre da prega ileocecal 

até o óstio ileocecal; sua parte cranial é aderida ao ceco e cólon e penetra na junção do 

ceco e do cólon, obliquamente na superfície medial. Após ser devidamente identificada 

cada porção do intestino delgado (duodeno, jejuno e íleo) foi seccionada; o duodeno na 

sua região cranial ou mediana, o jejuno em sua região cranial e medial e o íleo também 

em sua porção cranial e medial, porém preferencialmente onde o enovelado dos 

parasitas era perceptível. 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 solução salina tamponada (1,93g de NaHCO3 , 0,37g de 

KCl e 14,4g de NaCl) e transferidos abertos para uma folha de isopor umedecida com 

salina tamponada e em temperatura ambiente. Com auxílio de bisturi, segmentos de 

dois a três centímetros foram seccionados, colocados abertos em papel cartão e 
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transferidos imediatamente para o fixador. O fixador utilizado foi a solução de Bouin. 

Após a coleta dos tecidos, os animais foram sacrificados com cloreto de potássio. 

 

3.6 Processamento das amostras de tecidos 
 

Após a fixação das amostras na solução de Bouin por 12 horas, estas foram 

transferidas para frascos com álcool etílico a 70% após prévio enxágüe de três a quatro 

vezes neste álcool. As amostras permaneceram em álcool até posterior processamento. 

Os tecidos foram desidratados através de passagens sucessivas em etanol 70%, 80%, 

90% e 100 % , diafanizados pelo xilol, impregnados e incluídos em parafina. 

As amostras de tecidos intestinais, em blocos de parafina, foram seccionadas em 

micrótomo (5 µm) e montadas em lâminas de vidro através da técnica histológica de 

rotina. 

 
3.7 Quantificação de células na camada intraepitelial do intestino 
 

Para as contagens de mastócitos e eosinófilos intraepiteliais, foram utilizadas as 

técnicas de coloração específica 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 linfócito intraepitelial foi utilizada a 

técnica de coloração específica pela hematoxilina e eosina. A identificação das células 

caliciformes foi através da coloração com ácido periódico de Schiff (P.A.S.) (Lison, 

1960). 

Após a coloração, os tecidos foram desidratados com etanol e xilol e montados 

entre lâmina e lamínula com bálsamo do Canadá. 

Os tecidos utilizados para estas contagens celulares pertenciam aos animais dos 

grupos: controle com 30 dias de idade (C30), ascensão, pico, declínio e pós-expulsão 

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 três lâminas para cada animal de cada grupo, sob 

microscopia de luz branca. 

 

3.8 Análise morfométrica 
 

Para exames morfológicos, as secções 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 auxílio de uma ocular micrométrica em 

microscópio de luz branca. Três lâminas para os grupos controles (C30 e C50) e três 

lâminas para os grupos infectados, nas fases de ascensão, pico máximo, declínio e 

ausência da infecção, foram analisadas morfometricamente. 

 

3.9 Análise Imunoistoquímica 

3.9.1 Método imunoistoquímico 

 

 As secções teciduais foram previamente hidratadas em passagens sucessivas 

em xilol e álcool etílico e coradas com azul de Astra (pH 0,5). Em seguida, prosseguiu-

se com a reação imunoistoquímica usando-se o procedimento indireto. Desta forma, o 

anticorpo secundário conjugado à biotina e o complexo  avidina-biotina peroxidase 

foram usados para detecção da reação imunológica. Para isto, inicialmente, a enzima 

peroxidase endógena foi bloqueada usando-se a solução de peróxido de hidrogênio 

(H2O2) a 0,3% diluído em 0,01M de solução salina fosfatada tamponada (PBS, pH = 

7.4), e as reações inespecíficas do anticorpo secundário foram inibidas usando-se o 

soro normal do animal que produziu o anticorpo secundário na diluição 1/50. O 

anticorpo primário foi incubado sobre o tecido intestinal em uma câmara úmida a 4o C 

por aproximadamente 12 horas. Após os apropriados enxágües em PBS, o anticorpo 

secundário foi usado na diluição apropriada e incubado por 30 minutos à temperatura 
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ambiente. Após outros enxágües em PBS, o complexo Avidina-Biotina Peroxidase na 

diluição 1:100 (Vectstain ABC Kit; Vector Laboratories Inc, Burlingame, CA, USA), foi 

adicionado nas secções teciduais por 30 minutos à temperatura ambiente. Em seguida, 

as lâminas foram imersas por sete minutos em uma solução preparada a fresco de 

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 água destilada, respectivamente. 

Após um enxágüe em água destilada, os cortes teciduais foram corados pela 

hematoxilina de Mayer (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany, MHS32-

1L), desidratados e montados em bálsamo do Canadá entre lâmina e lamínula. O 

controle negativo consistiu deste procedimento, mas sem o anticorpo primário ou o 

secundário.  

 

3.9.1.1 Coloração imunoistoquímica do Sistema Nervoso Entérico (SNE) 
 

Para a coloração imunoistoquímica do SNE, foi utilizado o anticorpo primário 

policlonal PGP 9.5 (protein gene product 9.5) produzido em coelho (Biogenesis Inc. 

Sandown, NH-USA). A diluição utilizada deste anticorpo primário foi 1:10.000 e a 

diluição do anticorpo secundário, anti-IgG de coelho biotinilado produzido em caprino 

(Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA), foi de 1: 2.000. Para o bloqueio de reações 

inespecíficas do anticorpo secundário foi utilizado soro normal de caprino na diluição 

1:50 (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA). Os tecidos intestinais analizados foram 

os de bezerros búfalos pertencentes ao grupo controle não infectado (C30), ao grupo 

infectado no pico (PICO) e ao grupo pós-expulsão do parasita (PE).  

O substrato utilizado foi o VIP (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA), pois foi 

o que  corou satisfatoriamente a reação. 

Para verificar se os anticorpos estavam ou não reagindo inespecíficamente, 

realizaram-se os controles negativos pela ausência dos anticorpos primário e/ou 

secundário. 
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3.9.1.2 Combinação das técnicas histoquímica e imunoistoquímica para detecção 
de mastócitos associados aos processos neuronais  
 

A combinação dos procedimentos histoquímico e imunoistoquímico, como 

descrito por Stead et al. (1989) foi utilizado para demonstrar a presença da associação 

entre os mastócitos e os processos neuronais na submucosa e na musculatura lisa 

intestinal do duodeno, jejuno e íleo. Os mastócitos foram corados com azul de Astra e 

os nervos foram corados através da imunoistoquímica com o anticorpo primário anti-

PGP 9.5, como descrito anteriormente no item 3.9.2. 

 Para a  quantificação dos mastócitos, estas células foram classificadas em duas 

categorias: 1) mastócitos associados aos nervos e, 2) mastócitos não associados aos 

nervos, de acordo com Stead et al. (1989). Os mastócitos que estavam a uma distância 

maior que 1µm dos processos neuronais dos gânglios entéricos (estimada por uma 

ocular micrométrica) foram considerados como mastócitos não associados aos nervos e 

aqueles que se encontravam a uma distância menor ou igual a 1µm foram considerados 

mastócitos associados. As células presentes na submucosa (plexo submucoso) e 

muscular (plexo mioentérico) do duodeno, jejuno e do íleo dos animais pertencentes 

aos grupos controle (C30), pico e pós-expulsão do parasita, foram identificadas e 

contadas em nove áreas que variaram de 0,2 a 1,6 mm2 (três lâminas/animal), usando-

se uma ocular micrométrica. Em seguida, determinou-se o número médio de mastócitos 

por mm2 na submucosa e na muscular. As células foram contadas em  microscópio de 

luz branca em aumento de 400 vezes. A contagem foi realizada a “duplo cego”. 

 Concomitantemente, com o auxílio de uma ocular micrométrica, mediu-se os 

gânglios nervosos dos plexos submucoso e mioentérico do duodeno, jejuno e do íleo 

dos animais pertencentes aos grupos controle (C30), pico e pós-expulsão. Somente os 

gânglios que se apresentavam coloridos pela imunoistoquímica (gânglios que reagiram 

positivamente ao anticorpo anti-PGP 9.5) foram medidos no sentido longitudinal em 

uma distância de 2 µm. Foram escolhidos três locais diferentes em cada secção 

intestinal, onde mediu-se os gânglios submucosos bem como os mioentéricos. 
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3.9.2 Coloração imunoistoquímica de macrófagos  
 

A quantificação de macrófagos da parede intestinal foi realizada após a 

coloração imunoistoquímica destas células com anticorpo primário monoclonal, anti-

macrófago humano (clone MAC387), produzido em camundongo (Serotec Product Data 

Sheet, Kidlington, Oxford) na diluição de 1:100 (10µg/ml). Apesar de ser um anticorpo 

humano, o clone MAC 387 tem reação cruzada com outras espécies animais como o 

bovino (Gutierrez et al., 1999). 

O anticorpo secundário anti-IgG de camundongo  biotinilado (BA-2001), 

produzido em cavalo (Vector Laboratories) foi utilizado na diluição de 1:500. Para 

bloquear as possíveis reações inespecíficas do anticorpo secundário, utilizou-se soro 

normal de cavalo na diluição 1:50 (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA). 

O substrato utilizado foi o “Nova Red Substrat Kit for peroxidase” (Vector 

Laboratories, Burlingame CA). 

O número de macrófagos no intestino delgado (duodeno e jejuno) foi obtido 

através de contagens realizadas nos tecidos animais do grupo controle (C30), pico e 

pós-expulsão. As células presentes em 20 vilos e criptas foram contadas e o número 

médio foi calculado. Já os macrófagos presentes na submucosa e na muscular foram 

contados e calculados para uma área de 1 mm2 como descrito para mastócito (item 

3.9.3).  

 

3.10 Delineamento estatístico 
 

 Para a análise estatística das contagens de células intraepiteliais (mastócitos, 

eosinófilos, linfócitos e células caliciformes), dos resultados morfológicos, do número de 

mastócitos que tocavam e não tocavam os nervos, das medidas dos gânglios nervosos 

e do número de macrófagos foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado em 

esquema fatorial, considerando as três porções do intestino delgado, duodeno, jejuno e 

íleo. 
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Os resultados foram analisados usando a análise de variância e, para a 

verificação das médias, utilizou-se o Teste de Tukey ao nível de 5 % de probabilidade. 



 
 
 

 
4 RESULTADOS  
 
 
4.1 Exames coprológicos (OPG) 
 
 O grau de parasitismo por T. vitulorum foi avaliado através das contagens de 

ovos por grama de fezes (OPG) de 40 bezerros búfalos do rebanho nascidos nos anos 

de 1998 e 1999. Estes animais foram mantidos juntos com suas mães 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 cálculo 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 os animais iniciaram o parasitismo patente em 

torno de 15 a 22 dias e atingiram o pico ao redor de 43 dias após o nascimento. O 

período de patência variou de 15 a 78 dias. Após o pico, o número de ovos começou 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: 

início e ascensão (ASC - fase 1) que compreendeu o período entre 15 e 36 dias; pico 

na contagem máxima de ovos nas fezes (PICO - fase 2) compreendendo entre 37 e 43 

dias; declínio ou expulsão do parasita (DECL - fase 3) entre 50 e 78 dias em média e 

ausência ou pós-expulsão (PE - fase 4) a partir de 85 dias de idade (Figura 1). O 

resultado do OPG e do número 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 búfalos 

(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 búfalos dos 
grupos controles (C30 e C50) e dos grupos infectados nas fases de 
ascensão (ASC), pico (PICO), declínio (DECL) e ausência ou pós-
expulsão (PE) do parasitismo. Ilha Solteira, SP. 

 
Grupos OPG Número de Parasitas adultos 

(machos e fêmeas) 
 Média ± DP Variação 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 0,5 ± 1 

PE 0 0 0 
  DP = Desvio Padrão 

 
 

 
4.2 Contagens de células imune/inflamatórias no espaço intraepitelial da mucosa 
intestinal 
 

De acordo com os dados das contagens de células no espaço intraepitelial 

(linfócitos, eosinófilos, mastócitos e células caliciformes) do intestino delgado de 

bezerros búfalos, pôde-se observar o aumento destas células nos animais infectados 

por T. vitulorum, quando comparados com os controles não infectados (Tabelas 2 a 5 e 

Figuras 2 a 8). 

 
 
4.2.1 Linfócitos Intraepiteliais (LIE) 
 

No duodeno, principal local do parasitismo por T. vitulorum em bezerros búfalos, 

constatou-se que o número de linfócitos 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 alcançar o nível do 

controle na fase de pós-expulsão do parasita do intestino (Tabela 2 e Figura 2). Esta 

dinâmica celular foi semelhante tanto no duodeno como no jejuno e no íleo, apesar do 

número 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 número 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 porção inicial do mesmo. E, nesta porção 

intestinal, a população 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. 

Após o pico, o número destas células voltou ao nível do controle durante o período de 

expulsão dos parasitas pelos bezerros búfalos (Tabela 2 e Figura 2). 

No íleo, que compreende a terceira porção do intestino delgado, também 

observou um aumento significativo da população de LIE na fase de pico do parasitismo, 

apesar de não 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 búfalo no 

pico do parasitismo, mostrando dois linfócitos intraepiteliais. 
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TABELA 2. Número médio de linfócitos intraepiteliais (LIE) nas três porções do intestino 
delgado (duodeno, jejuno e íleo) dos bezerros búfalos do grupo controle 
(C30) e dos grupos infectados por T. vitulorum durante o período de 
ascensão (ASC), pico, declínio ou expulsão (DECL) e pós-expulsão (PE). 
Ilha Solteira, SP. 

 
 LIE 

Duodeno 
LIE 

Jejuno 
LIE 
Íleo 

Grupos Média ± DP Média ± DP Média ± DP 
C30 12,62 ± 2,24 b 11,97 ± 2,36 b 11,62 ± 1,44 c 

ASC 11,50 ± 0,27 b 14,30 ± 2,55 b 16,10 ± 2,4 b 

PICO 18,75 ± 2,61 a 28,15 ± 0,83 a 20,60 ± 0,81 a 

DECL 12,32 ± 1,39 b 13,12 ± 1,1 b 10,12 ± 1,8 c 

PE 10,02 ± 1,46 b 11,80 ± 1,77 b 9,0 ± 1,44 c 
Letras diferentes nas colunas: nível de significância = 5% de probabilidade 
DP = Desvio Padrão 
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FIGURA 2. Numero médio de linfócito intraepitelial (LIE) no duodeno, jejuno e íleo dos 

animais do grupo controle (C30) e dos grupos infectados por T. vitulorum 
durante a ascensão (Asc), pico, declínio ou expulsão (Decl) e pós-expulsão 
(PE). Desvio padrão da média está representado pelas barras verticais 
acima das colunas. 
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Figura 3. Fotomicrografia do epitélio intestinal do duodeno de búfalos infectados por Toxocara 

vitulorum mostrando linfócitos intraepiteliais (seta azul) corados pela Hematoxilina de 
Mayer. 

10 µm 

A 
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4.2.2 Eosinófilos  
 

Eosinófilos não são células comumente encontradas no espaço intraepitelial do 

intestino, mas no duodeno, constatou-se um elevado aumento destas células nesta 

região nos animais infectados por T. vitulorum quando comparados com os animais 

controle (C30). Este aumento foi mais acentuado e significativo na fase de pico do 

parasitismo quando comparado com o número destas células nos animais controles, 

sugerindo que os eosinófilos migraram da lâmina própria para a camada epitelial em 

resposta à presença do parasita adulto (Tabela 3 e Figura 4). 

Da mesma forma, no jejuno e no íleo, o número de eosinófilos intraepiteliais 

encontrava-se elevado significativamente nos animais que estavam na fase de pico, 

mas após esta fase o número destas células tenderam à normalidade (Tabela 3 e 

Figura 4). 

Observe na Figura 5 o epitélio intestinal do duodeno de um bezerro búfalo no 

pico do parasitismo com eosinófilos presentes na lâmina própria e no espaço 

intraepitelial.  
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TABELA 3. Número médio de eosinófilos no espaço intraepitelial (EIE) nas três porções 
do intestino delgado (duodeno, jejuno e íleo) dos bezerros búfalos do 
grupo controle (C30) e dos grupos infectados por T. vitulorum durante o 
período de ascensão (ASC), pico, declínio ou expulsão (DECL) e pós-
expulsão (PE). Ilha Solteira, SP. 

 

 EIE 
Duodeno 

EIE 
Jejuno 

EIE 
Íleo 

Grupos Médias ± DP Médias ± DP Médias ± DP 
C30 0,08 ± 0,16 b 0,25 ± 0,16 b 0,12 ± 0,25 b 

ASC 2,72 ± 0,78 b 0,84 ± 0,49 b 0,49 ± 0,58 b 

PICO 10,96 ± 5,81 a 3,27 ± 1,71 a 2,65 ± 1,55 a 

DECL 1,29 ± 1,20 b 0,37 ± 0,48 b 0,16 ± 0,24 b 

PE 0,46 ± 0,52 b 0,99 ± 0,24 b 0,04 ± 0,08 b 

  Letras diferentes nas colunas: nível de significância = 5% de probabilidade. 
 DP = Desvio Padrão 
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FIGURA 4. Numero médio de eosinófilo no espaço intraepitelial (EIE) no duodeno, 

jejuno e íleo dos animais do grupo controle (C30) e dos grupos infectados 
por T. vitulorum durante a ascensão (Asc), pico, declínio ou expulsão (Decl) 
e pós-expulsão (PE). Desvio padrão da média está representado pelas 
barras verticais acima das colunas.   
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Figura 5. Fotomicrografia do epitélio intestinal do duodeno de búfalos mostrando 

eosinófilos intraepiteliais (setas vermelhas) na lâmina prórpia (Foto A) e na 
camada epitelial (Foto B) após a coloração histoquímica pelo Direct Red. 
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B 
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4.2.3 Mastócitos  
 

Outro tipo celular que habitualmente não está presente no espaço intraepitelial 

são os mastócitos. Mas, tanto no duodeno, como no jejuno e no íleo, os mastócitos 

foram visualizados no espaço intraepitelial, mas com significativo aumento em relação 

ao controle nas fases de ascensão e pico (duodeno) e somente no pico (íleo). Embora, 

acentuado aumento tenha ocorrido também no jejuno, este não foi estatisticamente 

significativo. Em todos estes locais, houve uma regressão acentuada na contagem 

celular a partir do pico, aproximando-se ao nível do controle na fase de pós-expulsão 

(Tabela4 e Figura 6), sugerindo que o parasita induziu a migração destas células para 

próximo da região luminal.  

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

sua presença também na lâmina própria do vilo (Figura 7B).  
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TABELA 4. Número médio de mastócitos no espaço intraepitelial (MIE) nas três 
porções do intestino delgado (duodeno, jejuno e íleo) dos bezerros búfalos 
do grupo controle (C30) e dos grupos infectados por T. vitulorum durante o 
período de ascensão (ASC), pico, declínio ou expulsão (DECL) e pós-
expulsão (PE). Ilha Solteira, SP. 

 
 MIE 

Duodeno 
MIE 

Jejuno 
MIE 
Íleo 

Grupos Médias ± DP Médias ± DP  Médias ± DP 

C30 0,04 ± 0,08 b 0,66 ± 1,01 a 0,04 ± 0,08 b 

ASC 1,63 ± 1,08 a 1,41 ± 1,04 a 1,37 ± 1,21 b 

PICO 2,0 ± 0,95 a 2,59 ± 1,43 a 5,45 ± 2,06 a 

DECL 0,67 ± 0,72 ab 0,54 ± 0,53 a 0,12 ± 0,15 b 

PE 0,17 ± 0,13 b 0,50 ± 0,58 a 0,16 ± 0,24 b 

              Letras diferentes nas colunas: nível de significância = 5% de probabilidade. 
               DP = Desvio Padrão 
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FIGURA 6. Numero médio de mastócito no espaço intraepitelial (MIE) no duodeno, 

jejuno e íleo dos animais do grupo controle (C30) e dos grupos infectados 
por T. vitulorum durante a ascensão (Asc), pico, declínio ou expulsão (Dec) 
e pós-expulsão (PE). Desvio padrão da média está representado pelas 
barras verticais acima das colunas.    
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Figura 7. Fotomicrografia do epitélio intestinal do duodeno de búfalos, mostrando mastócito 

intraepitelial (seta azul) corados pelo Azul de Astra. 

10 µm 

A 

20 µm 
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4.2.4 Células caliciformes 
 

As células caliciformes, menos freqüentes no duodeno, mostraram-se 

hiperplásicas, 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 hiperplásicas nas fases de 

ascensão e pico do parasitismo, declinando abruptamente durante a expulsão do 

parasita pelo hospedeiro (fase de declínio). O número destas células voltou à 

normalidade após a expulsão dos mesmos (Tabela 5 e Figura 8).  

As células caliciformes no íleo também apresentavam-se hiperplásicas quando 

comparadas com amostras dos animais controles (Tabela 5 e Figura 8).  

O número de todas estas células intraepiteliais voltou à normalidade após a 

expulsão dos parasitas adultos pelas fezes do hospedeiro.  

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

do parasitismo, mostrando células caliciformes. 
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TABELA 5. Número médio de células caliciformes (CC) nas três porções do intestino 
delgado (duodeno, jejuno e íleo) dos bezerros búfalos do grupo controle 
(C30) e dos grupos infectados por T. vitulorum durante o período de 
ascensão (ASC), pico, declínio ou expulsão (DECL) e pós-expulsão (PE). 
Ilha Solteira, SP. 

 
 CC 

Duodeno 
CC 

Jejuno 
CC 
Íleo 

Grupos Médias ± DP Médias ± DP Médias ± DP 

C30 12,65 ± 5,64 b 11,92 ± 4,68 b 27,30 ± 1,10 b 

ASC 19,52 ± 2,86 ab 25,33 ± 2,33 a 27,25 ± 4,65 b 

PICO 24,30 ± 0,73 a 27,55 ± 5,60 a 39,17 ± 4,03 a 

DECL 16,35 ± 4,01 b 14,97 ± 2,65 b 11,82 ± 4,67 c 

PE 16,85 ± 2,01 ab 19,0 ± 1,61 ab 22,5 ± 2,36 b 

            Letras diferentes nas colunas: nível de significância = 5% de probabilidade. 
            DP = Desvio Padrão 
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FIGURA 8. Numero médio de células caliciformes no duodeno, jejuno e íleo dos 
animais do grupo controle (C30) e dos grupos infectados por T. vitulorum 
durante a ascensão (Asc), pico, declínio ou expulsão (Decl) e pós-expulsão 
(PE). Desvio padrão da média está representado pelas barras verticais 
acima das colunas.  
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Figura 9. Fotomicrografia do epitélio do duodeno de búfalos, mostrando células 

caliciformes no jejuno (setas vermelhas) coradas pelo ácido periódico de 
Schiff. 
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B 
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4.2.5 Macrófagos  
 

 Nos resultados das contagens de macrófagos, pode-se perceber que os números 

destas células no vilo e na cripta do duodeno e cripta do jejuno não foram 

estatisticamente significativos quando comparados aos três grupos estudados (controle, 

pico e pós-expulsão), apesar de ter aumentado 3,5 e 3,7 vezes, respectivamente no vilo 

e na cripta, na fase de pós-expulsão em relação ao controle. Já o número de 

macrófagos no vilo do jejuno dos animais no período de pós-expulsão foi diferente 

estatisticamente dos grupos controle e pico com aumento de 5 vezes (Tabela 6 e 

Figuras 10 e 11). 

 Quando analisou-se a variação populacional de macrófagos na submucosa e na 

muscular, verificou-se que o número destas células estava muito elevado no pico e no 

período de pós-expulsão, tanto no duodeno quanto no jejuno (Tabela 7 e Figuras 12 e 

13). O número médio destas células por mm2 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 período de pós-expulsão estas células 

continuaram elevadas na submucosa. Na muscular, a quantidade de macrófagos foi 

inferior à da submucosa, mas o padrão de alteração populacional foi similar (Tabela 7 e 

Figuras 12 e 13). 

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

mucosa e na muscular do duodeno de um bezerro búfalo infectado por T. vitulorum. 
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Tabela 6. Número médio de macrófagos na parede intestinal (vilo, cripta) de bezerros 
búfalos pertencentes aos grupos controle, não infectado, no pico máximo da 
infecção por Toxocara vitulorum e no período de pós-expulsão (PE) do 
parasita. 

 
 Número de Macrófagos 

 Duodeno Jejuno 

 Vilo Cripta Vilo Cripta 

 Média ± DP Média ± DP Média ± DP Média ± DP 

Controle 1,16 ± 1,3 a 1,62 ± 1,7 a 0,81 ± 0,5 b 0,84 ± 0,5 a 

Pico 1,33 ± 0,6 a 2,61 ± 1,7 a 1,02 ± 0,7 b 1,4 ± 1,6 a 

PE 4,11 ± 2,5 a 6,09 ± 2,5 a 4,71 ± 1,3 a 3,73 ± 0,7 a 
   DP = Desvio Padrão 
   Letras nas colunas = média dos grupos estatisticamente significantes (P < 5%) 
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Figura 10. Número médio de macrófagos na parede intestinal do duodeno (vilo, cripta) 

de bezerros búfalos pertencentes aos grupos controle, não infectado por 
Toxocara vitulorum, no pico máximo da infecção e no período de pós-
expulsão (PE) do parasita. 
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Figura 11. Número médio de macrófagos na parede intestinal do jejuno (vilo e cripta) de 

bezerros búfalos pertencentes aos grupos controle, não infectado por 
Toxocara vitulorum, no pico máximo da infecção e no período de pós-
expulsão (PE) do parasita. 

 
 
 
 
 
Tabela 7. Número médio de macrófagos na parede intestinal (submucosa, muscular) de 

bezerros búfalos pertencentes aos grupos controle, não infectado por 
Toxocara vitulorum, no pico máximo da infecção e no período de pós-
expulsão (PE) do parasita. 

 
 Número de Macrófagos 

 Duodeno Jejuno 

 Submucosa Muscular Submucosa Muscular 

 Média ± DP Média ± DP Média ± DP Média ± DP 

Controle 1,8 ± 0,95 c 4,16 ± 0,91 c 7,23 ± 2,39 b 4,58 ± 2,46 c 

Pico 28,06 ± 0,72 b 15,92 ± 1,46 b 44,85 ± 3,01 a 27,38 ± 0,86 b  

PE 41,87 ± 1,41 a 20,95 ± 2,34 a 40,69 ± 4,16 a 32,84 ± 1,30 a 
   DP = Desvio Padrão 
   Letras nas colunas = média dos grupos estatisticamente significantes (P < 5%) 
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Figura 12. Número médio de macrófagos na parede intestinal do duodeno (submucosa, 

muscular) de bezerros búfalos pertencentes aos grupos controle, não 
infectado por Toxocara vitulorum, no pico máximo da infecção e no período 
de pós-expulsão (PE) do parasita. 
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Figura 13. Número médio de macrófagos na parede intestinal do jejuno (submucosa, 

muscular) de bezerros búfalos pertencentes aos grupos controle, não 
infectado por Toxocara vitulorum, no pico máximo da infecção e no período 
de pós-expulsão (PE) do parasita. 
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Figura 14. Fotomicrografia do duodeno de um bezerro búfalo infectado por Toxocara 

vitulorum, mostrando macrófagos na mucosa intestinal (Foto A) e na 
muscular (Foto B). 
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4.3 Associação de mastócitos ao sistema nervoso entérico (M/SNE) 
 

Utilizando-se a técnica imunoistoquímica, com o anticorpo anti-PGP 9.5  

juntamente com a coloração histoquímica específica para mastócitos pode-se observar 

a interação entre estas células e os processos nervosos que encontravam-se 

distribuídos 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 reação imune pelo anticorpo anti-PGP 9.5 foi muito 

menos intensa nos animais que não se encontravam infectados por T. vitulorum 

(controles) tanto dos nervos do plexo submucoso como do mioentérico. Já 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 os mastócitos estavam 

diretamente em contato com estes gânglios, indicando uma associação física entre 

eles. Em algumas regiões mais de um processo nervoso foi encontrado estando 

associado com mastócitos, principalmente no plexo submucoso e mioentérico onde os 

mastócitos encontravam-se muitas vezes embebidos na densa rede de nervos (Figuras 

17, 20 e 21).  
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4.3.1 Quantificação de mastócitos associados (MC-nervos) e não associados (MC) 
aos nervos no plexo submucoso. 
 

No período do pico da infecção, observou-se hiperplasia de mastócitos na 

submucosa do intestino delgado. No duodeno, jejuno e íleo o número destas células 

aumentou 2,7; 1,7 e 1,8  vezes, respectivamente, em relação 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 íleo. Estes números nos 

animais do pico, foram estatisticamente significantes (P < 0,05) quando comparados 

com os animais do grupo controle. Após a expulsão do parasita o número de mastócitos 

começou a declinar, mas este declínio não foi diferente estatisticamente do grupo do 

pico (Tabela 8 e Figura 15). 

Por outro lado, o número de mastócitos associados aos nervos no plexo 

submucoso aumentou 26 vezes no duodeno, 10 vezes no jejuno e 4 vezes no íleo, 

quando comparados com o grupo controle (10,7 ± 8,6 vs. 0,4 ± 0,3 no duodeno; 15,1 ± 

6,3 vs. 1,5 ± 2,3 no jejuno e 7,5 ± 4,2 vs. 1,8 ± 0,8 no íleo) (Tabela 8). Após a expulsão 

do parasita ocorreu uma leve diminuição no número de MC/nervo no jejuno (Figura 16).  

A porcentagem mais baixa da associação MC/nervo no plexo submucoso foi de 

2,2% observada no controle-duodeno e a mais alta foi de 60,9% no pico-jejuno. Já após 

a expulsão do parasita a porcentagem de MCs/nervos variou de 33,1% para 44,4% 

(Tabela 8). 

Na Figura 17 observa-se a íntima associação de alguns mastócitos ao plexo 

submucoso em um animal infectado por T. vitulorum.  Note a intensa coloração, na cor 

purpura, dos gânglios nervosos do plexo submucoso. 
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Tabela 8. Números e porcentagens de mastócitos não associados (MCs) e mastócitos 

associados aos nervos (MC/N) no plexo submucoso do duodeno, jejuno e 

íleo de bezerros búfalos não infectados (controle - C) e naturalmente 

infectados com Toxocara vitulorum no pico da infecção (P) e no período de 

pós-expulsão (PE). 

 
 Número de Mastócitos no Plexo Submucoso 

 Duodeno Jejuno Íleo 

Grupos Média ± DP % Média ± DP % Média ± DP % 

MCs       

C30 42,4 ± 15,7 b 17,4 76,1 ± 19,7 b 24,2 42,7 ± 7,0 b 20,9 

Pico 116,5 ± 24,5 a 47,8 132,5 ± 31,7 a 42,2 78,5 ± 11,9 a 38,6 

PE 84,5 ± 5,6 a 34,7 105,4 ± 22,9 ab 33,6 82,2 ± 9,2 a 40,4 

Total 243,4  314  203,4  

MC/N       

C30 0,4 ± 0,3 b 2,2 1,5 ± 2,3 b 6,1 1,8 ± 0,8 b 10,7 

Pico 10,7 ± 8,6 a 59,8 15,1 ± 6,3 a 60,9 7,5 ± 4,2 a 44,6 

PE 6,8 ± 3,9 ab 37,9 8,2 ± 1,6 a 33,1 7,5 ± 5,0 a 44,4 

Total 17,9  24,8  16,8  
   MC = mastócito; C = controle; Pico; PR = pós-rejeição; *(n = 3) 
   Letras nas colunas = média dos grupos estatisticamente significantes (P < 5%) 
   DP = desvio padrão 
  

 

 

 

 

 

 

 



 52

0
20
40
60
80

100
120
140
160
180

Duodeno Jejuno Íleo

N
úm

er
o 

de
 M

C
s/

m
m

2
Controle
Pico
Pós-expulsão

b

a

a b

a

ab

b

a a

 
Figura 15. Número de mastócitos (MCs) presentes na submucosa do duodeno, jejuno e 

íleo dos animais do grupo controle (n=4) e infectados no pico (n=5) da 
infecção por Toxocara vitulorum e no período de pós-expulsão do parasita 
(1 mês de OPG=0, n=3). O desvio padrão da média está representado 
pelas barras verticais acima das colunas.   
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Figura 16. Número de mastócitos associados com gânglios nervosos (MCs/nervos) 

presentes no plexo submucoso do duodeno, jejuno e íleo dos animais do 
grupo controle (n=4) e infectados no pico (n=5) da infecção por Toxocara 
vitulorum e no período de pós-expulsão do parasita (1 mês de OPG=0, 
n=3). O desvio padrão da média está representado pelas barras verticais 
acima das colunas.   
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Figura 17. Fotomicrografia do duodeno de búfalo, mostrando a associação dos 

mastócitos (setas vermelhas) ao plexo nervoso submucoso (setas pretas) 
em um animal infectado por T. vitulorum. 
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4.3.2 Quantificação de MCs/nervos e MCs no plexo mioentérico 
 
 A população de mastócitos presente na camada muscular longitudinal e circular 

do intestino de bezerros búfalos dos grupos controle, pico e pós-expulsão não 

apresentou diferenças significativas entre si na contagem destas células. Ocorreu 

apenas um leve aumento de 1,2 e 1,7 vezes no pico em relação ao grupo controle, mas 

somente no duodeno e jejuno, respectivamente. A quantidade de mastócitos no íleo 

alterou ainda menos nos três grupos examinados (Tabela 9 e Figura 18). Entretanto, o 

número de mastócitos associados aos nervos no plexo mioentérico aumentou 

estatisticamente em relação ao controle no duodeno e no jejuno, mas não no íleo. Este 

aumento foi de aproximadamente 12 vezes no duodeno, 4,2 vezes no jejuno e 3 vezes 

no íleo (Tabela 9 e Figura 19). 

 No plexo mioentérico, a porcentagem de mastócitos associados aos nervos 

(MCs/nervos) variou de 57,9% a 70,5% durante o pico e 21,7% a 23.7% após a 

expulsão do parasita. Por outro lado, nos animais não infectados a porcentagem desta 

associação variou de 5,8% a 18,4% (Tabela 9 e Figura 18). O aumento da associação 

MCs/nervos foi estatisticamente significativa no pico quando comparado com o grupo 

controle. Houve um acentuado declínio na população destas células associadas aos 

nervos após a expulsão do parasita, porém este declínio não foi significativo no 

duodeno, mas foi no jejuno onde esta associação MCs/nervos retornou ao nível do 

controle. 

Observe o plexo mioentérico presente entre as duas camadas longitudinal e 

circular de músculos (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. Números e porcentagens de mastócitos não associados (MCs) e mastócitos 

associados aos nervos (MC/N) no plexo mioentérico do duodeno, jejuno e íleo 
de bezerros búfalos não infectados (controle - C) e naturalmente infectados 
com Toxocara vitulorum no pico da infecção (P) e no período de pós-expulsão 
(PE). 

 
 Número de Mastócitos no Plexo Mioentérico 

 Duodeno Jejuno Íleo 

Grupos Média ± DP % Média ± DP % Média ± DP % 

MCs       

C30 38,1 ± 10,8 a 31,9 38,4 ± 7,2 a 22,5 42,9 ± 10,1 a 35,1 

Pico 46,1 ± 12,4 a 38,6 68,2 ± 25,4 a 39,9 45,9 ± 11,5 a 37,6 

PE 35,3 ± 9,2 a 29,5 64,3 ± 36,4 a 37,6 33,3 ± 8,3 a 27,3 

Total 119,5  170,9  122,1  

MC/N       

C30 0,8 ± 1,0 b 5,8 1,7 ± 1,3 a 14,8 0,7 ± 0,8 a 18,4 

Pico 9,8 ± 4,7 a 70,5 7,3 ± 4,8 a 63,5 2,2 ± 1,0 a 57,9 

PE 3,3 ± 1,9 ab 23,7 2,5 ± 1,4 a 21,7 0,9 ± 0,7 a 23,7 

Total 13,9  11,5  21,7  
   MC = mastócito; C = controle; Pico; PR = pós-rejeição; *(n = 3) 
   Letras nas colunas = média dos grupos estatisticamente significantes (P < 5%) 
   DP = desvio padrão da média 
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Figura 18. Número de mastócitos (MCs) presentes na muscular do duodeno, jejuno e 

íleo dos animais do grupo controle (n=4) e infectados no pico (n=5) da 
infecção por Toxocara vitulorum e no período de pós-expulsão do parasita 
(1 mês de OPG=0, n=3). O desvio padrão da média está representado 
pelas barras verticais acima das colunas.  
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Figura 19. Número de mastócitos associados com gânglios nervosos (MCs/nervos) 

presentes no plexo mioentérico do duodeno, jejuno e íleo dos animais do 
grupo controle (n=4) e infectados no pico (n=5) da infecção por Toxocara 
vitulorum e no período de pós-expulsão do parasita (1 mês de OPG=0, 
n=3). O desvio padrão da média está representado pelas barras verticais 
acima das colunas.  
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Figura 20. Fotomicrografia do intestino de búfalos, plexo mioentérico do jejuno (Foto A) 

e do duodeno (Foto B), mostrando mastócitos (setas vermelhas) pela 
coloração com o azul de Astra e a imunoreação 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 Análise 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 regiões intestinais (duodeno, 

jejuno e íleo) foram analisadas morfometricamente nos animais infectados por T. 

vitulorum, em cada fase do parasitismo (ascensão, pico, declínio e pós-expulsão) e nos 

animais não infectados (grupo controle C30 e C50). 

No duodeno (Tabela 10 e Figura 21), observou-se que houve uma atrofia do vilo 

já a partir da fase de ascensão, e esta atrofia continuou no mesmo nível nas fases do 

pico e declínio. Esta atrofia vilar foi significativa tanto em relação ao controle C30 como 

ao C50. Já no período de pós-expulsão, as medidas do vilo retornaram ao nível do 

controle. Enquanto a cripta e a submucosa não apresentaram alterações morfométrica 

significativas. No entanto, a camada muscular em todos os grupos de bezerros 

infectados por T. vitulorum (fase de ascensão, pico, declínio e pós-expulsão) 

encontrava-se hipertrófica somente em relação ao grupo controle C30, mas não em 

relação ao grupo controle C50. Mesmo após a expulsão dos parasitas a musculatura 

continuou espessada e este espessamento possivelmente ocorreu mais em função da 

idade e do desenvolvimento dos animais do que em função do parasitismo. 
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Tabela 10. Dimensões do vilo, da cripta, da submucosa e da muscular do duodeno dos 
bezerros búfalos dos grupos controles (C30 e C50) e dos grupos infectados 
por T. vitulorum durante o período de ascensão (Asc), pico, declínio ou 
expulsão (Decl) e pós-expulsão (PE). Ilha Solteira, SP. 

 
 Medidas do Duodeno (mm) 
Grupos Vilo 

Média ± DP 
Cripta 

Média ± DP 
Submucosa 
Média ± DP 

Muscular 
Média ± DP 

C30 0,65 ± 0,07 a 0,32 ± 0,08 a 0,1 ± 0,03 ab 0,48 ± 0,05 b 
C50 0,65 ± 0,05 a 0,25 ± 0,09 a 0,19 ± 0,02 a 0,8 ± 0,16 a 
Asc 0,5 ± 0,11 bc 0,31 ± 0,02 a 0,13 ± 0,04 ab 0,87 ± 0,07 a 
Pico 0,5 ± 0,02 bc 0,31 ± 0,04 a 0,12 ± 0,07 ab 0,91 ± 0,06 a 
Decl 0,4 ± 0,06 c 0,35 ± 0,04 a 0,1 ± 0,02 b 1,0 ± 0,09 a 
PE 0,6 ± 0,08 ab 0,30 ± 0,03 a 0,15 ± 0,05 ab 0,9 ± 0,08 a 

Letras diferentes nas colunas: nível de significância = 5% de probabilidade. 
DP = Desvio Padrão 
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FIGURA 21. Dimensões 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 ascensão (Asc-D), pico (PICO-D), declínio ou 
expulsão (Decl-D) e pós-expulsão (PE-D). O desvio padrão da média está 
representado pelas barras verticais acima das colunas. 
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No jejuno (Tabela 11 e Figura 22), a atrofia vilar não foi tão marcante e nem 

significativa. Assim como no duodeno, a cripta e a submucosa também não 

apresentaram alterações significativas. Já a camada muscular, embora se apresentasse 

hipertrofiada na fase do pico, esta hipertrofia não foi significativa em relação ao grupo 

controle C30, sugerindo que os parasitas adultos no lúmen intestinal não foram os 

responsáveis pelo aumento de volume das células musculares do jejuno. 

 

 

 

 

TABELA 11. Dimensões do vilo, da cripta, da submucosa e da muscular do jejuno dos 
bezerros búfalos dos grupos controles (C30 e C50) e dos grupos 
infectados por T. vitulorum durante o período de ascensão (Asc), pico, 
declínio ou expulsão (Decl) e pós-expulsão (PE). Ilha Solteira, SP. 

 
 

 Medidas do Jejuno (mm) 

Grupos Vilo 
Média ± DP 

Cripta 
Média ± DP 

Submucosa 
Média ± DP 

Muscular 
Média ± DP 

C30 1,17 ± 0,16 a 0,32 ± 0,04 a 0,14 ± 0,02 a 0,57 ± 0,07 bc 

C50 1,17 ± 0,1 a 0,22 ± 0,06 a 0,12 ± 0,04 a 0,51 ± 0,04 c 

Asc 1,14 ± 0,03 a 0,32 ± 0,07 a 0,11 ± 0,06 a 0,56 ± 0,02 bc 

Pico 1,12 ± 0,14 a 0,29 ± 0,03 a 0,11 ± 0,01 a  0,78 ± 0,02 ab 

Decl 0,92 ± 0,1 a 0,24 ± 0,03 a 0,07 ± 0,02 a 0,68 ± 0,08 abc 

PE 1,1 ± 0,1 a 0,28 0,07 a 0,17 ± 0,09 a 0,83 ± 0,07 a 
Letras diferentes nas colunas: nível de significância = 5% de probabilidade. 
DP = Desvio Padrão 
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FIGURA 22. Dimensões 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 ascensão (Asc-J), pico (Pico-J), declínio ou expulsão 
(Decl-J) e pós-expulsão (PE-J). O desvio padrão da média está 
representado pelas barras verticais acima das colunas.  

 
 
 
 
 

No íleo (Tabela 12 e Figura 23), os vilos e a musculatura também não 

apresentaram alterações morfológicas, enquanto a cripta mostrou-se levemente 

hipertrófica nos animais que se encontravam no pico e declínio do parasitismo quando 

comparados com os controles.  
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TABELA 12. Dimensões do vilo, da cripta e da muscular do íleo dos bezerros búfalos 
dos grupos controles (C30 e C50) e dos grupos infectados por T. vitulorum 
durante o período de ascensão (Asc), pico, declínio ou expulsão (Decl) e 
pós-expulsão (PE). Ilha Solteira, SP. 

 
 
 Medidas do Íleo (mm) 
Grupos Vilo 

Média ± DP 
Cripta 

Média ± DP 
Muscular 
Média ± DP 

C30 0,25 ± 0,02 a 0,26 ± 0,03 c 0,44 ± 0,09 a 
C50 0,25 ± 0,03 a 0,26 ± 0,04 bc 0,38 ± 0,04 a 
Asc 0,26 ± 0,05 a 0,30 ± 0,05 abc 0,42 ± 0,02 a 
Pico 0,26 ± 0,03 a 0,36 ± 0,04 a 0,42 ± 0,02 a 
Decl 0,27 ± 0,02 a 0,39 ± 0,04 a 0,42 ± 0,08 a 
PE 0,28 ± 0,03 a 0,35 ± 0,05 ab 0,39 ± 0,06 a 

Letras diferentes nas colunas: nível de significância = 5% de probabilidade. 
DP = Desvio Padrão 
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FIGURA 23. Dimensões do vilo, cripta e muscular do íleo (I) nos animais dos grupos 

controles (C30-I e C50-I) e dos grupos infectados por T. vitulorum durante 
a ascensão (Asc-I), pico (Pico-I), declínio ou expulsão (Decl-I) e pós-
expulsão (PE-I). O desvio padrão da média está representado pelas 
barras verticais acima das colunas.  

 



 
 
 

 

 
5. Discussão 
 

 5.1. Parasitismo dos bezerros búfalos por T. vitulorum 
  

 O T. vitulorum é um parasita de grande porte presente no lúmen do intestino 

delgado de bezerros búfalos, principalmente nas primeiras porções (duodeno e jejuno 

proximal), que quando numerosos pode permanecer enovelados comprimindo e 

traumatizando a mucosa intestinal. A prevalência desta espécie é alta nos rebanhos 

bubalinos do mundo todo e algumas vezes podem levar à morte os animais quando 

submetidos à subnutrição e aos manejos inadequados. Por outro lado, animais em boas 

condições de manejo, quando parasitados podem adquirir uma imunidade contra estes 

parasitas, tornando o ambiente intestinal impróprio para o desenvolvimento de algumas 

espécies de parasitas e assim eliminá-los para o meio exterior. 

Através dos exames de fezes de bezerros búfalos naturalmente infectados por T. 

vitulorum, pode-se observar que os animais apresentavam uma precocidade de 

infecção, onde apresentavam ovos nas fezes já aos 11 dias de idade. Esta precocidade 

de infecção por T. vitulorum também já foi constatada por outros autores em búfalos 

(STARKE et al., 1983; ROBERTS, 1990a) e deve-se ao fato da aquisição 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 

máximo do parasitismo ao redor de 43 dias após o nascimento. Após o pico, o número 

de ovos começou a cair, até que se tornassem ausentes nos animais a partir dos 85 

dias de idade. A partir desta idade, os animais adquiriram resistência contra o T. 

vitulorum e verificou-se uma queda brusca na contagem de OPG. Esta queda ocorreu 

em decorrência da expulsão natural dos helmintos pelos animais (CHAUHAN et al., 
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1974 na Índia; 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 não foram 

mais evidenciados nas fezes dos animais a partir dos 85 dias de idade. Esta cura 

espontânea já foi também verificada por vários 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 fenômeno, na 

infecção por T. vitulorum em búfalos.  

 

5.2. Infiltração e hiperplasia de células imune-inflamatórias e células 
caliciformes na camada epitelial do intestino delgado de bezerros búfalos durante 
a infecção por T. vitulorum e seu papel no processo de expulsão do parasita 
pelos bezerros búfalos. 

 

A expulsão espontânea dos parasitas helmínticos de um hospedeiro é sem 

dúvida um evento imune com componentes da imunidade inata e adquirida. Numerosas 

células imunes e seus mediadores foram relacionados às alterações intestinais que 

acompanham a infecção helmíntica e que participam da expulsão do parasita. 

Entretanto, apesar de esforços extensivos em pesquisas, um único mecanismo imune 

ou um tipo celular crítico ou decisivo para a expulsão ainda não foi identificado. Desta 

forma, em um animal imunocompetente, a expulsão eficiente dos parasitas entéricos 

está mais em função de uma resposta coordenada e multicelular envolvendo células 

imunes, mielóides, 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 infecção natural 

por T. vitulorum, principalmente no pico do parasitismo ocorria uma hiperplasia celular, 

por mastócitos e eosinófilos na mucosa do duodeno e do jejuno de bezerros búfalos, 
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que culminava com o pico da infecção. Estas células tiveram participação no processo 

de expulsão do T. vitulorum pelos hospedeiros, pois elas retornaram ao nível do 

controle após a expulsão do parasita.  

Em continuação à pesquisa de Neves et al. (2003), no presente trabalho realizou-

se um levantamento de vários componentes celulares além, de mastócitos e eosinófilos 

que poderiam estar participando também na infecção por T. vitulorum. Como o T. 

vitulorum é um parasita não invasivo da mucosa, vivendo somente no lúmen intestinal, 

procurou-se avaliar se as células imunoinflamatórias poderiam migrar para a camada 

intraepitelial que recobre toda a mucosa intestinal, para atuar o mais próximo possível 

do parasita. Desta forma, estudou-se a participação de componentes celulares nas 

diferentes fases da infecção natural por T. vitulorum, no sentido de relacioná-los ao 

processo de expulsão dos parasitas pelo hospedeiro o que normalmente ocorre nos 

bezerros búfalos quando eles atingem em torno de 40 a 60 dias de idade. Assim, pela 

quantificação de células presentes na camada intraepitelial nas três porções do 

intestino delgado (duodeno, jejuno e íleo), constatou-se que o número de mastócitos, 

eosinófilos, linfócitos intraepiteliais (LIE) e células caliciformes apresentaram um 

aumento significativo nos animais infectados naturalmente por T. vitulorum (fase de 

ascensão e pico) quando comparado com o grupo não infectado, significando uma 

ativação ou uma sensibilização celular neste local em função do parasita.  

 

5.2.1. Linfócitos Intraepilteliais (LIE). 
 
O número de LIEs no duodeno, aumentou significativamente na fase de pico do 

parasitismo quando comparado com o grupo controle, regredindo rapidamente e 

retornando ao nível do controle na fase de pós-expulsão do parasita. Esta dinâmica 

celular foi semelhante no jejuno e no íleo, apesar do número desta célula encontrar-se 

bem mais elevado no jejuno do que no íleo. Este aumento de LIE, principalmente na 

fase de pico do parasitismo, coincidiu também com as maiores contagens de OPG e o 

maior número dos helmintos adultos no intestino. Embora não se conheça exatamente 

a ação deste tipo celular no parasitismo, Simecka (1998) não descartou a possibilidade 
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de que os LIEs possam ajudar na defesa da mucosa contra infecções parasitárias do 

lúmen intestinal. Estas células podem ter o papel de liberar citocinas para o lúmen ou 

ter atividade citotóxica. Estas suposições são amparadas pelos estudos de Flexman et 

al. (1983) que sugeriram que os LIEs efetuam uma atividade citotóxica com uma célula 

exterminadora natural, o que confere a elas a função 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 constituírem o primeiro componente do 

sistema imune exposto aos antígenos intestinais (SIMECKA, 1998), a certos 

microrganismos e a parasitas (CHEROUTRE et al., 2004).  

 

5.2.2. Células Caliciformes.   
 

As células caliciformes são também encontradas normalmente na camada 

intraepitelial do intestino, mas mostraram-se hiperplásicas nos bezerros búfalos 

infectados com T. vitulorum. No duodeno elas estavam hiperplásicas, principalmente na 

fase de pico do parasitismo em comparação com o grupo controle, mesmo período 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, já que a principal função destas é lubrificar e proteger o epitélio 

intestinal. Essa lubrificação facilitaria a remoção do parasita para as regiões terminais 

do intestino. No jejuno também observou-se células caliciformes hiperplásicas nas fases 

de ascensão e pico, declinando abruptamente durante a expulsão do parasita pelo 

hospedeiro retornando à normalidade após a expulsão dos mesmos. Levy & Frondoza 

(1983), estudando a imunidade intestinal contra N. brasiliensis, verificaram que a 

eliminação dos parasitas do trato gastrointestinal provavelmente tenha ocorrido em 

resultado da combinação do aumento do anticorpo IgG e de muco secretado por uma 

população hiperplásica de células caliciformes estimuladas por mecanismos imune T-

dependente, que poderiam interferir com a habilidade do parasita em sobreviver nos 

espaços entre os vilos do jejuno. No presente trabalho, observou-se acentuado 

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

parede intestinal. 

 
5.2.3. Eosinófilos. 
 
Além dos LIEs e das células caliciformes, o número de eosinófilos presentes na 

camada intraepitelial do duodeno, também aumentou significavamente durante o 

período de pico do parasitismo quando comparado  com o grupo controle, 

demonstrando que os eosinófilos que normalmente não estão presentes nesta camada 

migram da lâmina própria para a camada intraepitelial em resposta à presença dos 

parasitas juvenis e adultos no lúmen intestinal. Outros autores como Eversole et al. 

(1999) observaram eosinófilos migrando da cripta para o vilo, em direção à região 

subepitelial e atravessando a lâmina basal para a região intraepitelial na infecção por N.  

brasiliensis em camundongos. Além disso, estudos in vitro mostram que eosinófilos 

aderem a uma variedade de helmintos opsonisados com imunoglobulinas e 

complemento, liberando o conteúdo de seus grânulos e secretando fatores solúveis 

para matar larvas helmínticas (BUTTERWORTH, 1984).  

Recentemente, Meeusen & Balic (2002) relataram que mastócitos, células 

exterminadoras naturais (NK) e LIEs, poderiam secretar IL-5 induzindo a proliferação e 

a migração de eosinófilos da medula óssea.   No jejuno, embora levemente inferior ao 

duodeno, a população de eosinófilos  também encontrava-se elevada em animais na 

fase de pico quando comparada com os animais controles, retornando à normalidade 

após este período. O aumento na população de eosinófilos associado com helmintos 

gastrointestinais já foi relatado também por vários autores em diversas espécies 

animais (ROTHWELL, 1993, WINTER, 1997, STARKE & OAKS, 2001, ALDAWEK et al., 

2002, KLION & NUTMAN, 2004). Já em búfalos, Neves et al. (2003) verificaram que os 

eosinófilos começaram a aumentar em número já no início da infecção por T. vitulorum 

tanto na cripta como no vilo do duodeno e do jejuno. Estas células continuaram sempre 

em número elevado durante o pico e durante a fase de expulsão dos parasitas pelos 

bezerros búfalos, para alcançar o nível do controle após a expulsão dos mesmos. Estes 
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autores não detectaram eosinófilos na camada muscular do intestino, sugerindo que os 

eosinófilos provavelmente chegaram até à lâmina própria através de vasos sangüíneos 

presentes neste local ou na submucosa e daí migraram para a camada intraepitelial à 

medida que a infecção progredia. 

 

5.2.4. Mastócitos. 
 
Outro tipo celular também bastante importante e sempre associado às infecções 

parasitárias são os mastócitos (LEVY & FRONDOZA, 1983). Estas células também não 

são encontradas em condições normais na camada intraepitelial, mas no presente 

trabalho, observou-se uma hiperplasia dos mastócitos nesta camada, tanto no duodeno 

como no jejuno e no íleo, durante a ascensão e o pico da infecção. Esta hiperplasia  

celular, possivelmente, ocorreu mais em função da infiltração ou migração das células 

para o espaço intraepitelial do que pela multiplicação celular neste local. No entanto, 

esta é uma hipótese ainda a ser testada na infecção por T. vitulorum.  A hiperplasia de 

mastócitos na ascensão e no pico da infecção por T. vitulorum, com retorno à 

normalidade após a expulsão dos vermes, sugere que estas células, além das outras 

células mencionadas e discutidas aqui, desempenham importante e coordenado papel 

na expulsão do parasita pelo hospedeiro. Possivelmente os mastócitos sejam, segundo 

Nutman (1993), uma das primeiras células a chegar ao local da infecção e, com a 

liberação de seus mediadores inflamatórios, possam atrair outras células inflamatórias 

na tentativa de provocar um ambiente desfavorável à sobrevivência do parasita e 

facilitar a expulsão pelo hospedeiro. Jones & Emery (1991) observaram altos níveis de 

mediadores inflamatórios (prostaglandina F, leucotrienos C4, tromboxanos B2, 

serotoninas e histaminas) no muco intestinal de ovinos imunizados contra T. 

colubriformis, principalmente no período em que ocorreu a expulsão do parasita pelo 

hospedeiro, indicando a importância dos mediadores de mastócitos neste processo. A 

presença de mastócitos na camada epitelial sugere sua atração em direção ao lúmen 

intestinal, provavelmente atraído pelo parasita para poder liberar seus mediadores o 

mais próximo possível do lúmen. O entendimento deste mecanismo ainda não está 
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claro, mas sabe-se que quando mastócitos são sensibilizados liberam citocinas 

importantes para a resposta imune, como a IL-3, IL-4, IL-5 e outras que induzem a 

proliferação celular na medula óssea, quimiotaxia de outras células e síntese de IgE 

pelos linfócitos B presentes na mucosa intestinal (MARSHALL & BIENENSTOCK, 1990) 

e podem também facilitar o fluxo de anticorpos para dentro do lúmen intestinal 

(MURRAY et al., 1968; ASKENASE, 1980). Além disso, a ação dos mediadores 

inflamatórios é bastante ampla podendo promover infiltração de eosinófilos, aumento da 

contração da musculatura lisa intestinal (MARSHALL & BIENENSTOCK, 1990), 

hipersecreção de muco (NUTMAN, 1993), agregação de plaquetas e aumento da 

permeabilidade vascular (TIZARD, 1996).  

 No epitélio do jejuno, os mastócitos demonstraram um leve aumento na fase de 

pico, porém este aumento não foi estatisticamente significativo em relação ao controle. 

Talvez pela presença de T. vitulorum adultos em maior quantidade no duodeno, estas 

células tenham sido requeridas com maior intensidade neste órgão onde, 

provavelmente, suas funções foram mais eficazes. No entanto, mesmo em menor 

número no jejuno, os mediadores liberados pelos mastócitos podem ter contribuído para 

o desencadeamento da resposta inflamatória local que, segundo Nutman (1993), 

contribuem para criar um ambiente desfavorável à sobrevivência do parasita e facilitam 

sua expulsão. Além disso, Neves et al. (2003) também observaram que os mastócitos 

encontravam-se significativamente elevados na lâmina própria (vilo e cripta) do 

duodeno e jejuno de bezerros búfalos infectados por T. vitulorum durante o período de 

ascensão, pico e expulsão, retornando à normalidade após a expulsão do parasita. 

Interessante comentar que, embora os parasitas não tenham sido encontrados 

no íleo durante as necropsias dos bezerros búfalos, todos os tipos celulares estudados 

no presente trabalho, como LIE, eosinófilos, mastócitos e células caliciformes foram 

observados aumentados na camada intraepitelial do íleo.  Segundo Simecka (1998), 

apesar de um estímulo antigênico ocorrer em um local particular na mucosa intestinal, 

como por exemplo, na primeira porção do intestino delgado, a resposta a este estímulo, 

como a secreção de mediadores inflamatórios e a sensibilização celular, pode estender-

se para outras porções intestinais, possivelmente através da circulação sanguínea e/ou 
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linfática 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 respiratório, estariam também 

protegidas contra possíveis invasores. Esta explicação poderia ser aplicável ao estímulo 

antigênico 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 búfalos, são grandes, e é neste local, além da medula óssea, que os linfócitos 

B sofrem a maturação e a diferenciação e, possivelmente é onde ocorre intensos 

desafios antigênicos com alta produção de IgA e IgE. No entanto, estudos posteriores 

deverão ser realizados para se verificar o papel das placas de Peyer do íleo no 

parasitismo intestinal, nesta espécie animal.  

Durante o processo inflamatório decorrente da infecção por T. vitulorum que 

culmina com a expulsão do parasita as células imune-inflamatórias que estão presentes 

na lâmina própria da mucosa, ou aquelas que migraram para a camada epitelial podem 

secretar muitas moléculas e liberá-las para o fluído extracelular ou para o lúmen 

intestinal e desta forma podem contribuir para a contratibilidade e a permeabilidade 

vascular e favorecer a migração de mais células inflamatórias para local inflamado. 

Além disso, pode ocorrer aumento da ativação das células neurológicas a produzirem 

neurotransmissores essenciais para a sensibilização dos mecanismos neuro-

vegetativos e neuro-motores, levando à contratibilidade da musculatura lisa e sua 

hipertrofia além do aumento de muco (PALMER & MEERVELD, 2001).  

 

5.3. Associação de mastócitos ao sistema nervoso entérico (SNE) na 
infecção e no processo de  expulsão de T. vitulorum pelos bezerros búfalos.  
 

O sistema nervoso entérico (SNE) é constituído por um conjunto de neurônios no 

trato gastrointestinal que pode funcionar independentemente do sistema nervoso 

central. Este sistema controla a motilidade, a secreção endócrina e exócrina e a 

microcirculação gastrointestinal. Ele também está envolvido nos processos nervosos de 

regulação imune e inflamatória. Os corpos das células nervosas agrupam-se dentro de 
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pequenos gânglios que estão conectados por feixes de processos nervosos formando 

dois plexos principais, o 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 coloração imunoistoquímica 

com o anticorpo policlonal anti-PGP 9.5 que é um marcador de uma proteína neural e 

os mastócitos foram corados utilizando-se uma coloração histoquímica pelo azul de 

Astra.  Por este estudo verificou-se que os mastócitos encontravam-se, usualmente 

adjacentes e em contato com as fibras nervosas. O contato membrana-membrana entre 

mastócitos e nervos já foi visualizado em miscroscopia eletrônica de transmissão por 

Stead et al. (1989) comprovando que este contato existe. Desta forma, os nervos e os 

mastócitos puderam ser visualizados e tanto os mastócitos associados com os nervos 

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

 

5.3.1. Associação de mastócitos/nervos na mucosa do intestino delgado. 
 

A partir dos plexos nervosos da submucosa partem nervos em direção à lâmina 

própria adjacente à muscularis mucosa e em torno dos dutos lacteais e alguns 

mastócitos foram também visto associados a estas fibras nervosas, particularmente nos 

animais parasitados. A presença de mastócitos na lâmina própria e na camada epitelial 

além de estarem fisicamente associados aos nervos na mucosa sugere uma 

participação ativa destas células na expulsão do T. vitulorum. Como a secreção 

eletrolítica e a contração muscular estão direta ou indiretamente reguladas pela 

associação  MC/Nervos, por inferência pode se dizer que mastócitos degranularam em 

conseqüência desta  associação e também pela presença de  antígenos dos parasitas. 

A degranulação 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), mastócitos proporcionam um braço efetor muito importante no 

sistema imune quando ativados através da ligação ao complexo imune IgE/antígeno 

nas infecções por nematóides.  Assim, os mediadores inflamatórios dos mastócitos 

podem atuar diretamente sobre as células epiteliais desencadeando  secreção epitelial 
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de Cl-  para o lúmen intestinal dos animais  sensibilizados pela infecção. Por outro lado, 

as infecções parasitárias 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 expulsão do parasita  pode ser  uma 

conseqüência adaptativa da imunidade (MURRAY et al., 1971). Recentemente, 

McDermott et al. (2003) proporcionaram importantes informações demonstrando a 

ligação entre mastócitos e epitélio intestinal durante o processo da expulsão dos 

parasitas. Eles concluíram que a protease de mastócitos foi responsável pela 

degradação da proteína ocludina que faz parte estrutura da junção entre as células 

epiteliais da mucosa intestinal, aumentando a permeabilidade paracelular epitelial e 

desta forma aumentando o extravasamento de íons e água para o lúmen intestinal. A 

partir das informações obtidas de experimentos conduzidos com  T. spirallis em ratos e 

em camundongos pode se sugerir que os eventos físicos e moleculares que levam às 

alterações estruturais e morfológicas podem ser similares àqueles ocorrendo com T. 

vitulorum em bezerros búfalos, mesmo não sendo um helminto invasor da mucosa com 

é T. spirallis.  Uma vez que este ascarídídeo permanece quando adulto ou quando 

ainda juvenil apenas dentro do lúmen, os mastócitos além dos eosinófilos, migram para 

a camada intraepitelial intestinal, possivelmente em uma tentativa de liberar o conteúdo 

dos grânulos para o lúmen intestinal e atacar a cutícula do parasita.  

Durante o período de expulsão do T. vitulorum pelos bezerros búfalos, uma 

moderada diarréia líquida foi observada. Tem sido postulado por muitos anos que um 

influxo de solutos e água da mucosa para o lúmen ocorre durante a infecção por 

nematóides 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 força intestinal propulsiva 10 dias após a 

infecção, um fenômeno que somente retornou ao normal  após a expulsão espontânea 

dos parasitas (ALIZADETH et al., 1987). Como o processo diarréico cessa e a 

população de mastócitos declina após a expulsão de T. vitulorum pode-se inferir que os 

mesmos apresentaram participação na expulsão do parasita. 
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5.3.2. Associação de mastócitos aos plexos submucosos e mioentéricos do 
intestino delgado. 

 

Mastócitos foram também observados próximos ou dentro dos gânglios nervosos 

submucosos e mioentéricos ou em contato íntimo com as fibras nervosas individuais 

presentes na submucosa e na camada muscular longitudinal e circular. O número 

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 íleo 

quando comparado com o controle. Após a expulsão, houve ligeira redução no número 

desta associação celular. Da mesma forma, no plexo mioentérico, o número de 

MC/Nervo, aumentou em torno de 12 vezes no duodeno, 4 vezes no jejuno e 3 vezes 

no íleo.  A porcentagem da associação MC/nervo foi de 44,6% a 60,9% durante o pico 

da infecção e 33,1% a 44,4% após a expulsão do parasita no plexo submucoso. Nos 

animais não infectados, a porcentagem da associação MC/nervo oscilou de 2,2% a 

10,7%.  Após a expulsão do parasita o número de MC/nervo declinou, mas não chegou 

ao nível do controle. 

O plexo mioentérico localiza-se entre as camadas longitudinal e circular do 

músculo e estende-se por todo comprimento do intestino. Este plexo abastece primeiro 

a inervação motora das duas camadas de músculos e a inervação secretomotora da 

mucosa (FURNESS & COSTA, 1987). Já o plexo submucoso está localizado na 

submucosa, entre a camada muscular circular e a muscularis mucosa e é o mais 

desenvolvido no intestino delgado, onde apresenta importante papel no controle 

secretório. Além de inervar o epitélio glandular, neurônios do plexo submucoso inervam 

a muscularis mucosa, células intestinais endócrinas e vasos sanguíneos na submucosa 

(GOYAL & IKUO HIRANO, 1996). Desta forma, a presença de mastócitos associados 

aos plexos nervosos durante a infecção pelo T. vitulorum sugere que estas células 

tenham importante papel no controle neuroendócrino e secretório do intestino e também 

no contratibilidade do músculo liso intestinal. Outros autores também verificaram nervos 

associados com mastócitos em infecções intestinais por nematóides ou em diversas 

patologias intestinais. McKay e Bienesntock (1994) relataram que essa interação entre 
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mastócitos e o sistema nervoso entérico poderia contribuir com os mecanismos de 

defesa do hospedeiro pela alteração da contratibilidade intestinal, liberação de 

mediadores químicos inflamatórios e neurotransmissores. Neurônios de animais 

antigenicamente sensibilizados responderam à substância P (SP) e à acetilcolina (ACh) 

similarmente à histamina, levando à hipótese de que um sistema de “feedback” existe 

onde a histamina liberada de mastócitos antigenicamente estimulados aumenta a 

eficácia da transmissão sináptica, enquanto as substâncias neuroativas (SP e ACh) 

podem ser liberadas das células  do plexo mioentérico para aumentar a liberação de 

histamina (WOOD, 1991).  

Além disso, grande quantidade de mastócitos  que não estavam associados aos 

nervos foram observados na submucosa e entre as camadas musculares circulares e 

longitudinais da parede intestinal nos três órgãos analisados; duodeno, jejuno e íleo. O 

número de mastócitos estava mais elevado na submucosa do que na muscular. No 

entanto, cabe ressaltar que na camada muscular do intestino delgado dos búfalos, 

estas células são encontradas normalmente em grande quantidade, como pôde-se 

observar pelas contagens dos animais controles. Após a expulsão dos parasitas houve 

um leve declínio em relação ao pico no duodeno e no jejuno, mas no íleo ficou 

inalterado. Desta observação, pode-se deduzir que a infecção por T. vitulorum induz 

uma hiperplasia de mastócitos e estes já presentes na submucosa e na muscular 

migram em direção aos nervos para  efetuarem os contatos físicos entre estes dois 

tipos celulares quando sensibilizados pelos antígenos dos parasitas.   

 
5.4. Macrófagos.  
 

Outra célula estudada foi o macrófago. O número desta célula,  no vilo e na 

cripta,   estava aumentado  de 3,5  a 4,4 vezes em relação ao controle, mas somente no 

período de pós-expulsão do T. vitulorum pelos bezerros, tanto no duodeno quanto no 

jejuno. No entanto, macrófagos, juntamente com os mastócitos, estavam 

particularmente mais abundantes na camada da musculatura lisa intestinal, tanto do 

duodeno como do jejuno dos animais infectados com T. vitulorum.  Ao contrário de 
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mastócitos que começaram a declinar após o pico do parasitismo, macrófagos 

continuaram aumentados mesmo após um mês da expulsão dos nematóides pelos 

bezerros búfalos. Desta forma, na submucosa e na musculatura lisa intestinal a 

população de macrófagos aumentou significativamente, mas foi mais acentuado na 

submucosa do duodeno, em torno de 15 vezes no pico e de 22 vezes no período de 

pós-expulsão. Segundo Nathan (1987), os macrófagos influenciam em muitos aspectos 

as respostas imunes e inflamatórias, da fase aguda à crônica, desde a primeira lesão 

do epitélio até o processo de reparo. Estes macrófagos presentes durante o pico, mas 

principalmente no período de pós-expulsão ou fase de recuperação da infecção, 

poderia desempenhar diferentes funções: a primeira seria a de reparadora tecidual.  

Segundo Bhogal et al. (2004) os macrófagos são células importantes na manutenção da 

homeostase dos tecidos, fagocitando compostos formados e liberados no processo 

inflamatório assim como também células apoptóticas antes que as células moribundas 

liberem seus conteúdos pró-inflamatórios dentro da matriz extracelular. Como os 

mastócitos começaram a declinar após o pico da infecção, é possível que muitas destas 

células sofreram o processo de apoptose e precisaram ser removidas do local 

inflamado pelos macrófagos. Segundo Starke & Oaks (1999) alguns mastócitos foram 

visualizados sofrendo o processo de apoptose após o tratamento dos ratos infectados 

com H. diminuta. Outras células também poderiam ser fagocitadas, como eosinófilos e 

neutrófilos. Além disso, Takemura et al. (1984) reportaram que em uma resposta 

primária bem sucedida, os macrófagos juntamente com outras células, desempenham 

um papel central no reparo tecidual, secretando fatores de coagulação que iniciam o 

reparo tecidual, proteases que removem fragmentos da matriz extracelular ou outros 

“debris” além de fator angiogênico e mitogênico que promovem a migração e a 

proliferação de fibroblastos e células endoteliais.  

Em segundo lugar, ainda como célula reparadora, os macrófagos poderiam estar 

fagocitando parte dos grânulos residuais dos mastócitos que haviam sido liberados no 

local inflamado. Os resíduos de grânulos de mastócitos são componentes solúveis 

como as proteases neutras e a heparina que quando ligados ionicamente com outras 

moléculas presentes no fluído intestinal ou drogas ingeridas pelo hospedeiro formam 
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compostos maiores e mais complexos e assim são em seguida fagocitados por 

macrófagos (Decorti et al., 2001).  

Uma terceira função dos macrófagos seria no controle da degranulação de 

mastócitos.  Recentes estudos mostram que  os mastócitos podem ligar-se ao IFN-γ via 

glicosaminoglicanas presente em sua membrana e apresentá-lo aos macrófagos ativos, 

que respondem produzindo  NO, que por sua vez, contribui para a diminuição da 

liberação de mediadores pelos mastócitos, proporcionando um mecanismo de 

“feedback” negativo nas funções dos mastócitos no processo agudo da infecção 

(BROOKS et al., 2000). 

A quarta função de macrófagos estaria centralizada  no controle  dos eventos 

neuro-motores, como na diminuição da contratibilidade intestinal aumentada durante a  

hipersensibilidade imediata ocorrida no período de expulsão de T. vitulorum. Como a 

motilidade intestinal está sob o controle de diversos sistemas integrados, incluindo o 

neurogênico, miogênico e o endócrino, durante o processo inflamatório, este complexo 

controle pode ser direcionado pelos macrófagos. Macrófagos foram associados com a 

supressão de acetilcolina (ACh) na camada muscular associada aos nervos colinérgicos 

do  plexo nervoso mioentérico levando à disfunção da contração muscular em animais 

infectados por nematóides.   Collins et al. (1989, 1992) verificaram que a inflamação 

gerada por T. spirallis provocava alterações nos níveis de aceticolinesterase e de 

acetiltransferase colina, enzimas responsáveis pela degradação e síntese de ACh, 

respectivamente, indicando uma completa perturbação no sistema colinérgico. Este 

controle da contração muscular pela falha na liberação de ACh pode ser um meio 

também efetivo para diminuir a contratibilidade muscular na infecção por nematóides 

após a sua expulsão. Após um período de patência de aproximadamente dois meses, 

T. vitulorum é expelido pelos bezerros búfalos juntamente com fezes liquefeitas, 

diarréicas e com muito muco, muitas vezes levando à uma severa diarréia e 

desidratação (ENYENIHI, 1969b).  Os macrófagos poderiam, portanto, exercer seu 

papel reparador contribuindo por alterar o padrão da contração muscular via 

neurotransmissores secretados por células neuroendócrinas, 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 participação também na reparação das lesões e no remodelamento 

estrutural e funcional do intestino após a expulsão do parasita.  

 

5.5. Exame morfométrico da parede do intestino delgado dos bezerros 
búfalos infectados ou não por T. vitulorum. 

 

 A musculatura lisa intestinal de animais infectados por helmintos sofre 

extensivas alterações funcionais e morfológicas que são imunologicamente e 

geneticamente programadas alterando as propriedades contráteis e os reflexos neurais 

do intestino do hospedeiro (PALMER & MEERVELD, 2001). A causa do aumento da 

massa muscular não se conhece, mas pode envolver efeitos físicos ou substâncias 

derivadas dos parasitas ou mediadores inflamatórios da inflamação. A capacidade do 

hospedeiro em modular as funções do músculo liso através das reações do sistema 

imune e entérico parece ter grande valor adaptativo. A exposição à 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 morfológico para verificar se a parede do intestino delgado de bezerros búfalos 

sofria também alterações morfométricas quando parasitados T. vitulorum. Para este 

estudo, o vilo, a cripta, a  submucosa e a camada muscular (longitudinal e circular) das 

diferentes regiões intestinais (duodeno, jejuno e íleo) foram mensuradas  nos animais 

infectados por T. vitulorum, em cada fase do parasitismo (ascensão, pico, declínio e 

pós-expulsão) e nos animais não infectados (grupos controles C30 e C50). 

  De acordo com os dados das medidas de comprimento dos vilos, no duodeno, 

nas fases de ascensão, pico e declínio, foi observado uma atrofia significativa quando 

os dados foram comparados com os dos grupos controles C30 e C50. Esta atrofia pode 

ter ocorrido em função da ação mecânica e irritativa dos helmintos sobre a mucosa 

intestinal. A cripta e a submucosa, no entanto, não apresentaram alterações 

morfológicas significativas, enquanto que as camadas musculares intestinais 
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apresentavam-se significativamente hipertróficas nos animais que se encontrava em 

todas as fases parasitárias (início, pico e declínio) e inclusive na fase de pós-expulsão 

dos parasitas. No entanto, esta alteração só foi significativa quando estas medidas 

foram comparadas com as dos animais do grupo controle C30, mas não 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, pôde-se inferir que esta hipertrofia muscular do duodeno ocorreu mais em 

função do desenvolvimento dos animais do que propriamente em decorrência da 

infecção. 

Já no jejuno e no íleo, não foram detectadas alterações morfológicas 

significativas em nenhuma estrutura dimensionada nas diferentes fases parasitárias 

quando se comparou com os controles. No entanto, alteração morfológica como 

hipertrofia da camada muscular intestinal muscular foi observada em vários 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) doenças de obstrução do intestino, 

com conseqüente diminuição do trânsito intestinal, resultaram em aumento do tamanho 

das células musculares próximas a esta estenose e a intensidade do “trabalho” 

intestinal, ou seja, da contratibilidade, levando à hipertrofia da musculatura. Pode 

envolver uma alteração adaptativa resultando do conteúdo movendo através do 

intestino com estenose devido a pressão dos parasitas de grande porte. Sabe-se que 

os ascarídeos, por serem de grande porte e principalmente quando numerosos, formam 

enovelados e obstruem o lúmen intestinal dificultando a passagem de o bolo alimentar 

e, desta forma, podem ocasionar  alterações do padrão mioelétrico contrátil do intestino. 

Com relação ao T. vitulorum, quando bezerros encontram-se altamente infectados, com 

centenas de parasitas adultos no lúmen intestinal, é freqüente ocorrerem obstruções, 

impedimento na absorção alimentar (ENYENIHI, 1969b, SUKHAPESNA, 1981a) e 

alterações 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-inflamatórias na parede intestinal levando, possivelmente, a uma 

maior motilidade muscular e à expulsão dos parasitas pelos hospedeiros, alterações 

morfométricas significativas, como por exemplo, a hipertrofia muscular, não ocorreu 

significativamente. Uma explicação para este fato, pode ser em função do número de 

parasitas presentes (máximo de 51 exemplares adultos), que provavelmente não foi 

suficiente para causar a obstrução e dificuldades no trânsito intestinal, sobrecarregando 

a musculatura para manter o ritmo normal do peristaltismo e da homeostase intestinal, 

como foi observado pelos autores acima citados. 

Embora as alterações fisiológicas e celulares que ocorrem nas infecções 

helmínticas intestinais, já tenham sido discutidas e estudadas em diversas espécies 

animais, mas principalmente, usando-se modelos experimentais em laboratório ou 

cultivos celulares, pouco ainda se conhece a respeito das respostas imunes e 

neurológicas. Além disso, na presente pesquisa, utilizou-se um nematóide que é um 

parasita habitual em uma infecção natural em um hospedeiro ainda pouco explorado 

que é o búfalo. Desta forma, embora os dados obtidos fossem apenas quantitativos e 

observacionais, esta pesquisa pode ter importância para o conhecimento básico, pois 

os dados aqui obtidos poderão ser utilizados para o conhecimento posterior dos 

mecanismos imunes de proteção visando o controle por vacinas, principalmente as 

vacinas orais que poderão estar atuando ao nível de mucosa intestinal.  

Um outro ponto importante a ser mencionado é que o T. vitulorum apesar de ser 

expulso pelo hospedeiro, esta expulsão só ocorre após os parasitas terem completado 

seu ciclo de vida, atingindo o estádio 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 substâncias antigênicas que 

sensibilizam o mecanismo neuro-imune e culmina com a expulsão, estes nematóides 

podem também produzir moléculas  similares às que o hospedeiro produz e desta forma  

podem permanecer em equilíbrio com seus hospedeiros até à reprodução. Na revisão 

realizada por Palmer & Meerveld (2001), foi relatado que os parasitas helmínticos 

entéricos geram uma extensa diversidade de produtos excretados/secretados (ES) que 

podem  ser homólogas às moléculas dos hospedeiros para intervenção ou manipulação 



 80

dos processos neuro-imunes do trato gastrointestinal do hospedeiro. Desta forma, a 

presença destas substâncias indica que o helminto também desenvolveu estratégias 

para ativamente manipular a resposta do hospedeiro e favorecer a sua sobrevivência no 

mesmo. 

 Além disso, apesar do T. vitulorum adulto permanecer apenas no lúmen 

intestinal, as larvas penetram na mucosa para realizar o ciclo somático de migração 

tecidual antes de retornar ao intestino delgado para maturação. As larvas necessitam 

atravessar a barreira intestinal antes de realizar esta migração. Desta forma, os animais 

vivendo em uma ambiente contaminado com ovos infectantes podem estar em contínuo 

desafio parasitológico. No entanto, tem se verificado que após os animais expulsarem 

os parasitas adultos do trato intestinal, eles não se reinfectam, pelo menos ao nível 

intestinal, mas as búfalas adultas continuam portadoras e passam larvas infectantes 

pelo colostro aos seus filhotes. Isto significa que algumas larvas conseguiram 

ultrapassar a barreira intestinal para alcançar o fígado ou outros tecidos e assim ficarem 

hipobióticas até o momento do parto e da lactação. Desta maneira, importantes 

perguntas podem ser levantadas a respeito desta enfermidade parasitária, como por 

exemplo: Qual o nível de proteção imunológica que a infecção primária oferece contra a 

reinfecção? A parede  intestinal pode ser considerada uma importante barreira para a 

penetração das larvas? Como prevenir a migração larval nas mães para que elas não 

transmitam o parasita pelo colostro? 
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6. CONCLUSÕES 
 

A infecção por T. vitulorum em bezerros búfalos, nas diferentes fases do 

parasitismo, foi responsável pelo: 

 
1. Aumento populacional de linfócitos intraepiteliais (LIE), células caliciformes, 

mastócitos e eosinófilos nas camadas intraepiteliais da mucosa do duodeno, jejuno e 

íleo. O número destas células foi máximo no pico da infecção parasitária, mas declinou 

após o processo de expulsão do parasita pelo hospedeiro, indicando a participação da 

imunidade celular neste processo.  

2. Aumento da associação física entre os mastócitos e os processos nervosos na 

mucosa e nos plexos submucosos e mioentéricos, indicando uma colaboração entre o 

sistema nervoso entérico e o imunológico nesta infecção. 

3. Aumento no número de macrófagos, principalmente, no período de pós-expulsão, 

indicando papel destas células no reparo das lesões inflamatórias decorrentes desta 

infecção. 

4. Significativa atrofia vilosa no duodeno. 
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