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RESUMO

No presente trabalho estudou-se: as caracteristicas morfoldgicas e
ultra-estruturais dos mastdcitos peritoneais de camundongos BALB/c e
C57BL/6 e as modificacdes ocorridas nestes mastocitos apos 24 e 48 horas de
infeccdo com a cepa RH de 7. gondii; o nimero de mastdcitos, neutrofilos,
macrofagos e linfécitos do exsudato peritoneal de camundongos BALB/c e
C57BL/6 apds 24 e 48 horas de infeccdo com a cepa RH de T. gondii,
utilizando-se a microscopia de luz; as caracteristicas morfologicas dos
mastécitos do intestino delgado de camundongos BALB/c e C57BL/6; as
caracteristicas morfologicas dos mastécitos do intestino delgado de
camundongos BALB/c e C57BL/6, bem como as alteracdes morfoldgicas e
quantitativas ocorridas nos mastdcitos destes camundongos apdés 8 dias de
infeccao com a cepa ME-49 de T. gondii e/ ou tratados com o composto 48/80;
as caracteristicas histopatologicas do intestino delgado de camundongos
BALB/c e C57BL/6 ap6s 8 dias de infec¢do com a cepa ME-49 de T. gondii, a
microscopia de luz e a ocorréncia de parasitismo no intestino delgado, figado e
cérebro de camundongos BALB/c e C57BL/6 apds 8 dias de infec¢do com a
cepa ME-49 de T. gondii e/ ou tratados com o composto 48/80 através da
anélise imunohistoquimica. A microscopia de luz e & microscopia eletrdnica
de transmissao os mastdcitos do exsudato peritoneal de camundongos BALB/c
e C57BL/6 controle apresentaram caracteristicas morfoldgicas semelhantes
tanto na sua forma, quanto na quantidade e nas caracteristicas de seus granulos
citoplasmdticos assim como se observou que esses mastocitos ostentaram
alteracdes morfologicas semelhantes, apds 24 e 48 horas de infec¢ao pela cepa
RH de 7. gondii. A andlise do exsudato peritoneal revelou que em
camundongos BALB/c ocorreu um aumento do nimero de mastocitos,
neutrofilos e macréfagos apos 24 horas de infec¢ao pela cepa RH de T. gondii
e que este influxo ndo foi observado em camundongos da linhagem C57BL/6.
Ao contrario do observado no influxo de linfécitos que foi, estatisticamente,

inferior em camundongos BALB/C, apds 24 e 48 horas de infec¢do, quando



comparado ao influxo observado em camundongos C57BL/6. O numero de
mastdcitos encontrados no intestino delgado de camundongos BALB/c foi
estatisticamente superior ao encontrado em camundongos C57BL/6 e o
nimero de campos parasitados foi maior em camundongos C57BL/6 apds
comparacdo com camundongos BALB/c. Tais resultados sugerem que
mastocitos estdo envolvidos na resposta inflamatéria contra 7. gondii e podem
contribuir para a resisténcia da linhagem BALB/c e para a susceptibilidade da
linhagem C57BL/6 contra T. gondii. Ap6s comparagao entre as duas linhagens
de camundongos BALB/c e C57BL/6, notou-se que a diferenca do nimero de
linfécitos foi significativa apds 24 e 48 horas de indculo com PBS no exsudato
peritoneal de camundongos C57BL/6. A anédlise morfologica das diferentes
regides do intestino delgado (duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo) de
camundongos BALB/c e C57BL/6 mostrou que os mastocitos foram
encontrados, preferencialmente, na submucosa e na camada muscular. A
microscopia de luz mastécitos do intestino delgado de camundongos BALB/c
e C57BL/6 ap6s 8 dias de infeccdo com 20 cistos da cepa ME-49 de T. gondii
ostentaram, nitidamente, alteracdes na quantidade e tamanho de seus granulos
citoplasmaticos. O nuimero de mastocitos do intestino delgado de
camundongos BALB/c e C57BL/6 ap6s 8 dias de infec¢do com a cepa ME-49
de T. gondii foi superior em camundongos BALB/c. Os mastdcitos foram,
preferencialmente, encontrados no duodeno de camundongos BALB/c e
C57BL/6 infectados e nao infectados. A andlise histopatologica do intestino
delgado de camundongos, ap6és 8 dias de infeccdo com a cepa ME-49 de T.
gondii, revelou um infiltrado inflamatério mais intenso no intestino delgado de
camundongos C57BL/6 do que no de camundongos BALB/c. T. gondii foi
encontrado no intestino delgado, figado e cérebro de camundongos BALB/c e
C57BL/6 apods 8 dias de infecgdo com a cepa ME-49 e/ ou apds infeccdo e
tratamento como o composto 48/80, utilizando-se andlise imunohistoquimica.
No intestino delgado de camundongos BALB/c ndo se observou alteracdo no
nimero de mastdcitos apds 8 dias de infeccdo com a cepa ME-49 de T. gondii

e apos 12 dias de tratamento com o composto 48/80.
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RH; cepa ME-49



ABSTRACT

In the present work it was studied: the morphological and
ultrastructural characteristics of mast cells located in the peritoneal cavity of
BALB/c and C57BL/6 mice and morphological and ultrastructural alterations
of these mast cells after 24 and 48 hours of infection with RH strain of T.
gondii; the number of the mast cells, neutrophils, macrophages and
lymphocytes from peritoneal cavity of BALB/c and C57BL/6 mice after 24
and 48 hours of infection with RH strain of 7. gondii, by optical microscopy;
the morphological characteristics of mast cells located in the small intestine of
BALB/c and C57BL/6 mice; and the morphological and quantitative features
of mast cells located in the small intestine of BALB/c and C57BL/6 mice after
8 days of infection with ME-49 strain of 7. gondii and/or treated with 48/80
compound; the histopathological changes of the small intestine BALB/c and
C57BL/6 mice after 8 days of infection with ME-49 strain of 7. gondii and
tissue parasitism in this organ, liver and brain from BALB/c and C57BL/6
mice after 8 days of infection with ME-49 strain of 7. gondii and/ or treated
with 48/80 compound, by immunohistochemistry. The light and transmission
electron microscopy analysis revealed that the mast cells from the peritoneal
exsudate of BALB/c and C57BL/6 mice, presented similar characteristics like
shape, cytoplasmic granules quantity and feature. Similarity, mast cells from
the peritoneal exsudate of BALB/c and C57BL/6 T. gondii infected mice,
presented similar characteristics between both lineages of mice. The light
microscopy analysis showed an increased number of mast cells, neutrophil
and macrophage in peritoneal exsudate of BALB/c mice after 24 hours of
infection with RH strain of 7. gondii, these influx didn’t occurr in C57BL/6
lineage. The number of mast cells in the small intestine from BALB/c mice
was superior than the number of mast cells observed in the small intestine
from C57BL/c mice. The number of parasitized field in the small intestine

was superior in C57BL/6 mice. These results reveals the role of the mast cells



in the mechanisms of regulation of the inflammatory response against 7.
gondii and may be related with their sensitivity or resistance of the both mice
lineage, BALB/c and C57BL/6. After comparison between mice lineage,
BALB/c and C57BL/6, it was observed that the lymphocytes number was
statistically significant after 24 and 48 hours of PBS inoculation in C57BL/6
mice’s peritoneal exsudate. The light microscopy analysis from the different
regions of the small intestine, duodenum, proximal jejunum, distal jejunum
and ileum, of BALB/c and C57BL/6 mice showed that mast cells were found,
preferentially, in the submucosa and muscle stratum. By light microscopy,
mast cells from the small intestine of BALB/c and C57BL/6 mice after 8 days
of infection with ME-49 strain of T. gondii, presented different characteristics
in the quantity and shape of the cytoplasmic granules. The number of mast
cells from the small intestine of BALB/c and C57BL/6 after 8 days of
infection with ME-49 strain of 7. gondii, presented superior in BALB/c mice.
The mast cells were, preferentially, located in the duodenum form BALB/c
and C57BL/6 mice infected or not infected. The histopathology analysis, after
8 days of infection with ME-49 strain of 7. gondii, showed an inflammatory
infiltrated more intense in the small intestine from C57BL/6 mice. T. gondii
was found in the small intestine, liver and brain from BALB/c and C57BL/6
mice after 8 days of infection with ME-49 strain of 7. gondii, and/or treated
with 48/80 compound by immunohistochemistry. In the small intestine of
BALB/c mice the number of mast cells doesn’t change after 8 days of
infection with ME-49 strain of 7. gondii, and after 12 days of treatment with
48/80 compound.

Key words: Mast cells, Toxoplasma gondii; BALB/c; C57BL/6; strain RH;
strain ME-49
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. IFN: interferon
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. IL: interleucina
. LPS: lipopolissacaridio
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. MAPK: mitogen-activated protein kinase, proteina pertencente ao grupo
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PAR: receptor de proteinase ativada
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PCR: reacdo em cadeia da polimerase

PI: inibidor de protease

RANTES: regulated upon activation, normal T cell expressed and

secreted, quimiocina
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SCF: Fator estimulador de coldnia

SCID: imunodeficiéncia grave combinada

STAT: signal transducers and activators of transcription, membro da
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TLR: receptor toll like
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1. INTRODUCAO

Mastocitos e basofilos sdo derivados de células progenitoras
hematopoiéticas CD34" da medula Gssea onde iniciam sua diferenciacdo, entram
na circulacdo sangiiinea e dirigem-se para diferentes tecidos ou 6rgdos e nestes
microambientes completam sua maturag¢do (LIN & BEFUS, 1999; KAWAKAMI
& GALLI, 2002; NEEL et al., 2004). Portanto, mastdcitos sdo encontrados no
tecido conjuntivo e estdo amplamente distribuidos pelo corpo das espécies de
vertebrados ja estudadas sendo mais freqiientes em mucosas, ao longo dos vasos
sangiiineos e linfaticos (HENZ et al., 2001). Sao encontrados também em
cavidades: peritoneal, seios linfaticos medulares, corticais e subcapsulares de
varios linfonodos (CHIARINI-GARCIA et al., 2000; SANTOS et al., 2003).
Mastécitos sdo abundantes em dareas que entram em contato direto com
substancias exdgenas possibilitando sua interagdo com o ambiente e controlando
infecgOes bacterianas, parasitdrias e outras. Portanto, os mastécitos podem
interagir com células e elementos de vérios tecidos, 6rgdos e cavidades do corpo
(WONG et al., 2003; HENZ et al., 2001).

A heterogeneidade dos mastdcitos designou uma terminologia comumente
utilizada para distingiiir duas subpopula¢des de mastdcitos: mastdcitos de tecido
conjuntivo e mastdcitos de mucosa (HILL & MARTIN, 1998).

O conteddo dos granulos citoplasmdticos dos mastdcitos contém
mediadores quimicos que podem ser liberados apds estimulo (CALDERON et
al., 1998; KAWAKAMI & GALLI, 2002; MAYR et al., 2003; MALAVIYA et
al., 2004). Esses mediadores quimicos podem desencadear inimeras reagoes
fisiologicas e patoldgicas ligadas a hipersensibilidade imediata ou a uma resposta
imunoldgica protetora contra parasitas (KAWAKAMI & GALLI, 2002).

A participagdo de mastocitos em respostas imunoldgicas, reacdes
inflamatérias e parasitidrias tem sido amplamente investigada. Mastdcitos,
comprovadamente, participam da resposta imunoldgica contra Schistosoma

mansoni, Toxocara vitulorum, Eimeria nieschulzi, Nippostrongylus brasiliensis,



Strongyloides venezuelensis, Giardia lamblia, Clostridium difficile, Trichinella
spiralis, Escherichia coli, Toxoplasma gondii (HUNTLEY et al., 1985; HARDIN
et al., 1997, CALDERON et al., 1998; ONAH et al., 2000; FRIEND et al., 2000;
NEVES et al., 2003; McDERMOTT et al., 2003; MALAVIYA et al., 2004; GIL
et al., 2002; FERREIRA et al., 2004).

Mastdcitos participam da imunidade inata que, juntamente, com a
imunidade adaptativa formam um sistema e sdo capazes de desempenhar
importante papel na regulacdo da resposta imune, inclusive em mucosas, a partir
da liberagdo de citocinas tanto de perfil Th2 quanto de perfil Th1 (MAYR et al.,
2003; McGUINNESS et al.,, 2003; BRANDTZAEG & PABST, 2004;
SAMPSON, 2005; JAMES, 2005; KATAOKA et al., 2005).

T. gondii é um protozodrio que possui ciclo biolégico heteroxénico e
potencialmente € capaz de parasitar qualquer tipo celular. Para o processo de
invasdo as células hospedeiras 7. gondii utiliza elementos estruturais do
citoesqueleto e organelas secretdrias como micronemas, roptrias e granulos
densos (WERK, 1989; BLACK & BOOTHROYD, 2000; CARRUTHERS, 2002;
DUBEY, 2004; DENKERS & BUTCHER, 2005).

A toxoplasmose € usualmente assintomatica em  individuos
imunocompetentes, entretanto em individuos imunocomprometidos pode resultar
em lesOes debilitantes e até mesmo letais. A infec¢do pode ser reativada a partir
do rompimento de cistos teciduais, dissemina¢do de bradizoitas e conversdo em
taquizoitas (WONG & REMINGTON, 1993; DUBEY, 2004).

Sabe-se que o principal mecanismo de eliminagdo de parasitas
intracelulares, particularmente 7. gondii, € uma apresentacdo de resposta imune
do tipo Th1 pelo hospedeiro que leva a produgdo de citocinas como: IL-2, IFN-v,
TNF-a e IL-12 (GAZZINELLI et al., 1991; HUNTER et al., 1995;
MacDONALD & MONTELEONE, 2001).

Diferentes cepas t€m sido isoladas e sdo, geralmente, classificadas como
virulentas ou avirulentas com base na sua patogenicidade e/ou antigenicidade
para o modelo experimental camundongo, que por sua vez serd resistente ou

susceptivel (BOHNE et al., 1993).



O comportamento dos mastdcitos frente a infec¢do por 7. gondii tem sido
investigado. Mastdcitos de ratos Sprague-Dawley foram estudados apds interacao
com T. gondii e alteracdes marcantes foram observadas, tanto em mastocitos
quanto em taquizoitas (HENDERSON & CHI, 1998). Mastocitose gastrintestinal
e cutanea foi relatada em paciente com meningoencefalite toxopldsmica
(KOEPPEL et al., 1998). Calomys callosus infectados por T. gondii apresentaram
aumento no nimero de mastécitos da regido ocular, quando comparados a
roedores nao infectados, além de um infiltrado de células inflamatoérias (GIL et
al., 2002). Resultados semelhantes foram notados em mastécitos do exsudato
peritoneal de C. callosus, que apresentaram-se em processo de desgranulacdo
apos infec¢ao por 7. gondii, além de um influxo de neutréfilos para a cavidade
peritoneal de animais infectados (FERREIRA et al., 2004). O influxo de
neutrofilos pode ser atribuido a presenca de CXCR2, ja que este ndo ocorre em
camundongos deficientes de CXCR2 infectados pela cepa VEG de T. gondii
(DEL RIO et al., 2001). Mastocitos de o6rgdos como linfonodos e intestino
delgado, especialmente, o ileo apresentaram-se em processo de desgranulacgdo,
sugerindo a participacdo destes na resposta imune contra 7. gondii, também
nestes 6rgaos (FERREIRA et al., 2004).

A importincia de mastécitos na resposta imunolégica € descrita,
classicamente, na imunidade contra helmintos ou em reacdes alérgicas, porém,
atualmente esta participa¢do tem sido mais intensamente explorada e outros
papéis em diferentes infec¢des tém sido investigados. Mastocitos sdo células que
participam das respostas imunoldgicas contra diferentes parasitas, a partir da
producdo de uma grande variedade de mediadores quimicos capazes de
determinar perfis de respostas ou recrutar varios tipos celulares. Sao células que
podem ser maléficas para o hospedeiro como ocorre na hipersensibilidade tipo |
ou benéficas como nas respostas contra helmintos, sendo assim, conduzem tanto
respostas protetoras quanto respostas prejudiciais. Possuem ainda grande
importancia no desenvolvimento de processos inflamatérios e na ativagdo da
imunidade adaptativa. Estes estudos tém contribuido para o entendimento do

comportamento dos mastocitos frente a diferentes substdncias e parasitas e



esclarecido seu papel em diversas respostas imunoldgicas. A imunidade inata e a
imunidade adaptativa sdo sistemas que identificam e eliminam agentes estranhos.
Particularmente, a imunidade inata, que conta com a atuacdo dos mastocitos,
desenvolve a primeira linha de defesa contra patdégenos através do
reconhecimento antigénico e da sinalizacdo para a imunidade adaptativa. Esta
ultima caracteristica da imunidade inata ressalta sua importancia durante o
desenvolvimento da resposta imunoldgica.

Avangos considerdveis no entendimento sobre a resposta imune contra
parasitas tém emergido nos recentes anos com a aplicacio de conceitos da
imunologia fundamental. Uma ampla variedade de respostas induzidas por
parasitas apresenta um padrdo de producao de citocinas dominantes de perfil Th1
ou Th2, derivadas de subtipos de linfécitos. A dicotomia das citocinas, muitas
vezes, € relatada em um visdo simplificada da resposta imune induzida pelo
parasita e em sua influéncia na resisténcia do hospedeiro ou na doenca. Poucas
respostas sao puramente tipo 1 ou tipo 2 e podem estar acompanhadas por
citocinas inibitorias. Assim, tais respostas podem guiar para a protecdo do
hospedeiro contra as conseqiiéncias imunopatoldgicas potenciais de uma resposta
dominante ndo regulada. Nota-se, entdo, que muitos processos de resisténcia e
doenca de hospedeiros requer uma orquestragao de ambas respostas.

Diante das consideragdes torna-se importante estabelecer a participagdo
dos mastdcitos nos mecanismos de regulacdo da resposta inflamatéria mediada
pela infeccdo experimental por 7. gondii, j4 que o hospedeiro pode ser
prejudicado quando desenvolve um perfil de resposta que privilegia a

subpopulagao Th2.
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2- OBJETIVOS

2.1. Descrever as caracteristicas morfolégicas e ultra-estruturais dos

mastdcitos peritoneais de camundongos BALB/c e C57BL/6;

2.2. Determinar as modificacdes nos mastocitos do exsudato peritoneal de
camundongos BALB/c e C57BL/6 ap6s 24 e 48 horas de infec¢do com a cepa
RH de T. gondii, a microscopia de luz e a microscopia eletronica de

transmissao;

2.3. Avaliar quantitativamente o numero de mastdcitos, neutrofilos,
macrofagos e linfécitos do exsudato peritoneal de camundongos BALB/c e
C57BL/6 apés 24 e 48 horas de infeccdo com a cepa RH de T. gondii,

utilizando-se microscopia de luz;

2.4. Descrever as caracteristicas morfologicas dos mastécitos do intestino

delgado de camundongos BALB/c e C57BL/6;

2.5. Determinar as modificagdes nos mastocitos do intestino delgado de
camundongos BALB/c e C57BL/6 ap6s 8 dias de infec¢do com a cepa ME-49
de T. gondii, a microscopia de luz e avaliar quantitativamente o nimero destes

mastocitos;

2.6. Descrever as caracteristicas histopatoldgicas do intestino delgado de
camundongos BALB/c e C57BL/6 ap6s 8 dias de infec¢do com a cepa ME-49

de T. gondii, a microscopia de luz;



2.7. Observar a ocorréncia de parasitismo no intestino delgado, figado e
cérebro de camundongos BALB/c e C57BL/6 apds 8 dias de infeccdo com a
cepa ME-49 de T. gondii, utilizando-se andlise imunohistoquimica;

2.8. Avaliar quantitativamente o nimero de mastécitos do intestino delgado de
camundongos BALB/c apdés 8 dias de infeccdo com a cepa ME-49 de T.

gondii, tratados com o composto 48/80, a microscopia de luz;

2.9. Observar a ocorréncia de parasitismo no intestino delgado, figado e
cérebro de camundongos BALB/c apds 8 dias de infec¢do com a cepa ME-49
de T. gondii, tratados com o composto 48/80, utilizando-se andlise

imunohistoquimica.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Mastocitos

“Mastzellen” foi o nome, inicialmente, dado aos mastdcitos pelo estudante
de medicina Paul Ehrlich em 1878 (apud GALLI et al., 1999), o que significa
células bem alimentadas, em decorréncia do grande nimero de granulos
citoplasmaticos proeminentes. Tais granulos fizeram com que Paul Ehrlich (1878
apud GALLI et al., 1999) pensasse que se tratava de material fagocitado.
Contudo foi, provavelmente, Elie Metchnikoff em 1892 (apud GALLI et al.,
1999) que sugeriu uma funcdo fagocitica para os mastocitos € a provavel
participacdo dos mesmos na defesa do organismo.

Mastdcitos sdao células do tecido conjuntivo amplamente distribuidas pelo
corpo das espécies de vertebrados ja estudadas sendo mais freqiientes em
mucosas, ao longo dos vasos sangiiineos e linfaticos (HENZ et al., 2001). Sao
encontrados também em cavidades: peritoneal, seios linfaticos medulares,
corticais e subcapsulares de varios linfonodos (CHIARINI-GARCIA et al., 2000;
SANTOS et al., 2003). Tal distribuicdo dos mastdcitos possibilita um contato
direto com substincias exdgenas, interacdo com o ambiente e controle de
infecgOes bacterianas, parasitdrias e outras (WONG et al., 2003; HENZ et al.,
2001).

Mastocitos e basofilos originados na medula d6ssea completam sua
maturacdo em diferentes microambientes sob a influéncia de mediadores
quimicos. O processo de maturacdo em diversos locais gera populagdes
heterogéneas de mastdcitos que possuem padroes proprios de expressdo de
proteinas de superficie celular e de constituintes dos granulos citoplasmaticos

(LIN & BEFUS, 1999; KAWAKAMI & GALLI, 2002; NEEL et al., 2004).



A heterogeneidade dos mastdcitos tem sido estudada principalmente nas
ultimas trés décadas, em diferentes tecidos e exibe variagdes nas suas
caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas, funcionais, histoquimicas e
secretorias. Estas alteragOes designaram uma terminologia comumente utilizada
para distingiliir duas subpopulacdes de mastdcitos: mastdcitos de tecido
conjuntivo e mastocitos de mucosa (HILL & MARTIN, 1998). A primeira
subpopulacdo encontra-se geralmente em volta de vasos e a segunda se restringe
as mucosas (MACEDO, 1989). Tal heterogeneidade, de populacdes de
mastdcitos, restrita a dois fendtipos baseia-se nos efeitos da fixagdo
(ENERBACK, 1966a), nas propriedades de coloracdao (ENERBACK, 1966b), na
resposta frente ao composto 48/80 (ENERBACK, 1966¢), na sua capacidade de
armazenar aminas (ENERBACK, 1966d), em propriedades histoquimicas, na
reatividade a secretagogos, no tipo de protease presente nos granulos e também
na dependéncia de fatores de crescimento (NAWA et al., 1994).

Porém, tal classificacdo de mastocitos tem sido questionada pela
observacdo de que mastdcitos de tecido conjuntivo de vdrios locais (peritonio,
mesentério, pulmdo, linfonodos e pele) exibem variacdes acentuadas na
morfologia e nas suas propriedades histoquimicas e funcionais em resposta a
diferentes agentes. Tais observagdes confirmam a existéncia de heterogeneidade
fenotipica (SANTOS et al., 2003; CHIARINI-GARCIA et al., 2000) e realgam o
uso inapropriado dos termos mastdcitos de mucosa e mastdcitos de tecido
conjuntivo, pois estes representam dois fendtipos extremos.

Os granulos citoplasmaticos dos mastdcitos contém grande variedade de
mediadores quimicos que podem ser liberados apds ativagdo celular por
diferentes mecanismos: via imunoglobulina E (IgE) dependente ou via IgE
independente (CALDERON et al., 1998; KAWAKAMI & GALLI, 2002). O
primeiro mecanismo € assim denominado pois representa um Pprocesso
dependente da ligacio da IgE a um receptor presente na superficie celular,
inclusive de mastécitos, chamado FceRI (receptor I da por¢ao Fc da IgE) que
possui alta afinidade para ligar-se a IgE, este mecanismo é predominante em

reacOes alérgicas. O segundo mecanismo €, conseqiientemente, independente de



IgE, ou ainda, do FceRI e pode ser desencadeado através de substincias como
ionoforos de célcio, composto 48/80, substiancia P, produtos microbianos ou até
mesmo mediadores inflamatoérios (CALDER()N et al., 1998; MAYR et al., 2003;
MALAVIYA et al., 2004).

A liberacdo de mediadores quimicos por mastdcitos ativados pode ocorrer
através de trés processos: (1) secrecdo de mediadores pré-formados e estocados
em grdnulos citoplasmdticos (exemplos: histamina, heparina, sulfato de
condroitina, aminas vasoativas, proteina bdsica principal, carboxipeptidases,
catepsina, peroxidase, hidrolases dcidas, proteases neutras como quimases e/ou
triptases, alguns fatores de crescimento); (2) a sintese “de novo” de mediadores
lipidicos pro-inflamatorios (exemplos: prostaglandinas, leucotrienos, fator
ativador de plaquetas) e (3) a sintese e secrecdo de citocinas e quimiocinas
(exemplos: fator de necrose tumoral (TNF), proteina inflamatdria de macréfago 1
alfa (MIP1a), fator de permeabilidade vascular (VPF), fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF), proteina quimiotitica de monécito 1 (MCP1), fator
estimulador de colonia macréfago- granulécito (GM-CSF), interleucina-3 (IL-3),
IL-4, 1IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IL-16 e provavelmente outras) (LEE et al.,
1986; PEARCE, 1986; KAWAKAMI & GALLI, 2002). A presenca e
concentracdo de cada um destes mediadores variam conforme a espécie e/ou as
caracteristicas do microambiente ou do tecido nos quais se localizam em uma
mesma espécie (PEARCE, 1986; STEVENS & AUSTEN, 1989); assim como
entre espécies. O exemplo classico refere-se a serotonina que em roedores
(AUSTEN, 1984) e no gambd Didelphis albiventris (MACHADO, 1980) ¢ um
dos constituintes dos granulos. Ainda, a heparina presente em granulos de
mastécitos da mucosa do {ileo do gamba D. albiventris (SANTOS &
MACHADO, 1994).

Mediadores quimicos liberados de granulos de mastdcitos ativados podem
desencadear inUimeras reagOes fisioldgicas e patoldgicas ligadas a
hipersensibilidade imediata (processos alérgicos, anafilaxia ou ataques
asmdticos) ou a uma resposta imunoldgica protetora contra parasitas. Em outras

palavras, as fun¢des desempenhadas pelos mastocitos se desencadeardao a partir



da liberacdo de tais mediadores, hda de considerar-se o tipo de mediador e a sua
quantidade (KAWAKAMI & GALLI, 2002).

O processo de liberagdo do contetido dos granulos dos mastécitos pode
ocorrer através de dois mecanismos bdsicos: desgranulacdo gradual ou
“peacemeal” quando hd liberagcdo de mediadores quimicos estocados sem
extrusdo dos granulos citoplasmaticos (DIMITRIADOU et al., 1990; KOPS et
al., 1990); e desgranulacdo anafildtica, na qual ocorre fusdo dos granulos entre si
e destes com a membrana plasmatica, levando a solubilizacido e eliminac¢iao dos
mediadores quimicos dos granulos (ASKENASE, 1980; FRIEDMAN &
KALINER, 1988). Independente do processo de desgranulagdo, gradual ou
anafildtica, esta ocorrerd apds ativacao dos mastdcitos, de maneira independente
ou dependente da IgE, e contard com eventos concomitantes como o aumento da
transcricdo de genes e o rearranjo do citoesqueleto (TODA et al., 2004;
TORIGOE et al., 2004). Este ultimo exerce um papel importante ndo somente
para a extrusdo de granulos ou de seu conteido, mas também para a sua
regranulagdo (MIO & TASAKA, 1989). Tal fendmeno pode ser comprovado
pela acdo da toxina A de Clostridium difficile que € capaz de romper
microfilamentos de actina e reduzir a capacidade de liberacdo de histamina dos
granulos dos mastdcitos (CALDERON et al., 1998).

Existe uma complexa interacdo entre mediadores pro-inflamatorios,
citocinas e células FCeRI", como mastdcitos e baséfilos. Por exemplo, os efeitos
de algumas citocinas como IL-3, IL-5 e GM-CSF, produzidas por mastdcitos,
podem estimular a secrecdo de histamina e de IL-4 por baséfilos. Similarmente, o
fator de crescimento neural (NGF) e a IL-18, que possuem uma acdo autdcrina,
podem estimular a liberacdo de citocinas e de histamina por baséfilos, que por
sua vez liberam IL-4, capaz de atuar de maneira pardcrina, induzindo a produgao
de mediadores pro-inflamatoérios (prostaglandina D2 e leucotrieno C4) e outras
citocinas pelos mastdcitos. Ainda, de acordo com estas colocacdes, citocinas de
perfil Th2 (IL-4, IL-5, IL-3) ou Thl (IL-18) podem induzir altera¢des nas vias
intracelulares biosintéticas de basofilos e mastdcitos, alterando processos

alérgicos inflamatérios. Outro mediador de acdo autdcrina é o SCF (fator



estimulador de coldnia), considerado um importante fator de crescimento, de
diferenciacdo e de quimiotaxia para mastdcitos humanos, que é produzido por
mastocitos pulmonares e capaz de sustentar a hiperplasia de mastdcitos durante
uma reacdo asmadtica. Esses resultados enfatizam as interagdes entre células
FCeRI" e seus mediadores quimicos (MARONE et al., 2005).

Mediadores quimicos liberados por mastécitos podem guiar uma resposta
imunolégica durante episddios de reagdes alérgicas. Um exemplo € uma serina
protease, a triptase, encontrada quase que, exclusivamente, em granulos de
mastdcitos, a qual pode agir como um potente modulador do extravasamento
vascular e da resposta inflamatéria. A liberacdo de triptase de mastocitos e
subseqiiente ativacdo de PAR-2 (receptor 2 de proteinase ativada) estdo
implicados na patogénese da injuria pulmonar (ITOH et al., 2005).

O curso das doencas alérgicas ocorre, tipicamente, em duas fases: reacao
de hipersensibilidade imediata (apds, aproximadamente, uma hora pds-exposi¢cao
ao alérgeno) e a reacdo de fase tardia (ap0s, aproximadamente, 12 horas ou mais
pos-desafio com o alérgeno). Os mastdcitos sdo células efetoras fundamentais na
reacdo de hipersensibilidade imediata e liberam histamina, proteases, citocinas
inflamatorias, quimiocinas e mediadores lipidicos. A reacdo de fase tardia recruta
células inflamatdérias como eosinofilos, basofilos, linfécitos T, neutrofilos e
macrofagos para o sitio de inflamacdo alérgica. Quimiocinas como eotaxina 1,
eotaxina 2, RANTES, MCP3, MCP4 e MIPla desenvolvem um papel pivd no
direcionamento da reacdo de fase tardia, pois afetam ambos: a expressdo de
moléculas de adesdo no endotélio vascular e desenvolvem um gradiente
quimiotatico para o recrutamento de células. A reacdo de fase aguda, ndo é
responsavel apenas pelos sinais clinicos iniciais da inflamag¢do alérgica, mas em
esséncia, também, € responsavel pela geracdo da resposta de fase tardia e da
doenca alérgica cronica (GELFAND, 2004; MIYAZAKI et al., 2005).

Algumas caracteristicas sugerem que células FCeRI" possuem um papel
central nas reacdes alérgicas inflamatérias pulmonares: a localizacdo de
mastécitos em determinados compartimentos pulmonares, a habilidade de

basofilos em migrar para sitios de inflamacdo alérgica, a forca efetora de ambos



tipos celulares, a presenca de receptores relacionados com a diferenciacdo
microbiana e a sua plasticidade na resposta a diferentes antigenos. Contudo,
mastocitos diferem imunoldgica, bioquimica e farmacologicamente de basofilos,
que sdo células com papéis distintos na orquestragdo da inflamacao das vias
aéreas. Mais do que isso, diferentes subpopulacdes de mastdcitos, ou mastocitos
em diferentes estigios de maturagdo, desempenham também diferentes papéis
protetores durante os processos alérgicos (MARONE et al., 2005).

Experimentalmente, algumas substincias (composto 48/80, veneno de
abelha, ion6foros de cédlcio) podem ser utilizadas para o estudo dos processos de
desgranulacdo dos mastocitos e suas conseqiiéncias, possibilitando se observar
seu papel, por exemplo, durante as reacOes alérgicas (ENERBACK, 1966c;
PEARCE, 1986; MOON et al., 2004). Porém, a participacdo de mastdcitos em
respostas imunoldgicas, reagdes inflamatorias e parasitarias tem sido amplamente
investigada, como observado em helmintiases intestinais, nas quais a hiperplasia
de mastocitos faz com que estes sejam considerados células efetoras e/ou
reguladoras na expulsdo de certos parasitas intestinais, mediada pelo sistema
imune (NAWA, 1994). Os mastdcitos possuem ainda atividade citotoxica contra
esquistossomulos de Schistosoma mansoni, pois liberam leucotrienos e agem
sinergisticamente com eosindfilos (HENDERSON & CHI, 1998). Tal interacio
celular entre mastdcitos e eosinofilos e o aumento do nimero destes tipos
celulares podem ser notados ainda apds infeccdo experimental por Toxocara
vitulorum em fragmentos intestinais de bufalos (NEVES et al., 2003).

Outros estudos demonstram a participacdo de mastdcitos em infecgdes
como por Eimeria nieschulzi ou por Nippostrongylus brasiliensis, nas quais
observa-se um substancial aumento do numero de mastdcitos de mucosa
intestinal (HUNTLEY et al., 1985); ou por Strongyloides venezuelensis na qual
ha evidéncias de que mastocitos sao ativos durante sua expulsdo (ONAH et al.,
2000). Durante infec¢des por Giardia lamblia pode ocorrer recrutamento de
mastocitos de mucosa e mastocitos de tecido conjuntivo na fase de pico da
infeccdo (HARDIN, 1997). J4 Clostridium difficile € capaz de liberar toxina A,

substancia indutora da secrecdo de mediadores inflamatérios por mastocitos



(CALDERON et al., 1998). Outro exemplo pode ser observado apés infecgio por
Trichinella spiralis que resulta na liberacdo de proteases por mastodcitos de
submucosa do jejuno e mastdcitos do baco de camundongos (FRIEND et al.,
2000; McDERMOTT et al., 2003). T. spiralis induz também a expressdao de
protease serina 9 (mMCP-9) em mastdcitos da submucosa do jejuno e do baco de
camundongos. Esta protease é, primeiramente, expressa por mastocitos da
submucosa do jejuno, antes de ser detectada em qualquer outra célula, inclusive
em células esplénicas (FRIEND et al., 2000).

Algumas  alteracdes  encontradas em  carneiros  infectados,
experimentalmente, com Oestrus ovis e Trichostrongylus colubriformis estao
associadas a modificagcdes significantes nas populacdes de mastocitos, leucocitos
e eosindfilos dos tratos digestorio e respiratorio (YACOB et al., 2002).

Apo6s andlise microscopica e morfométrica de células, da mucosa do ileo
no sitio de infeccao, de gerbis infectados com parasitas adultos de Taenia solium
observou-se um discreto aumento do numero de plasmdcitos, linfécitos e
fibroblastos, um aumento moderado no nimero de eosindfilos e neutrofilos,
porém um grande aumento do nimero de células caliciformes e mastdcitos. A
concentracdo de histamina do fluido intestinal, também, aumentou nos animais
infectados por T. solium, seguindo um comportamento similar ao observado no
nimero de mastocitos. Avila e colaboradores (2002) sugerem que o aumento do
nimero de células caliciformes e de mastdcitos pode estar relacionado com a
expulsdo de T. solium em gerbis.

Camundongos infectados por Schistosoma japonicum sdao resistentes ao
nematddeo Strongyloides venezuelensis. O nimero de adultos S. venezuelensis
contados em camundongos, apds seis semanas de infeccdo por S. japonicum, foi
significantemente diminuido. Observou-se nimeros significantes de larvas de S.
venezuelensis que foram eliminadas durante trés dias do pulmao de camundongos
infectados por S. japonicum, enquanto que os dados histoldgicos revelam que a
infeccdo estd associada com forte infiltracdo eosinofilica pulmonar. Além disso,
vermes adultos de S. venezuelensis implantados no duodeno de camundongos

infectados por S. japonicum nao podem se estabelecer no intestino, estando este



resultado associado com a mastocitose na mucosa. A ativagdo de eosinofilos e
mastdcitos intestinais estd correlacionada com a elevada expressao de RNAm de
IL-3, IL-4 e IL-5 em camundongos infectados por Schistosoma japonicum
(MARUYAMA et al., 2000).

Ha evidéncias convincentes de que mastdcitos sdo importantes na
fisiopatologia da infec¢do contra bactérias Gram-negativas, como potencializa¢ao
da morte bacteriana, através do recrutamento de células fagocitdrias e da
liberagdo de moléculas imunomodulatérias como TNF-a. Mastdcitos incubados
com fimbrias de Escherichia coli tipo 1 cepa ORN103 exibiram uma forte
resposta proliferativa, especialmente apds 2 dias de incubacgdo. Utilizando um
camundongo com cistite urindria, observou-se que fimbrias de E. coli tipo 1
podem induzir a hiperplasia de mastécitos da bexiga durante a infec¢do e a
liberacdo de histamina, leucotrienos e TNF-o pelos mesmos. Camundongos
deficientes em mastdcitos apresentaram redugcdo da morte bacteriana na bexiga
em relacdo a camundongos selvagens. A importincia de mastocitos na
patogénese de infec¢des do trato urindrio por bactérias Gram-negativas pode
ocorrer em resposta a secrecdo de mediadores quimicos e apds estimulo
bacteriano (MALAVIYA et al., 2004).

Além das respostas a parasitas e bactérias, mastocitos podem participar
das respostas imunes contra virus como HIV-1. Mastdécitos humanos e baséfilos
sdo as principais células que expressam receptores de alta afinidade para IgE
(FceRlI) e, durante a infeccdo por HIV-1, sdo produzidos altos niveis de IgE. Em
pacientes HIV-1 positivos ocorre aumento da prevaléncia e da severidade das
reacOes alérgicas e das reacOes a drogas. Sendo assim, mastdcitos e basofilos
podem ser mediadores na infec¢do por HIV-1 (MARONE et al., 2001).

Outro aspecto que deve ser destacado € a participagdo dos mastdcitos na
imunidade inata que, juntamente, com a imunidade adaptativa formam um
sistema de defesa que permite a identificacido e eliminacdo de agentes estranhos.
A imunidade inata desenvolve a primeira linha de defesa contra patégenos
através do reconhecimento antigénico e da sinalizagdo para a imunidade

adaptativa (McGUINNESS et al., 2003). O reconhecimento antigénico depende



da apresentacdo de moléculas estranhas pelo complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) e os mastdcitos expressam MHC e moléculas co-
estimulatérias, portanto podem comportar-se como células apresentadoras de
antigenos (VINCENT-SCHNEIDER et al., 2001; GALLI et al., 2005).
Mastdcitos sdo capazes também de desempenhar importante papel na regulagdo
da resposta imune através da secrecdo de seus mediadores quimicos. Tais
mediadores podem influenciar as fungdes de linfécitos T “naive” induzindo sua
diferenciagdo, preferencialmente, em uma subpopulacdo de linfocitos produtores
de citocinas de perfil Th2 e estimular a sintese de IgE por linfécitos B (MAYR et
al., 2003).

Mastdcitos de tecido conjuntivo sdo capazes de produzir citocinas, assim
como células NK, e participar de respostas imunes com liberacdo de citocinas
tanto de perfil Th2 quanto de perfil Thl. O perfil Thl foi observado em
mastécitos de infiltrado tumoral de mama e, tal participacdo estd relacionada a
um prognostico favordvel. Mastocitos podem ainda expressar STAT4, assim
como linfécitos B, linfécitos T, células NK, macréfagos e células dendriticas.
STAT4 é uma proteina que possui importante papel na indu¢ao da producao de
citocinas, em células imunocompetentes, capaz de ativar genes relacionados com
a producio de citocinas de perfil Thl (KATAOKA et al., 2005).

Mastocitos sdao células que participam da imunidade de mucosas:
pulmonar, intestinal e oral. A tolerancia oral demonstra como o sistema imune
pode, eficientemente, inibir a resposta imune contra antigenos através da via oral.
O comportamento da via oral revela uma intricada rede de fatores do sistema
imune envolvida em sua tolerancia, como: fatores genéticos, flora intestinal, dose
do antigeno, influéncia de processos digestivos em células apresentadoras de
antigeno (células dendriticas e células epiteliais intestinais) e apresentacdo
antigénica a linfécitos T. No caso de um contato no trato gastrintestinal com
antigenos, potencialmente prejudiciais, uma resposta inflamatéria conduzida por
um subtipo de linfécitos T serd ativada para a prote¢do do hospedeiro, porém no

caso de um contato com nutrientes ou organismos inofensivos uma resposta



conduzida por linfécitos T supressores serd ativada e levard a uma tolerancia
imunolégica (SAMPSON, 2005).

Sampson (2005) relata ainda que grandes avancos tém sido realizados no
entendimento da imunidade da mucosa, na tolerancia oral, nas propriedades
estruturais de alérgenos, na imunopatogénese e nas desordens causadas pela
hipersensibilidade a alimentos. O trato gastrintestinal do corpo humano possui a
maior area de superficie exposta a0 meio externo e confronta-se com uma grande
quantidade de carga antig€nica presente em proteinas de alimentos, organismos
comensais € patogénicos. O sistema imune da mucosa intestinal tem
extraordindria habilidade em distingiiir entre proteinas derivadas de patogenos e
proteinas derivadas de alimentos ou organismos comensais (SAMPSON, 2005).
Segundo James (2005), esta capacidade de protecdo (contra patdgenos) e, ao
mesmo tempo, de tolerancia (a produtos alimentares e a flora microbiana
comensal residente no intestino) deve estar em harmonia. Qualquer desequilibrio
nestes mecanismos imunoldgicos fundamentais pode desencadear distirbios na
mucosa intestinal. H4 duas doencas que exemplificam tais distirbios: doenca
celiaca, caracterizada pela perda de tolerancia a peptideos alimentares e, doenga
de Crohn’s, esta representa uma complexa desordem que envolve uma resposta
imune inata anormal a microflora intestinal (JAMES, 2005).

A manutencdo da homeostase na extensa e vulnerdvel mucosa estd
protegida por defesas imunes especializadas e anti-inflamatérias, como a
formacdo e exportacdo de anticorpos IgA secretores e a indugdo da tolerancia
contra substincias soldveis, como bactérias comensais ou proteinas alimentares.
Além da habilidade em distinguir antigenos na superficie mucosa, outra
caracteristica do sistema de mucosa € a inducdo da imunidade sistémica, que
depende da carga antigénica enviada para os linfonodos (via aferente) e para o
baco (via sangiiinea). A principal fonte de linf6citos B de mucosa, produtores de
IgA, sdo as placas de Peyer do intestino delgado, estruturas MALT (tecido
linféide associado a mucosa) tipicas, encontradas em humanos, roedores e

coelhos (BRANDTZAEG & PABST, 2004).



Deve-se ressaltar ainda que ha uma estreita associacao entre as respostas
alérgicas das vias aéreas (jd relatadas anteriormente) com 0S Processos
inflamatorios alérgicos desencadeados no esdfago, estdbmago e intestino delgado.
Em outras palavras, hd semelhancas entre as respostas imunolégicas ocorridas

nas mucosas (SAMPSON, 2005).

3.2. Toxoplasma gondii

3.2.1. Historico e taxonomia

T. gondii € um parasita, obrigatoriamente intracelular, descrito em dois
importantes laboratdrios: Instituto Biologico de Sao Paulo (SPLENDORE, 1908)
em coelhos e Instituto Pasteur De Tunis (NICOLLE & MANCEUX, 1908) em
um roedor do norte da Africa, o Ctenodactylus gondi, o qual deu origem ao nome
da espécie (PFEFFERKORN, 1990). O nome do género é derivado da palavra
grega “toxon” (arco) em referéncia ao formato do organismo.

O parasita pertence ao reino Protista, subreino Protozoa, filo
Apicomplexa, classe Sporozoa, subclasse Coccidia, ordem Eucocciciida,

subordem Eimeriina e familia Sarcocystidae (WERK, 1989).



3.2.2. Morfologia

O protozodrio possui forma arqueada, mede aproximadamente 6 pm de
comprimento € 2 pum de largura e apresenta duas regides distintas: uma
extremidade anterior afilada onde situa-se o aparelho apical e outra no pdlo
oposto arredondada. Possui nucleo, numerosas organelas (micronemas, granulos
densos, condide, mitocOndrias, reticulo endoplasmadtico, citoesqueleto, complexo
de Golgi, ribossomas, granulos de amilopectina) e duas membranas: uma externa
continua, a membrana plasmdtica propriamente dita e outra interna composta por
duas membranas que formam um complexo, que é descontinuo e interrompido

por fenestragdes (DUBEY et al., 1997).

3.2.3. Formas evolutivas e ciclo biologico

T. gondii é um protozodrio que possui ciclo biolégico heteroxénico, ou
seja, aquele que desenvolve-se em hospedeiros definitivos (fase sexuada)
representados pelos felideos domésticos e selvagens, e em hospedeiros
intermedidrios (fase assexuada) representados por diferentes espécies de
mamiferos, aves e at¢ mesmo alguns tipos de invertebrados (WERK, 1989;
DUBEY, 2004).

T. gondii possui trés formas evolutivas: taquizoitas, bradizoitas (em cistos
teciduais) e esporozoitas (no interior de oocistos). Tais estdgios estdo,
intimamente, ligados a um complexo ciclo de vida. O ciclo bioldgico completo
do parasita desenvolve-se em duas fases, uma assexuada que ocorre tanto nos
hospedeiros intermedidrios como nos definitivos (nestes encontram-se taquizoitas

e bradizoitas) e uma fase sexuada que ocorre apenas nos hospedeiros definitivos:



os felideos domésticos e selvagens (nestes encontram-se oocistos) (DUBEY et
al., 1997).

A fase sexuada do ciclo de vida do parasita inicia-se com a ingestdo de
cistos teciduais (contendo bradizoitas) pelo gato ou outro felideo culminando,
apo6s vdrias etapas intermedidrias, com a producido de macro e microgametas no
intestino do hospedeiro definitivo. A fusdao dos gametas produz um zigoto, que
secreta uma membrana cistica rigida, que € eliminado juntamente com as fezes
como oocisto ndo esporulado. Durante a infeccdo aguda um gato pode excretar
por volta de 100 milhdes de oocistos por dia (KASPER & BOOTHROYD, 1993;
MONTOYA & LIENSEFELD, 2004). Apos 1 a 5 dias de exposicdo ao ar e a
temperatura ambiente, o oocisto esporula e produz dois esporocistos, cada um
contendo quatro esporozoitas (DUBEY et al., 1997). Entao, tais oocistos tornam-
se altamente infecciosos e podem permanecer vidveis por muitos anos no solo ou
serem acidentalmente ingeridos por humanos e outros animais (KASPER &
BOOTHROYD, 1993).

Quando ingeridos os oocistos liberam os esporozoitas que infectam o
epitélio intestinal do hospedeiro intermediario e produzem as formas assexuadas
de taquizoitas, ocorrendo assim uma infeccdo aguda e talvez, posteriormente,
uma infec¢do cronica com o desenvolvimento das formas taquizoitas em
bradizoitas. Os taquizoitas (takys = rdpido em grego) penetram em células
nucleadas, desenvolvem pseudocistos ou vactiolos parasitéforos (importante para
protecdo contra mecanismos de defesa da célula hospedeira) e multiplicam-se
rapidamente por endodiogenia (processo semelhante a divisdo bindria, no qual
duas células filhas formam-se no interior da célula made). Apdés um numero
desconhecido de divisdes ocorre o rompimento das células hospedeiras e a
liberacdo dos taquizoitas com posterior infeccdo de células adjacentes (DUBEY
et al., 1998; DUBEY, 2004).

Ap6s alguns dias a infec¢do sistémica, pelos taquizoitas, ocorre o
desenvolvimento de um outro estagio do ciclo de vida de T. gondii: a formagao
de cistos teciduais contendo bradizoitas. Os cistos teciduais permanecem

intracelulares, crescem (seu tamanho varia de 5 a 70 um), podem conter centenas



de bradizoitas e sdo estdgios infectantes para hospedeiros intermedidrios e
definitivos. Embora possam desenvolver-se em qualquer O6rgdo visceral,
incluindo pulmdes, figado e bago, hd uma maior prevaléncia em tecidos neurais e
musculares, como cérebro, olhos e musculatura esquelética estriada ou cardiaca.
Cistos teciduais intactos sdo, provavelmente, inofensivos e podem persistir
durante toda a vida do hospedeiro (KASPER & BOOTHROYD, 1993; DUBEY,
2004). Os bradizoitas (bradys = lento em grego) sdo morfologicamente
semelhantes aos taquizoitas, multiplicam-se lentamente no interior de cistos
teciduais intracelulares e ai podem permanecer sem prejudicar o hospedeiro, a
ndo ser em pacientes imunocomprometidos, nos quais poderia ocorrer a

recrudescéncia da infeccdo (MONTOYA & LIENSEFELD, 2004).

3.2.4. Invasao de células hospedeiras por 7. gondii

O processo de invasdo ocorre em cinco fases principais: (1)
reconhecimento célula-célula; (2) adesdo entre as células; (3) penetracdo no
interior da célula hospedeira; (4) secrecdo de antigenos pelo protozoario e (5)
modificacbes na membrana do vacuolo parasitéforo (MINEO & KASPER,
1994).

T. gondii, potencialmente, é capaz de parasitar qualquer célula nucleada
através de um mecanismo dindmico, o qual € distinto do mecanismo de entrada
de outros microorganismos intracelulares (CARRUTHERS, 2002; DENKERS &
BUTCHER, 2005). A maioria dos virus e bactérias intracelulares necessita da
participacdo da célula hospedeira (via pinocitica ou fagocitica) ao contrério de 7.
gondii que penetra, ativamente, na célula hospedeira utilizando seu citoesqueleto
(CARRUTHERS, 2002). Sugere-se, entdo, que a invasao de células hospedeiras
por T. gondii seja um processo, dependente ndo s6 da capacidade motora do

parasita, mas também de seu metabolismo energético. Esta habilidade motora



envolve movimentos espiralares do corpo celular e o rearranjo dos microtibulos
que rodeiam o condide que, apds o contato fisico com a célula hospedeira, se
expande em direcdo a membrana da mesma (BONHOMME et al.,, 1992;
OLIVEIRA-LIMA et al., 2001).

Além da influéncia dos elementos estruturais do citoesqueleto de 7. gondii
sd0 necessarias organelas secretdrias como micronemas, roptrias € granulos
densos durante o processo de invasdo as células hospedeiras (BLACK &
BOOTHROYD, 2000). Tais organelas desencadeiam uma seqii€éncia de eventos,
precisamente orquestrados, durante a invasao que inicia-se com uma descarga de
proteinas derivadas das micronemas na superficie da célula hospedeira.
Micronemas, localizadas na regido apical do parasita, sdo as primeiras organelas
a descarregarem suas proteinas, desempenhando um papel na adesdao do parasita
a célula hospedeira. Das trés organelas citadas anteriormente as micronemas sao
as mais conservadas no grupo dos seres Apicomplexa, o que implica na idéia de
que esta seja a mais importante organela durante a invasao da célula hospedeira.
O conteudo das roptrias €, subseqiientemente, liberado no citoplasma da célula
hospedeira e participa da biog€nese do vacuolo parasitéforo. Finalmente, o
conteudo dos granulos densos é descarregado e as proteinas liberadas associam-
se com a membrana do vacuolo parasitéforo e envolvem-se na aquisicio de
nutrientes da célula hospedeira (CARRUTHERS, 2002; DENKERS &
BUTCHER, 2005).

Durante a invasdao que dura, aproximadamente, de 20 a 30 segundos a
membrana plasmadtica da célula hospedeira se invagina formando um vacutolo que
envolve o parasita (DENKERS & BUTCHER, 2005).

Proteinas de superficie celular da célula hospedeira com exce¢do daquela
na qual o parasita estd ancorado, a glicosilfosfatidilinositol (GPI), sdo excluidas
da formacdo do vacuolo (DENKERS & BUTCHER, 2005). Sendo assim, a
membrana do vacuiolo parasitéforo, uma bicamada fosfolipidica, ndo apresenta
marcadores de membrana plasmatica da célula hospedeira (JOINER &
DUBREMETZ, 1993). Em outras palavras, o vacutolo formado utiliza-se de

moléculas que governam o reconhecimento pela maquinaria da célula hospedeira



e como resultado mant¢ém um pH neutro e permanece segregado das vias
endociticas e exociticas da célula hospedeira (KIMATA & TANABE, 1987;
WERK, 1989; PFEFFERKORN, 1990; FURTADO et al., 1992; DENKERS &
BUTCHER, 2005). A proteina de superficie P30 presente na membrana do
vacuolo parasitéforo, logo apds a invasdo por 7. gondii, sugere que produtos do
parasita possam migrar para a membrana do vacuolo, tornando-a uma membrana

hibrida (KIMATA & TANABE, 1987).

3.2.5. Vias de infeccao e epidemiologia

T. gondii é um protozodrio abundante na natureza (DUBEY et al., 1997),
possui distribui¢cdo cosmopolita e se desenvolve nos mais diversos tipos celulares
nucleados de diferentes espécies. Estima-se que até 5x10° pessoas estejam
infectadas por 7. gondii (WERK, 1989; DUBEY, 2004; DENKERS &
GAZZINELLI, 1998).

T. gondii pode ser transmitido através de transfusdo sangiiinea,
transmissdo dérmica (a partir de lesdes), ingestdo de alimentos contaminados,
transmissdo congénita ou transplacentdria ou através de algum acidente
laboratorial. Humanos ou outros animais podem infectar-se, principalmente,
através da via oral ingerindo oocistos presentes em dgua ou vegetais ou ingerindo
cistos teciduais encontrados em carne crua ou mal passada. Humanos podem
ainda adquirir toxoplasmose através de cdes domésticos que tiveram contato com
fezes de gatos. Os felideos infectam-se geralmente através da ingestdo de
oocistos liberados por outros felideos ou de cistos encontrados na carne de outros
animais (WONG & REMINGTON, 1993; DUBEY, 2004). Segundo Aliberti
(2005) a principal via de transmissao € a predagdo, ou seja, gatos que alimentam-
se de camundongos infectados. Sendo assim, percebe-se que 7. gondii adaptou

suas diferentes fases do ciclo bioldgico podendo infectar hospedeiros com



diferentes comportamentos alimentares: para infectar herbivoros ha o ciclo oral-
oocisto e para carnivoros hd o ciclo oral-cisto tecidual (WONG &
REMINGTON, 1993; DUBEY, 2004).

Gatos domésticos sdo provavelmente a principal fonte de contaminacdo
ambiental, pois liberam grande quantidade de oocistos, permitindo assim a
continuidade do ciclo biologico de T. gondii. Oocistos quando esporulados
sobrevivem por longos periodos em condi¢des ambientais adequadas, como em
solo umido, no qual podem sobreviver de meses a anos. Podem ainda suportar
longos periodos em outros locais como em frutas e vegetais. Oocistos no solo
podem ser dispersos mecanicamente por moscas, baratas, besouros e minhocas

(DUBEY, 2004).

3.2.6. Toxoplasmose e a resposta imunoldgica contra 7. gondii

A toxoplasmose € usualmente assintomdtica em individuos
imunocompetentes, entretanto em fetos ou em individuos imunocomprometidos,
como transplantados, HIV (virus da imunodeficiéncia adquirida) positivos ou
apresentando algum tipo de tumor, a toxoplasmose pode resultar em lesdes
debilitantes e até mesmo letais. Nestes, a infeccdo pode ser reativada a partir do
rompimento de cistos teciduais, disseminacdo de bradizoitas e conversdo em
taquizoitas (WONG & REMINGTON, 1993; DUBEY, 2004).

A gravidade da toxoplasmose congénita depende do periodo da gravidez
no qual a mae se infectou. Pode consistir apenas de uma leve deficiéncia visual
no feto, levar ao desenvolvimento da Tétrade de Sabin (retinocoroidite, hidro ou
microcefalia, convulsdes, calcificacdes cerebrais e retardamento mental) ou em
casos mais extremos ao aborto (FERRO et al., 2002).

A toxoplasmose adquirida apds o nascimento pode desenvolver diferentes

manifestacoes clinicas. Linfadenopatias sdo as formas clinicas mais comuns



observadas em humanos, acompanhadas de sintomas como febre, fadiga, dor
muscular, inflamacdo na garganta, dor de cabeca e mal-estar. Embora tais
sintomas de fase aguda apresentem um quadro benigno, o diagndstico nesta fase
¢ vital em mulheres gravidas, por causa do risco oferecido ao feto. A
toxoplasmose ocular e encefélica desencadeiam manifestagdes clinicas mais
graves, especialmente, em pacientes imunocomprometidos. A toxoplasmose é
uma das principais causas de morte em individuos aidéticos (DUBEY, 2004).

O estudo da patogénese da infec¢ao por 7. gondii deve considerar diversos
fatores que podem influenciar o padrdo de resposta imune do hospedeiro frente
ao parasita. Sabe-se, por exemplo, que o sexo e a idade podem ser decisivos no
estabelecimento de um determinado tipo de resposta imune (KITTAS &
HENRY, 1980; WALKER et al., 1997; PORTELA et al., 2004). A linhagem do
camundongo e a sua bagagem genética também podem conferir ou nao
resisténcia ao parasita. Brown e colaboradores (1994) verificaram que
camundongos BALB/c t€ém menores quantidades de cistos cerebrais e menor
desenvolvimento de encefalite em relacdo a camundongos C57BL/10J.

Sabe-se que o principal mecanismo de eliminacdo de parasitas
intracelulares, particularmente 7. gondii, € uma apresentacdo de resposta imune
do tipo Th1 pelo hospedeiro que leva a produc¢do de citocinas como: IL-2, IFN-y,
TNF-o0 e IL-12 (GAZZINELLI et al, 1991; HUNTER et al, 1995;
MacDONALD & MONTELEONE, 2001). IL-12 e IFN-y estimulam a producdo
de 6xido nitrico, fundamental na eliminacdo do parasita (KERSTEN et al., 1997).
Buzoni-Gaetel e colaboradores (2001) observaram uma superproducdo de IFN-y
e sintese de 6xido nitrico mediando a inflamacdo de camundongos C57BL/6 apds
infeccdo oral por 7. gondii. IFN-y tem papel crucial na resisténcia contra a
toxoplasmose e pode ser produzido por linfécitos T CD8", linfécitos T CD4" e
células NK em resposta a presenca de 1L-12, tanto in vivo quanto in vitro (SHER
et al., 1993; GAZZINELLI et al.,, 1994). Presume-se que IFN-y participe da
morte celular de T. gondii, através de dois mecanismos: inducdo da producdo de

oxido nitrico ou a deplecdo de nutrientes importantes para a sua sobrevivéncia



(como o triptofano) por tipos celulares parasitados ou ndo (PFEFFERKORN et
al., 1986).

Ap6s a infeccdo de células do epitélio intestinal a sobrevivéncia do
parasita ird depender do seu deslocamento para outros 6rgaos do hospedeiro, em
particular, para o tecido neural, ocular e/ ou muscular. Para facilitar seu
deslocamento o parasita pode encontrar um "meio de transporte" como
mondcitos. Estes, quando circulantes, podem ser infectados e o parasita dentro
deles, opsonizado ou ndo, é hébil para sobreviver e se deslocar (FADUL et al.,
1995). A dificuldade de deteccdo de parasitas no sangue, exceto por técnicas
sensiveis como PCR (reacdo em cadeia da polimerase), sugere que a distribui¢ao
inicial do parasita possa ser principalmente pela via linfatica, e dentro de poucos
dias a uma semana apds a infeccdo experimental em camundongos, taquizoitas
podem ser encontrados no bacgo, placas de Peyer, pulmdes, figado e cérebro
(SUMYUEN et al., 1995).

Experimentos utilizando camundongos C57BL/6 infectados com a cepa
cistogénica ME-49 demonstraram que TNF-a pode ser importante na prevengao
de encefalites causadas por 7. gondii. Sendo que a deplecio de TNF-o pode
induzir um aumento da mortalidade em camundongos durante a fase aguda da
toxoplasmose, mesmo que a cepa utilizada, experimentalmente, seja pouco
virulenta. O tratamento com anticorpos anti- TNF-o e anti- IFN-y leva a redugao
de 6xido nitrico no cérebro e a exacerbagcdo da encefalite (GAZZINELLI et al.,
1993b; GRAU et al., 1992).

Macroéfagos infectados por 7. gondii sintetizam mais IL-12 in vivo e,
conseqiientemente, esta citocina induz o aumento, proporcional, dos niveis de
RNAm que codificam IFN-y. A neutralizacdo de IFN-y ou de IL-12 inibe a
expressao de moléculas do MHC de classe II, resultando na diminui¢do da
resposta celular e no aumento da infeccdo e do crescimento do nimero de
parasitas em macrofagos peritoneais de camundongos in vivo (GAZZINELLI et
al., 1994).

O papel da IL-12 foi estudado também em modelos murinos

imunocompetentes € imunossuprimidos, comparativamente, € observou-se que a



administracdo dessa citocina a estes grupos infectados por 7. gondii, aumenta a
sobrevida de ambos de maneira significativa. Entretanto, tal protecdo é anulada
quando os camundongos sofrem deplecao de IFN-y, TNF-a ou células NK. A
neutralizagdo de IL-12 resulta em 100% de mortalidade em camundongos
infectados (GAZZINELLI et al., 1994; HUNTER et al., 1995) inclusive com a
cepa ME-49, sugerindo que o parasita induz a producdo de IL-12 como
mecanismo de protec@o para hospedeiro, garantindo desta forma a sobrevivéncia
do mesmo e, conseqiientemente, o seu habitat (HUNTER et al., 1995).

A adaptacdo para a sobrevivéncia intracelular de 7. cruzi, T. gondii e
Leishmania sp conta com mecanismos envolvidos com a via de sinalizagdo
intracelular e cada parasita influencia, diferentemente, tal transducdo de sinais
pro-inflamatorios. A infec¢do por 7. gondii tem sido associada com uma defesa
forte e protetora do hospedeiro, caracterizada pela produgdo de citocinas pro-
inflamatérias, que podem até desencadear processos patolégicos. Algumas
hipoteses levam a crer que 7. gondii direciona vias de sinalizacdo pro-
inflamatorias, induzindo a producdo de mediadores soltiveis pelo hospedeiro.
Citocinas como IL-12 e TNF-a sdo prontamente encontradas no soro de
camundongos infectados por 7. gondii, durante a fase aguda. Além disso,
experimentos in vitro com macréfagos, estimulados com tioglicolato, revelam a
supressao da producao de TNF-a e IL-12 em células infectadas por taquizoitas.
A sintese de IL-12 é, eventualmente, iniciada contudo a de TNF-o. permanece
bloqueada. Similarmente, a expressdo de antigenos pelo MHC classe II e a
producdo de 6xido nitrico sdao suprimidos em macréfagos infectados por T.
gondii. Esse fendmeno pode representar um mecanismo de defesa do parasita,
com o objetivo de desviar a atividade microbicida ou a indu¢do da imunidade
mediada por linfécitos T. Outro mecanismo de defesa € representado pela
habilidade de T. gondii em bloquear a translocacdo de NF-xB, a qual esta
implicada com a via de ativagdo de respostas pro-inflamatérias de macrofagos,
incluindo a indug¢do da producdo de TNF-a, IL-12 e 6xido nitrico, o que resulta
em um agravamento da infeccdo. Interessantemente, a ativagdo de STATI

induzida por IFN-y é também defeituosa em células parasitadas, um evento de



sinaliza¢do inicial que leva a uma expressao aumentada de MHC classe II. Esses
resultados levam a crer na possibilidade de 7. gondii agir contra componentes
pro-inflamatorios da cascata de sinalizacdo intracelular. Um outro mecanismo de
evasdo de T. gondii € a sua habilidade em induzir a resisténcia a apoptose de
células infectadas, o que garante ao parasita a prevencdo do desenvolvimento da
morte celular programada da célula hospedeira, possibilitando a sua
sobrevivéncia e, conseqiientemente, a sua disseminacdio (DENKERS &
BUTCHER, 2005).

A habilidade de sobrevivéncia de 7. gondii pode ser critica, dependendo
de sua capacidade em induzir uma potente imunidade celular. Linfécitos T CD4"
Thl e linfécitos T CD8" citotéxicos sdo vitais no desenvolvimento de uma
imunidade protetora, capaz de permitir a sobrevivéncia do hospedeiro durante as
fases aguda e cronica da infec¢do. As propriedades protetoras, de linfécitos T
CD4" Thl e linfécitos T CD8" citotéxicos, devem-se as suas habilidades em
produzir IFN-y e citocinas pré-inflamatorias, conhecidas como as principais
mediadoras da resisténcia contra 7. gondii. Camundongos geneticamente
deficientes, que ndo expressam IFN-y, ndo sobrevivem a fase aguda da infecgdo,
enquanto que a neutralizacdo dessa citocina, mediada por anticorpos, durante a
infeccdo cronica por 1. gondii, demonstra que a producdo continuada de IFN-y e
a presenca de 6xido nitrico sdo necessarias para a sobrevivéncia do hospedeiro.
Outros mediadores quimicos, com atividade antimicrobiana, como os reativos
intermediarios do nitrogénio, podem interferir na atuacao de enzimas metabolicas
chave: indoleamina 2, 3 dioxigenase (mediador quimica capaz de induzir a
degradacao do triptofano) e a familia de proteinas ligadas ao GTP (DENKERS et
al., 2004).

Tiirck e colaboradores (2005) demonstraram que ha um outro importante
mecanismo efetor contra 7. gondii e o grupo B de Streptococcus, que € a
producdo da enzima indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO) capaz de degradar o
triptofano. A producdo de tal enzima estd envolvida com a imunoregulagdo e
defesa antimicrobiana de astrdcitos, células capazes ainda de produzir citocinas,

apresentar antigenos via MHC classe II e estimular linfécitos T pré-ativados de



uma maneira MHC classe II restrita. Além disso, IFN-y produzido por esta célula
permite-lhe restringir o crescimento de vdrios patégenos capazes de causar
encefalites e meningites. A producdo da IDO ocorre em astrocitos apos o
estimulo do IFN-y, que € o seu principal ativador. TNF-o0 também € capaz de
aumentar a atividade da IDO, enquanto que IL-4 e IL-10 s@o inibem a atividade
da IDO, mesmo em células estimuladas por IFN-y, como macréfagos humanos.
A IDO participa de vérias reagdes imunoldgicas celulares como a regulacido da
ativacdo de linfécitos T e é um importante mecanismo efetor contra parasitas,
bactérias e virus. Ainda neste contexto, Silva e colaboradores (2002) observaram
em camundongos C57BL/6 infectados por 7. gondii o aumento da expressdo da
IDO, a diminui¢do dos niveis de triptofano e o aumento nos niveis de kinurenina,
que € um produto direto do catabolismo do triptofano.

Dados clinicos e epidemioldgicos tém levado a investigacdo da acdo de
inibidores de proteases (PI) contra fungos e protozodarios. Esta investigacio
demonstrou que alguns PIs de HIV tém um efeito direto na viruléncia da cepa
RH de T. gondii in vitro. Nos tltimos estagios da infec¢dao pelo HIV ocorre o
desenvolvimento de encefalite toxopldsmica que surge, especialmente, em
individuos com baixo nimero de linfécitos T CD4" (<100 células/ pl de sangue).
O curso clinico e epidemioldgico da infeccdo pelo HIV, tem alterado e exibido
evidéncias de que inibidores de protease (PI) ndo apenas restauram a imunidade
mediada por células, pois também podem inibir a acdo de proteases derivadas de
patégenos. Por exemplo, duas PlIs (ritonavir e saquinavir) podem influenciar
respostas imunoldgicas e vias celulares como: ativacdo da apresentacdo e do
processamento de antigenos e a liberacdo de citocinas inflamatérias e de
quimiocinas por células mononucleares do sangue periférico e por células
endoteliais (POZIO & MORALES, 2005).

O processo inflamatério desencadeado por 7. gondii revela, também, a
participacao de receptores Toll-like (TLR), especialmente, TLR-2 (MUN et al.,
2003). Receptores Toll-like de mamiferos, homélogos a receptores Toll de
insetos, sao importantes durante as respostas da imunidade inata e da adaptativa.

O sistema Toll e o sistema complemento auxiliam na ativagdo da imunidade



adaptativa (FLAJNIK & DU PASQUIER, 2004). Relatou-se que macrofagos
deficientes de TLR-2 sdo incapazes de produzir IL-12 e 6xido nitrico, em

resposta a infec¢ao (KASPER et al., 2004).

3.2.7. Cepas de T. gondii

Diferentes cepas t€ém sido isoladas e sdo, geralmente, classificadas como
virulentas ou avirulentas com base na sua patogenicidade e/ou antigenicidade
para o modelo experimental camundongo, que por sua vez serd resistente ou
susceptivel (BOHNE et al., 1993).

Howe e Sibley (1995) determinaram a estrutura genética populacional de
T. gondii e demonstraram a existéncia de trés tipos clonais predominantes: tipo I,
IT e 1. Cepas do tipo I estdo relacionadas a toxoplasmose humana congénita e a
viruléncia aguda em camundongos, cepas do tipo II relacionam-se aos casos de
reativacdo da infeccdo cronica em humanos e as cepas do tipo III estdo
associadas as infec¢des animais. Segundo os autores, a defini¢ao destes trés tipos
de cepas pode prover uma poderosa combinac¢do para o estudo dos genes que
regulam a patogénese da toxoplasmose (HOWE & SIBLEY, 1995). A
possibilidade de que o gendtipo do parasita influencie a gravidade da doenca em
humanos, é suportada por diferencas na viruléncia, observada em modelos
animais experimentais. Cepas tipos Il e III de T. gondii guiam o desenvolvimento
de uma infec¢do cronica e produzem cistos teciduais em camundongos, nos quais
as cepas tipo I sdo extremamente virulentas, produzindo altos niveis de
parasitemia, com um aumento do risco de transmissdo transplacentdria e da
gravidade da infecc@o em fetos. Diferentes cepas do parasita podem estar muito
bem adaptadas aos diferentes hospedeiros intermedidrios. Dubey e colaboradores
(2003) reportaram que camundongos inoculados com cepas de 7. gondii,

inclusive do tipo III, coletadas de cérebros de cdes (com sorologia positiva para



T. gondii e que foram a Obito em menos de 20 dias) sdo capazes de matar
camundongos. Estes resultados estdo de acordo com estudos de cepas tipo III de
T. gondii, virulentas para camundongos, coletadas de aves em diferentes regides
geogréficas do Brasil. Classificar as diferentes cepas de 7. gondii € extremamente
importante para a caracteriza¢ao epidemioldgica, pois permitird a investigacao da
distribuicdo e da viruléncia de diferentes cepas de parasitas isoladas de
populacgdes animais e humanas (SILVA et al., 2005).

A cepa RH vem sendo intensamente utilizada como padrdao na comparagao
entre cepas. A cepa RH foi isolada em 1939 de uma crianga com quadro letal de
encefalite toxoplasmica (HOWE & SIBLEY, 1995). O principal critério para
avaliar a viruléncia de uma cepa € a porcentagem de mortalidade de
camundongos € o tempo que esses animais levam para sucumbir (FERGUSON &
HUTCHISON, 1981). Quando injetada em camundongos alogénicos (SWISS) ou
isogénicos (BALB/c e C57BL/6), a cepa RH leva-os a morte e por isso é
considerada como sendo uma cepa virulenta ou altamente virulenta. Uma dose de
10° taquizoitas desta cepa seria suficiente para matar em 6-7 dias camundongos
BALB/c (FUJII et al., 1983).

A cepa ME-49 foi originalmente isolada da musculatura de carneiro. E
uma cepa cistogénica e considerada avirulenta ou de baixa viruléncia (LUNDE &
JACOBS, 1983). Em camundongos BALB/c a cepa ME-49 de T. gondii produz
cistos que sdo, particularmente, evidentes no cérebro. O aparecimento de cistos
caracteriza a fase cronica da infeccdo que persiste por toda a vida destes
camundongos. Por outro lado, camundongos C57BL/6 infectados com a mesma
cepa desenvolvem uma meningoencefalite progressiva com elevada taxa de
mortalidade apos 12 semanas de infeccdo (GAZZINELLI et al., 1993a).

Os fatores que promovem a diferenca existente na viruléncia das cepas
estao sendo estudados. Antigenos especificos de cada cepa tém sido identificados
(WARE & KASPER, 1987; KASPER, 1989; WOODISON & SMITH, 1990;
SOETE et al., 1994).



3.3. Interacao entre mastdcitos e 7. gondii

Mastécitos de ratos Sprague-Dawley foram investigados apds interacao
com taquizoitas de 7. gondii, da cepa RH, isolados de camundongos BALB/c e
alteracdes marcantes foram observadas. Apds contato in vitro os taquizoitas
apresentaram-se aderidos as microvilosidades dos mastocitos, e estes
apresentaram canais intracitoplasmaticos e granulos com conteido exibindo
elétron-densidade moderada e conteddo de granulos no meio extracelular. 7.
gondii exibiu alteracoes morfoldgicas induzidas pela presenca do mastocito como
rompimento de membrana, formagdo de vacuolos intracelulares e destruicdo de
organelas (HENDERSON & CHI, 1998). Koeppel e colaboradores (1998)
relataram um caso de meningoencefalite toxopldsmica em um paciente que
possuia mastocitose gastrintestinal e cutanea. Os roedores Calomys callosus
infectados com 107 taquizoitas da cepa RH de T. gondii apresentaram aumento no
nimero de mastdcitos da regido ocular, quando comparados a roedores nao
infectados, além de um infiltrado de células inflamatoérias. A interacdo entre
mastdcitos e taquizoitas de 7. gondii resultou em um aumento de até 75% na
concentracdo de mastocitos, especialmente, na conjuntiva, € na presenca de
mastdcitos em processo de desgranulacdo. Tais autores sugerem que mastdcitos
apresentam um importante papel na resposta inflamatéria desenvolvida pelo
hospedeiro apds infec¢do por 7. gondii (GIL et al., 2002). Esta afirmativa estd de
acordo com outro estudo realizado em mastécitos do exsudato peritoneal de C.
callosus, que apresentaram-se em processo de desgranulacdo apds infec¢do com
10° taquizoitas de T. gondii. Este tltimo estudo revelou que ocorre aumento do
nimero de mastocitos no exsudato peritoneal de C. callosus apds 12 horas de
infeccdo e diminuicdo apos 48 horas. Tal diminuicdo foi atribuida,
provavelmente, a liberacdo do conteido dos granulos citoplasmaticos dos
mastocitos. A liberacao deste conteido induziu um influxo de neutréfilos para a
cavidade peritoneal de animais infectados (FERREIRA et al., 2004). O influxo de

neutrofilos pode ser atribuido a presenca de CXCR2, ja que este ndo ocorre em



camundongos deficientes de CXCR2 infectados pela cepa VEG de T. gondii
(DEL RIO et al., 2001). Mastécitos de 6rgdaos como linfonodos e intestino
delgado, especialmente o ileo, apresentaram caracteristicas morfoldgicas que
assemelham-se a mastocitos em processo induzido de desgranulacdo pelo
composto 48/80, sugerindo a participacdo dos mastdcitos na resposta imune

contra 7. gondii, também nestes 6rgaos (FERREIRA et al., 2004).



Material e Métodos



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Utilizou-se camundongos BALB/c e C57BL/6 machos adultos, com, no
minimo, 12 semanas, pesando de 20 a 30 gramas, mantidos no Laboratério de
Experimentacdo Animal (LEA) da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU). Os animais foram mantidos em ciclos didrios de 12 horas com
iluminac¢do e doze horas sem iluminacdo a temperatura ambiente de 22°C * 1
e com dieta de dgua e racdo ad libitum para ratos e camundongos Nuvilab CR1

(Nuvital).

4.2. Parasitas e infeccao

4.2.1 Manutencao da cepa RH de T. gondii e sua inoculacio em

camundongos BALB/c e C57BL/6

Para infec¢ao dos animais, utilizou-se a cepa RH de 7. gondii, mantida
através de inoculagdes intraperitoneais em camundongos Swiss, seguindo-se
um critério de 48 a 72 horas de intervalo (CAMARGO et al., 1978; MINEO et
al., 1980), no Laboratério de Experimentacdo Animal da Universidade Federal

de Uberlandia.



Os exsudatos peritoneais foram colhidos através da lavagem com 4 ml
de PBS (solucdo salina tamponada com fosfato 0,01 M pH 7,2) estéril.
Exsudatos peritoneais com menor grau de contaminagio (bactérias, hemacias
ou outros tipos celulares) e maior quantidade de parasitas foram selecionados
para repique e utilizados nos experimentos desenvolvidos neste trabalho.

No presente trabalho, os taquizoitas colhidos do exsudato peritoneal de
Swiss infectados com a cepa RH de T. gondii, foram corados com o corante
vital azul de tripan e contados em camara de Newbauer. Camundongos
BALB/c e C57BL/6 foram inoculados, intraperitonealmente, com um indculo
tinico de 10° taquizoitas vidveis de T. gondii em 400 pl de PBS. O controle da
infeccdo dos camundongos inoculados por 7. gondii foi feito através da andlise
do exsudato peritoneal e aqueles nao infectados (auséncia de taquizoitas no
exsudato peritoneal) foram desprezados. Os camundongos controle foram
inoculados intraperitonealmente, sob as mesmas condi¢des dos animais
experimentais, apenas com o veiculo: 400 ul de PBS.

Todos os camundongos, experimentais ou controle, utilizados foram
sacrificados apos 24 e 48 horas de infeccdo por deslocamento cervical para
coleta de seus exsudatos peritoneais. O exsudato peritoneal colhido quando se
apresentava hemorrdgico era desprezado. Os exsudatos peritoneais
selecionados foram submetidos a andlise a microscopia de luz, microscopia
eletronica de transmissdo ou as células presentes nos mesmos foram contadas

em camara de Newbauer.



4.2.2. Manutenciao da cepa ME-49 de T. gondii e sua inoculacio em

camundongos BALB/c e C57BL/6

Para infeccdo dos animais, utilizou-se a cepa ME-49 de T. gondii,
mantida através de inoculagdes via oral de cistos teciduais em camundongos
C57BL/6 no Laboratério de Experimentacdo Animal da Universidade Federal
de Uberlandia.

Os camundongos C57BL/6 foram inoculados por via oral,
aproximadamente, 2 meses antes do sacrificio com 10 cistos de 7. gondii da
cepa ME-49. Apdés o sacrificio com deslocamento cervical coletou-se o
cérebro que foi macerado em PBS até tornar-se uma solu¢cdo homogénea.
Desta retirou-se 20 ul que foram depositados em lamina para microscopia,
cobertos com laminula e o nimero de cistos de T. gondii contados (FUX et al.,
2003). Estes cistos foram utilizados para inéculo em outros camundongos
C57BL/6 para manutengdo da cepa ME-49 e nos experimentos desenvolvidos
neste trabalho.

Os camundongos destinados aos experimentos, BALB/c e C57BL/6,
foram inoculados oralmente com 20 cistos teciduais da cepa ME-49 de T.
gondii, em 400 ul de PBS. Camundongos controle foram inoculados
oralmente, sob as mesmas condi¢cdes dos animais experimentais, apenas com o
veiculo: 200 ul de PBS.

Todos os camundongos, experimentais ou controle, utilizados foram
sacrificados apds 8 dias de in6culo com deslocamento cervical e tiveram seus
orgaos coletados: figado, cérebro e intestino delgado para andlise a

microscopia de luz, histopatoldgica e/ ou imunohistoquimica.



4.3. Microscopia de luz

Para a andlise morfolégica dos mastdcitos do exsudato peritoneal, de
camundongos controle, BALB/c e C57BL/6, e de camundongos submetidos a
infec¢do com 10° taquizoitas de 7. gondii da cepa RH, apés 24 e 48 horas, as
cavidades peritoneais foram lavadas com PBS e os exsudatos peritoneais
coletados. Foram utilizados 3 animais de cada linhagem para cada tempo e/ ou

experimento desenvolvido. Apds a colheita, os exsudatos peritoneais foram

centrifugados a 500 g durante 10 minutos a 37° C. Seus sobrenadantes foram
desprezados e as suspensoes celulares foram ressuspendidas em 10 ml de
solucdo fixadora: solu¢do de Carnoy (etanol absoluto: cloroférmio: 4cido

acético- 6: 3: 1) durante 1 hora. Apéds a fixagdo, as células foram lavadas e

submetidas a um novo ciclo de centrifugacio a 500 g durante 10 minutos a 37°
C. Em seguida, seus sobrenadantes foram desprezados e as suspensoes

celulares foram ressuspendidas em 1 ml de PBS, centrifugadas a 500 g durante

10 minutos a 37° C, ressuspendidas em Agar Noble 3% (Laboratérios Difco
Ltda).

Para a andlise morfolégica, imunohistoquimica e histopatoldgica os
seguintes oOrgdos foram coletados: figado, cérebro e intestino delgado de
camundongos BALB/c e C57BL/6 ap6s 8 dias de infec¢do com 20 cistos da
cepa ME-49 de T. gondii ou 8 dias de indculo com o veiculo. O intestino
delgado foi coletado em toda a sua extensdo e segmentado em quatro porcoes:
duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo. Estas foram lavadas com PBS e
enroladas, cuidadosamente, em finos palitos de madeira formando um “rolo
suico” (FUX et al., 2003). Foram fixados em solu¢do de Carnoy (etanol
absoluto: cloroférmio: 4cido acético- 6: 3: 1) durante 24 horas a 4° C e
desidratados.

A desidratacdo, tanto das células do exsudato peritoneal quanto dos
orgdos coletados, foi desenvolvida em trés ciclos, de 30 minutos cada,

utilizando-se etanol absoluto. Em seguida, o material foi incluido em resina



plastica a base de glicol metacrilato (Tecknovit 7.100 - KULZER) ou em
Paraplast® (Paraplast® Tissue Embedding Medium (Oxford® Labware-
Division of Sherwood Medical St. Louis, Mo., U.S.A.).

Para evitar a andlise do mesmo mastdcito utilizou-se cortes de 2 um de
espessura do material incluido em glicol metacrilato, semi-seriados com
intervalos minimos de 30 um, através de navalha de vidro. Os cortes foram
distendidos em 4gua destilada gelada, depositados em laminas histologicas e
mantidos a temperatura ambiente para secagem. Em seguida, os cortes foram
corados por 1 minuto com solu¢do aquosa de azul de Toluidina O a 0,5 % e
borato de s6dio 1 %, montados com entellan (entellan neu- Merck, Darmstadt,
Germany), analisados e fotografados no fotomicroscopio Polyvar (Reichert-
Jung) do Laboratério de Histologia da Universidade Federal de Uberlandia.

Para evitar a recontagem do mesmo mastdcito utilizou-se cortes de 4
pm de espessura do material incluido em Paraplast®, semi-seriados com
intervalos minimos de 30 um, através de navalhas descartdveis para
microtomia. Os cortes foram distendidos em banho-maria histoldgico a 40° C,
coletados e depositados em 1aminas histolégicas e mantidos em estufa a 60° C,
com os objetivos de aumentar a aderéncia do corte a lamina e eliminar o
excesso de parafina. Em seguida, os cortes foram desparafinizados, hidratados
e corados com diferentes corantes: hematoxilina de Harris durante 15 minutos
e eosina durante 15 segundos, para andlise histopatoldgica, ou azul de
Toluidina 0,1 % em tampao fosfato citrato pH 3,0 durante 3 minutos para
analise morfolégica ou contagem dos mastdcitos. Além disso, os cortes foram
submetidos a outros procedimentos técnicos para andlise imunohistoquimica,

como sera descrito no item 4.8.



4.4. Microscopia eletronica de transmissao

Para a andlise ultra-estrutural dos mastécitos do exsudato peritoneal, de
camundongos BALB/c e C57BL/6 apds 24 e 48 horas de infeccdo com 10°
taquizoitas de 7. gondii da cepa RH ou inéculo com PBS as cavidades
peritoneais foram lavadas com PBS e os exsudatos peritoneais coletados.
Foram utilizados 3 animais de cada linhagem para cada tempo e/ ou

experimento desenvolvido. Apds a colheita, os exsudatos peritoneais foram

centrifugados a 500 g durante 10 minutos a 37° C, seus sobrenadantes foram
desprezados e as suspensoes celulares foram ressuspendidas em 10 ml de
solucdo fixadora: solucdo de Karnovsky modificada (glutaraldeido a 2,5 % e
paraformaldeido a 2 %) em tampao cacodilato de sédio 0,1 M (cacodylic acid

sodium salt trihydrate purum P.A.- Fluka) em pH 7,2 (KARNOVSKY, 1965)
durante 24 horas a 4° C. Ap6s fixagdo as células foram lavadas e submetidas a

um novo ciclo de centrifugacio a 500 g durante 10 minutos a 37° C. Em
seguida, seus sobrenadantes foram desprezados e as suspensdes celulares

foram ressuspendidas em 1 ml de tampdo cacodilato de sédio 0,1 M,

centrifugadas a 500 g durante 10 minutos a 37° C e ressuspendidas em Agar
Noble 3 % (Laboratérios Difco Ltda). Em seguida, as suspensodes celulares
foram poés-fixadas em tetroxido de 6smio reduzido com ferrocianeto de
potassio: (Merck S. A. Inds. Quimicas, Rio de Janeiro, Brasil) tetr6xido de
O0smio a 1 % em tampdo cacodilato de sédio 0,1 M com ferrocianeto de
potdssio a 1,5 % por 1 hora a temperatura ambiente, lavadas em tampao
cacodilato de sédio e desidratadas em etanol (alcool etilico absoluto P.A. 99,5
%) em concentracdes crescentes. Apos duas passagens em acetona (acetona
P.A. 99,5 %) iniciou-se a pré-infiltracdo, que foi feita lentamente, em trés
etapas utilizando-se a mistura acetona e resina a base de Epon (Epon 812-
Fluka Chemie, Buchs, Switzerland). Durante a primeira e segunda etapa o
material foi mantido em mistura de acetona/ resina Epon na propor¢ao de 2:1 e

1:1 (v/v), respectivamente, € em cada concentracdo ficou imerso por uma



noite; na terceira etapa utilizou-se a propor¢cao de 1:2 (v/v), acetona/ resina

Epon, por 4 horas a 37° C.

No dia seguinte, a solucdo foi submetida a infiltracdo com resina plena,
por 4 horas a 37° C. Finalmente, os exsudatos peritoneais foram incluidos

devidamente orientados e mantidos em estufa a 60° C por 24 horas, no
minimo, para polimerizacao da resina e conseqiiente endurecimento.

Os blocos com o material incluido foram aparados e preparados para
microtomia na miquina de talhar (Reichert-Jung). Cortes semi-finos de 0,5 pm
foram corados com azul de Toluidina O a 1 % (toluidin blau O- Merck,
Darmstadt, Germany) e borato de s6dio a 1 % (borax anhydricum- Reagentes
para andlise ECIBRA- Curitiba, Brasil) a 80° C durante 30 a 60 segundos.
Estes cortes foram analisados para se selecionar a melhor 4rea para ultra-
microtomia.

Para os estudos ultra-estruturais, os cortes ultra-finos foram submetidos
a dupla contrastacdo com acetato de uranila a 3 % (uranylacetat- Merck),
durante 40 minutos a 37° C, método descrito por Watson (1958), e citrato de
chumbo a 1 % (lead II- citrate trihydrate purum- Fluka), durante 40 minutos a
temperatura ambiente, método descrito por Reynolds (1963) e examinados ao

microscopio eletronico de transmissao EM-109 (Zeiss) do Centro de

Microscopia Eletronica (CEME) da Universidade Federal de Uberlandia.

4.5. Contagem do nimero de mastdcitos, neutrofilos, macrofagos e

linfocitos do exsudato peritoneal de camundongos BALB/c e

CS7BL/6

Procedeu-se a contagem em células do exsudato peritoneal de

camundongos BALB/c e C57BL/6 ap6s 24 e 48 horas de infec¢do com 10°



taquizoitas de T. gondii ou in6culo com PBS (utilizou-se no minimo 3 animais

de cada linhagem para cada tempo e/ ou experimento desenvolvido). As

células foram centrifugadas a 500 g durante 10 minutos a 37° C, seus
sobrenadantes foram desprezados, as suspensOes celulares foram
ressuspendidas em 1 ml de PBS e coradas com azul de Toluidina O a 1 % e
borato de s6dio a 1 %. As células foram contadas em cdmara de Newbauer,
que recebeu 10 ul das suspensdes coradas, e seus campos diagonais foram
analisados com correcdo 10”, a andlise foi feita com a objetiva 40x. As células
foram contadas e registradas com o auxilio de um contador manual. No

minimo quatro contagens foram feitas de cada exsudato peritoneal coletado.

4.6. Contagem do nimero de mastocitos do intestino delgado de

camundongos BALB/c e C57BL/6

Para a contagem do numero de mastdcitos presentes nas diferentes
por¢des do intestino delgado (duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo)
de camundongos BALB/c e C57BL/6 ap6s 8 dias de infec¢do com 20 cistos da
cepa ME-49 de T. gondii ou inéculo com PBS (utilizou-se no minimo 3
animais de cada linhagem para cada tempo e/ ou experimento desenvolvido),
estes foram fixados, incluidos, cortados e corados com azul de Toluidina 0,1
% em tampado fosfato citrato pH 3,0 durante 3 minutos, como descrito
anteriormente no item 4.3. Para a contagem dos mastdcitos utilizou-se 4 cortes
de cada porcdo do intestino delgado, em toda a sua extensdo, de animais

infectados ou controle, com auxilio da objetiva de 40x.



4.7. Analise histopatologica

Para a andlise histopatoldgica das diferentes por¢des do intestino
delgado (duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo) de camundongos
BALB/c e C57BL/6 apdés 8 dias de infeccdo com 20 cistos da cepa ME-49 de
T. gondii ou 8 dias de in6culo com PBS (utilizou-se no minimo 3 animais de
cada linhagem para cada tempo e/ ou experimento desenvolvido), estas foram
fixadas, incluidas, cortadas e coradas com hematoxilina de Harris durante 15
minutos e eosina durante 15 segundos, como descrito anteriormente no item

4.3.

4.8. Imunohistoquimica

Para a andlise imunohistoquimica dos o¢rgdos estudados: figado,
intestino delgado e cérebro de camundongos BALB/c e C57BL/6 apés 8 dias
de infeccao com 20 cistos da cepa ME-49 de T. gondii ou 8 dias de in6culo
com o veiculo (utilizou-se no minimo 3 animais de cada linhagem para cada
tempo e/ ou experimento desenvolvido), estes foram fixados, incluidos e
cortados como descrito anteriormente no item 4.3. Em seguida, os cortes
foram submetidos ao seguinte protocolo: (i) foram incubados, duas vezes
durante 20 minutos cada, a temperatura ambiente com 4cido acético 5 % para
bloqueio da fosfatase alcalina endégena; (ii) foram tratados com 2 % do soro
de cabra normal diluido em PBS com Tris 0,05 M, pH 7,4 (TBS) durante 40
minutos a 37° C para bloqueio de ligagdes em sitios ndo-especificos; (iii)
foram incubados com soro de coelho anti-T. gondii, durante 12 horas a 4° C.
Para os controles negativos os anticorpos primdrios foram suprimidos e

utilizou-se soro normal de coelho; (iv) em seguida, os cortes foram lavados



com TBS e incubados com o anticorpo secunddrio anti-Imunoglobulina G
(IgG) de coelho biotinilado produzido em cabra (Sigma Chemical Co., St.
Louis, Mo.) durante 30 minutos a 37° C; (v) o sinal da rea¢do foi amplificado
utilizando-se o sistema ABC (Biomeda, Foster City, Calif.), desenvolvido com
“fast red-naphthol” (Sigma Chemical Co.) e contra corado com hematoxilina

de Mayer’s (FERRO et al., 2002).

4.9. Estudo quantitativo do parasitismo

O parasitismo foi analisado no figado, em um hemisfério cerebral e em
toda a extensdo do intestino delgado de camundongos BALB/c e C57BL/6
apos 8 dias de infec¢do com 20 cistos da cepa ME-49 de T. gondii ou 8 dias de
in6culo com PBS (utilizou-se no minimo 3 animais de cada linhagem para
cada tempo e/ ou experimento desenvolvido). Os Orgiaos foram fixados,
incluidos, cortados e submetidos aos procedimentos técnicos para
imunohistoquimica, como descrito anteriormente no item 4.6. Os cortes foram
cuidadosamente analisados e o nimero de campos parasitados foram contados,
independentemente do nimero de parasitas em cada. Avaliaram-se no minimo
quatro cortes de cada por¢ao do intestino delgado (em toda a sua extensao), de
cada hemisfério cerebral e de, aproximadamente, metade do figado de cada

camundongo, utilizando-se a objetiva de 40x.



4.10. Contagem do niimero de mastdcitos do intestino delgado de

camundongos BALB/c tratados com o composto 48/80

Para a realizacdo destes experimentos quatro grupos de camundongos
foram utilizados, com no méaximo 3 animais em cada. (1° grupo) controle
negativo, indculo com o veiculo, PBS; (2° grupo) controle positivo, indculo
com 20 cistos da cepa ME-49 de T. gondii; (3° grupo) tratamento com o
composto 48/80 e (4° grupo) tratamento com o composto 48/80 e inéculo com
20 cistos da cepa ME-49 de T. gondii. Os camundongos tratados com o
composto 48/80 receberam duas doses didrias do composto 48/80 em doses
crescentes até o quinto dia (1° dia: 0,1 mg/ 100 gramas de peso; 2° dia: 0,2 mg/
100 gramas de peso; 3° dia: 0,3 mg/ 100 gramas de peso; 4° dia: 0,4 mg/ 100
gramas de peso; 5° dia: 0,5 mg/ 100 gramas de peso); no sexto, oitavo e
décimo dia nao houve tratamento; enquanto que no sétimo, nono e décimo
primeiro dia os camundongos receberam duas doses didrias de 0,5 mg/ 100
gramas de peso; finalmente, no décimo segundo dia foram sacrificados. Os
grupos infectados receberam um inéculo com 20 cistos da cepa ME-49 de T.
gondii no quarto dia de tratamento e foram sacrificados apds 8 dias, ou seja,
apo6s 12 dias de tratamento.

Ap6s o sacrificio houve a coleta das diferentes por¢des do intestino
delgado (duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo) de camundongos
BALB/c que foram processadas para analise a microscopia de luz e coradas
com azul de Toluidina, como descrito anteriormente no item 4.3. Para a
contagem dos mastdcitos utilizou-se 4 cortes de cada por¢cdao do intestino
delgado, em toda a sua extensdo, de cada animal infectado ou controle, com

auxilio da objetiva de 40x.



4.11. Analise estatistica

Os dados foram expressos como médias + desvio padrao (SD). As
diferencas estatisticas entre os grupos foram determinadas utilizando-se teste ¢
ndo-pareado (GraphPad Prism 3.0). As diferencas foram consideradas

estatisticamente significantes quando P< 0,05.



Resultados



5- RESULTADOS

5.1. Mastocitos do exsudato peritoneal de camundongos BALB/c e

CS7BL/6 ap6s 24 e 48 horas de infecciao pela cepa RH de 7. gondii

5.1.1. Microscopia de luz e microscopia eletronica de transmissao

A microscopia de luz, as células dos exsudatos peritoneais das duas
linhagens de camundongos analisadas, BALB/c e C57BL/6, apresentaram
caracteristicas semelhantes, inclusive apos 24 e 48 horas de infec¢do pela cepa
RH de T. gondii.

Os mastocitos de camundongos BALB/c e C57BL/6 controle exibiram,
em sua maioria, forma esférica ou ovéide e granulos citoplasméticos, também em
sua maioria, esféricos exibindo didmetros, aparentemente, uniformes que
preenchiam quase todo o citoplasma (Figura 1A). Além de mastdcitos outros
tipos celulares foram encontrados nos exsudatos peritoneais, principalmente,
neutrofilos, macrofagos e linfocitos. Nos exsudatos peritoneais de camundongos,
BALB/c e C57BL/6 ap6s 24 e 48 horas de infec¢do pela cepa RH de 7. gondii, os
mastocitos exibiram forma, em sua maioria, esférica ou ovodide apresentando
variada quantidade de granulos no seu citoplasma. Tais granulos citoplasmaticos
apresentaram diferencas no tamanho, na forma e, as vezes, exibindo conteudo em
imagem negativa (Figuras 1B e 1C). Mast6citos exibindo projecao citoplasmatica
conferindo-lhes uma forma irregular foram, freqiientemente, observados (Figura
1D).

No interior de mastécitos dos exsudatos peritoneais de camundongos

BALB/c e C57BL/6, apos 24 horas de infec¢do pela cepa RH de T. gondii,



encontrou-se quantidade varidvel de vacuolos parasitéforos contendo taquizoitas
(Figuras 1B, 1C, 1E e 1F). A presenca de vacuolos parasitéforos contendo
taquizoitas foi observada também em outros tipos celulares do exsudato
peritoneal (Figuras 1C, 1E e 1F).

Nos camundongos BALB/c e C57BL/6, ap6s 48 horas de infec¢do pela
cepa RH de T. gondii, observou-se que mastocitos e outros tipos celulares com
vacuolos parasitoforos foram raramente encontrados (Figura 1G). Taquizoitas,
em sua maioria, foram encontrados livres no meio extracelular (Figura 1G).

A microscopia eletronica de transmissio os mastécitos do exsudato
peritoneal de camundongos BALB/c e C57BL/6 controle exibiram, em sua
maioria, forma esférica ou ovodide. Seus granulos citoplasmaticos, em sua
maioria, apresentaram conteido homogéneo e elétron-denso preenchendo quase
todo o citoplasma e, alguns, alojados em concavidades da membrana nuclear
(Figura 2A). Apds 24 e 48 horas de infeccdo pela cepa RH de 7. gondii, os
mastocitos dos exsudatos peritoneais de camundongos BALB/c e C57BL/6
nitidamente exibiram menor quantidade de granulos no seu citoplasma. Estes
granulos citoplasmaticos apresentaram, aparentemente, diferencas no tamanho;
na forma; na elétron-densidade do conteddo que apresentou-se moderada,
elétron-densa ou elétron-ldcida, e no seu aspecto, que apresentou-se homogéneo
ou grumoso (Figuras 2B e 2C). Observaram-se ainda granulos citoplasmaticos
fundidos ou em processo de fusdo formando canais intracitoplasmaticos (Figura
2E), granulos citoplasmaticos com halo perigranular elétron-licido (Figura 2E).
Mastdcitos exibindo vactolos parasitéforos no seu interior, com variado nimero
de taquizoitas em diferentes estdgios do processo de endodiogenia, foram
também observados (Figuras 2B e 2C). Pr6ximos a membrana do vacuolo
parasitéforo, destes mastocitos, observaram-se granulos citoplasmaticos
apresentando contetido grumoso e rompimento da membrana perigranular com
liberacdo deste contetido, tanto para o interior do vactolo parasitéforo, quanto
para o meio extracelular (Figuras 2B e 2C).

Mastdécitos em intima associagdo com diferentes tipos celulares (Figura

2B), aparentemente, leucdcitos e macrofagos foram observados. Tais tipos



celulares também apresentaram vacuolos parasitéforos no seu interior (Figura
2B).

Apo6s 48 horas de infeccdo notou-se o predominio de taquizoitas livres no
meio extracelular (Figura 2D). Nos mastdcitos observou-se nitido aumento de
organelas membranosas: reticulo endoplasmatico granular, complexo de Golgi e

mitocOndrias (Figura 2E).

5.1.2. Valores absolutos do nimero de mastocitos, neutrofilos,
macrofagos e linfocitos presentes no exsudato peritoneal de
camundongos BALB/c e C57BL/6 ap6s 24 e 48 horas de infeccao pela
cepa RH de T. gondii

A andlise do exsudato peritoneal revelou que em camundongos BALB/c
ocorre um influxo de mastdcitos, apds 24 horas de infeccdo pela cepa RH de T.
gondii, a0 comparar-se com 0 grupo controle, animais inoculados apenas com o
veiculo: PBS. Este influxo ndo foi observado apds 48 horas de infec¢cao (Gréafico
D).

Em camundongos da linhagem C57BL/6 ndo ha diferenca estatistica no
nimero de mastdcitos da cavidade peritoneal entre camundongos nao infectados
e infectados, tanto apds 24 horas quanto apds 48 horas de in6culo com PBS ou
com taquizoitas, respectivamente (Grafico 1).

O numero de mastécitos encontrados na cavidade peritoneal de
camundongos controle BALB/c apds 24 horas ndo apresentou diferenca
estatistica quando comparado ao nimero de mastocitos encontrados na cavidade
peritoneal de camundongos controle C57BL/6 apds 24 horas, ou seja, sob as
mesmas condi¢des experimentais ndo ha diferenca no nimero de mastdcitos entre
as duas linhagens. Resultados semelhantes foram observados, apds comparagao

do nimero de mastdcitos do exsudato peritoneal entre as duas linhagens, sob



outras condi¢des experimentais: apos 48 horas de in6culo com PBS, 24 horas e
48 horas pés-infeccdo pela cepa RH de T. gondii (Gréfico 1).

Observou-se ainda que o niumero de neutrofilos da cavidade peritoneal de
camundongos BALB/c apresentou um aumento apds 24 horas de infeccao em
relacdo ao nimero de neutréfilos encontrados no grupo controle apds 24 horas de
mmoculo com o veiculo. Porém, o numero de neutréfilos diminuiu,
significativamente, apos 48 horas de infec¢do por 7. gondii quando comparado
com o numero de neutréfilos encontrados na cavidade peritoneal apos 24 horas
de infec¢do (Grafico 2).

Em camundongos C57BL/6 ap6s 24 horas de infec¢do por 7. gondii o
nimero de neutréfilos ndo variou quando comparado ao nimero de neutréfilos
encontrados em camundongos controle apds 24 horas de in6culo com o veiculo.
Semelhantemente, ap6s 48 horas, ndo houve diferenca entre o numero de
neutréfilos encontrados na cavidade peritoneal de camundongos infectados e o
nimero de neutréfilos encontrados em animais nao infectados (Grafico 2).

O ndmero de neutréfilos encontrados na cavidade peritoneal de
camundongos controle BALB/c ou C57BL/6 apds 24 horas foi semelhante ao
nimero de neutr6filos encontrados na cavidade peritoneal de camundongos
controle BALB/c ou C57BL/6 apdés 48 horas. Ao compararem-se as duas
linhagens notou-se que nao ha diferenca estatistica no nimero de neutréfilos em
nenhum dos grupos ap6s as diferentes condicdes experimentais (Gréfico 2).

O nuimero de macréfagos da cavidade peritoneal de camundongos
BALB/c apresentou um aumento significativo apds 24 horas de infeccdo em
relacdo ao numero de macréfagos encontrados no grupo controle apos 24 horas
de in6culo com o veiculo. O nimero de macréfagos do exsudato peritoneal de
camundongos BALB/c controle, apds 24 horas, também foi maior do que o
nimero de macrofagos encontrados no grupo dos camundongos BALB/c
controle, sacrificados apds 48 horas. O nimero de macréfagos da cavidade
peritoneal de camundongos BALB/c nédo variou apés 48 horas de infeccdo em
relagdo ao ndmero de macréfagos encontrados no grupo controle apds 48 horas

de in6culo com o veiculo (Gréfico 3).



Em camundongos da linhagem C57BL/6 ndao ha diferenca estatistica no
nimero de macréfagos da cavidade peritoneal entre camundongos ndo infectados
e infectados apos 24 e/ ou 48 horas de indculo, com PBS ou com taquizoitas,
respectivamente. Ainda, em camundongos C57BL/6, o nimero de macréfagos do
exsudato peritoneal apds 48 horas de indculo com o veiculo foi maior do que o
nimero de macrofagos encontrados no grupo dos animais inoculados com o
veiculo e sacrificados apds 24 horas (Grafico 3).

Camundongos BALB/c e C57BL/6 quando comparados em relacdo ao
numero de macrofagos apresentaram diferenca apos 24 horas de inéculo com o
veiculo, ou seja, em camundongos controle C57BL/6 observou-se um maior
nimero de macrofagos do exsudato peritoneal do que em camundongos controle
BALB/c. Esta diferenca foi a tinica observada entre as duas linhagens (Gréfico
3).

Em camundongos BALB/c o nimero de linfdcitos do exsudato peritoneal
foi, estatisticamente, significante quando se compararam diferentes grupos e
condi¢des experimentais: o numero de linfécitos foi maior no grupo de animais
24 horas poés-infec¢ao do que no grupo de animais controle 24 horas pos-indculo
com PBS; o nimero de linf6citos foi maior também no grupo de animais controle
48 horas pos-indculo com PBS do que no grupo de animais controle 24 horas
pOs-indculo com PBS; e ainda observou-se que o nimero de linfécitos for maior
no grupo de animais 48 horas pds-infeccao do que no grupo de animais 24 horas
pOs-infecgdo (Gréfico 4).

Em camundongos da linhagem C57BL/6 ndo hd diferenca significante
entre o numero de linfécitos da cavidade peritoneal de camundongos 48 horas
pOs-inéculo com PBS com o grupo de animais sacrificados apds 48 horas de
infeccdo por 7. gondii. O numero de linfécitos da cavidade peritoneal de
camundongos C57BL/6 apresentou um aumento significativo apds 48 horas de
in6culo com o veiculo em relagdo ao nimero de linfécitos encontrados no grupo
controle ap6s 24 horas de in6culo com o mesmo veiculo (Gréfico 4).

Apés comparacdo entre as duas linhagens de camundongos, BALB/c e

C57BL/6, observou-se que a diferenca do nimero de linfécitos foi significativa



apos 24 e 48 horas de indculo com PBS no exsudato peritoneal de camundongos

C57BL/6 (Grafico 4).

5.2. Mastocitos do intestino delgado de camundongos BALB/c e
C57BL/6 apés 8 dias de infeccao com 20 cistos da cepa ME-49 de T.
gondii

5.2.1. Microscopia de luz

A andlise morfolégica das diferentes regides do intestino delgado
(duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo) de camundongos BALB/c e
C57BL/6  controle revelou que os mastocitos foram encontrados,
preferencialmente, na submucosa (Figura 5A) e na camada muscular. Estes
exibiram, em sua maioria, forma ovéide e granulos citoplasmadticos esféricos,
também em sua maioria, € com diametros, aparentemente, uniformes
preenchendo quase todo o citoplasma (Figura 5B). Mastécitos do intestino
delgado de camundongos BALB/c e C57BL/6 apds 8 dias de infec¢do com 20
cistos da cepa ME-49 de T. gondii também foram encontrados,
predominantemente, na submucosa e na camada muscular. Tais células
ostentavam, em sua maioria, forma ovoide e variada quantidade de granulos
citoplasmaéticos (Figura 5C). Estes apresentaram diferencgas nitidas no tamanho,
na intensidade da metacromasia (Figura 5D) e alguns granulos exibiram imagem

negativa.



5.2.2. Valores absolutos do nimero de mastdcitos do intestino delgado
de camundongos BALB/c e C57BL/6 ap6s 8 dias de infeccio com 20
cistos da cepa ME-49 de T. gondii

A anilise estatistica e comparativa, a microscopia de luz, do nimero de
mastocitos do intestino delgado de camundongos BALB/c e C5S7BL/6 mostrou
que este foi notadamente maior em camundongos BALB/c. A superioridade do
nimero de mastocitos em camundongos da linhagem BALB/c foi evidente tanto
em animais ndo-infectados quanto em animais infectados. Os mastdcitos foram
ainda, preferencialmente, encontrados no duodeno de camundongos BALB/c e

C57BL/6 infectados ou nao-infectados (Grafico 5).

5.2.3. Analise histopatoldgica do intestino delgado de camundongos
BALB/c e C57BL/6 apé6s 8 dias de infeccio pela cepa ME-49 de T.
gondii

Alteragdes histopatolégicas ndo foram observadas nas camadas que
compodem o intestino delgado, em toda a sua extensdao, em camundongos BALB/c
e C57BL/6 nao infectados (Figuras 7A e 7C).

O intestino delgado dos camundongos BALB/c apresentaram um discreto
infiltrado inflamatério na lamina prépria e submucosa no duodeno, jejuno
proximal e distal. No ileo dos animais foi observado um infiltrado inflamatério
moderado em alguns locais, alargamento das vilosidades e, aparentemente,
diminuicdo de células caliciformes (Figura 7B). Os animais C57BL/6
apresentaram uma reacdo inflamatéria moderada no duodeno e no jejuno, ja no
ileo foi observada uma infiltracio inflamatéria intensa em alguns locais,

alargamento e encurtamento de algumas vilosidades (Figura 7D). De modo geral



os animais C57BL/6 apresentaram uma reacdo inflamatéria mais grave quando

comparados com os animais BALB/c.

5.2.4. Andlise imunohistoquimica do intestino delgado, figado e cérebro
de camundongos BALB/c e C57BL/6 ap6s 8 dias de infeccao pela cepa
ME-49 de T. gondii

A andlise imunohistoquimica revelou a presenca de 7. gondii nos
diferentes 6rgaos estudados: intestino delgado (duodeno, jejuno proximal, jejuno
distal e ileo), figado e cérebro de camundongos BALB/c e C57BL/6. No figado
(Figura 8A) e no cérebro (Figura 8B) a presenca de T. gondii foi notada,
indistintamente, por todo o 6rgdo. No intestino delgado, independentemente, da
sua porcdo os taquizoitas foram encontrados, em sua maioria, na mucosa €
submucosa (Figuras 8C e 8D).

Apo6s anédlise imunohistoquimica do intestino delgado de camundongos
BALB/c ap6s 8 dias de infec¢do pela cepa ME-49 de T. gondii observou-se que o
nimero de campos parasitados foi, estatisticamente, predominante no duodeno
quando comparado com o numero de campos parasitados presentes no jejuno
proximal, no jejuno distal e no ileo. Estes ultimos ndo apresentaram diferenca
estatistica no nimero de campos parasitados quando comparados entre si. Em
camundongos C57BL/6 apds 8 dias de infecgcdo pela cepa ME-49 de T. gondii
notou-se, apos andlise imunohistoquimica, que o nimero de campos parasitados
foi maior no jejuno proximal do que no jejuno distal. Nenhuma outra comparagao
entre as regidoes analisadas (duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo)
apresentou diferenca significante no nimero de campos parasitados (Grafico 6).

O ndmero de campos parasitados foi analisado, ainda, de forma
comparativa entre as duas linhagens de camundongos, BALB/c e C57BL/6, e

diferencas significantes foram observadas no jejuno proximal, jejuno distal e



ileo. Estas regides apresentaram uma quantidade superior de campos parasitados
em camundongos C57BL/6 do que em camundongos BALB/c. Tal supremacia
do nimero de campos parasitados nao foi observada no duodeno, no cérebro e no

figado (Grafico 6).

5.3. Analise do intestino delgado, cérebro e figado de camundongos
BALB/c apés 8 dias de infeccio com 20 cistos da cepa ME-49 de T.

gondii e tratados com o composto 48/80 durante 12 dias

5.3.1. Valores absolutos do numero total de mastocitos do intestino

delgado

A microscopia de luz utilizando-se a objetiva de 40x, observou-se que o
nimero de mastdcitos encontrados no intestino delgado dos camundongos do
grupo 1 (animais sacrificados ap6s 8 dias de inéculo com salina) concentrou-se,
principalmente, nos primeiros segmentos do mesmo, ou seja, o nimero de
mastocitos encontrados no duodeno foi maior do que o nimero de mastocitos
encontrados no jejuno proximal, jejuno distal e ileo. Assim como, o nimero de
mastdcitos encontrados no jejuno proximal foi maior do que o nimero de
mastocitos encontrados no jejuno distal e no ileo. Todavia o nimero de
mastdcitos encontrados no jejuno distal e no ileo ndo variou, quando comparados
entre si.

Nos camundongos do grupo 2 (animais sacrificados apds 12 dias de
tratamento com o composto 48/80) o numero de mastocitos encontrados no
intestino delgado foi maior no duodeno do que no jejuno proximal, jejuno distal e

no fleo. Tal superioridade também foi observada no jejuno proximal destes



animais em relacdo ao jejuno distal. Porém, o nimero de mastdcitos encontrados
no jejuno proximal e no jejuno distal ndo variou em relagdo ao numero de
mastdcitos encontrados no ileo.

Semelhantemente, o numero de mastdcitos encontrados no intestino
delgado dos camundongos do grupo 3 (animais sacrificados apds 8 dias de
infeccao com 20 cistos da cepa ME-49 de T. gondii e 12 dias de tratamento com
o composto 48/80) foi maior no duodeno do que no jejuno proximal, jejuno distal
e no ileo. Contudo ao comparar-se o nimero de mastdcitos encontrados no jejuno
proximal com o nimero de mastdcitos encontrados no jejuno distal e no ileo
nenhuma alteracdo significativa foi observada nestes animais. Assim como,
nenhuma diferenca foi notada entre o nimero de mastdcitos encontrados no
jejuno distal com o nimero de mastdcitos encontrados no ileo.

No intestino delgado dos animais do grupo 4 (animais sacrificados apos 8
dias de infec¢do com 20 cistos da cepa ME-49 de T. gondii) o nimero de
mastocitos encontrados no duodeno ndo variou em relacdo ao numero de
mastdcitos encontrados no jejuno proximal. Entretanto, o niimero de mastdcitos
encontrados no duodeno ou no jejuno proximal foi maior do que o nimero de
mastocitos encontrados no jejuno distal e no ileo. Nenhuma diferenca foi
observada entre o nimero de mastdcitos encontrados no jejuno distal com o
numero de mastocitos encontrados no ileo.

Ao se compararem os segmentos do intestino delgado entre si dos
camundongos pertencentes aos quatro grupos o numero de mastécitos nao

apresentou qualquer alteracdo estatistica significante (Gréfico 7).



5.3.2. Andlise imunohistoquimica de campos parasitados no intestino

delgado, cérebro e figado de camundongos BALB/c

O numero de campos parasitados foi analisado em camundongos BALB/c
infectados durante 8 dias com 20 cistos da cepa ME-49 de T. gondii e tratados
durante 12 dias com o composto 48/80 (Gréfico 8).

Nos animais apenas infectados o nimero de campos parasitados foi,
significativamente, maior no duodeno do que no jejuno proximal e distal. No
grupo dos animais infectados e tratados com o composto 48/80 o nimero de
campos parasitados também se sobressaiu no duodeno em relacdo ao jejuno
proximal e ao ileo (Gréfico 8).

O numero de campos parasitados foi nitidamente inferior em quase todos
os segmentos do intestino delgado (duodeno, jejuno distal e ileo) de
camundongos apenas infectados em relacdo a camundongos infectados e tratados
com o composto 48/80. O predominio de campos parasitados em camundongos
apenas infectados em relagdo a camundongos infectados e tratados com o

composto 48/80 nao foi observado no cérebro e no figado (Gréfico 8).



Documentacao
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Figura A. Fotomicrografia de mastocito colhido do exsudato peritoneal de
camundongo BALB/c controle, apdés 24 horas de inéculo com PBS. Material incluido
em metacrilato. Azul de Toluidina. Cortes de 3 pm.

Figuras B a G. Fotomicrografias de mastocitos colhidos dos exsudatos peritoneais de
camundongos BALB/c e C57BL/6, apés 24 e 48 horas de infeccao pela cepa RH de 7.

gondii. Material incluido em metacrilato. Azul de Toluidina. Cortes de 3 um.

FIGURA A. Mastécito (seta) com forma esférica exibindo granulos citoplasmaticos,
aparentemente, esféricos e de tamanhos aproximados preenchendo quase todo o citoplasma. 550

X.

FIGURA B. Exsudato peritoneal de camundongo BALB/c ap6s 24 horas de infec¢do. Mastdcito
(seta) contendo granulos citoplasmadticos exibindo, nitidamente, diferentes tamanhos e formas

(cabecas de setas) e vactiolo parasit6foro (cabegas de setas duplas) no seu interior. 550 X.

FIGURA C. Exsudato peritoneal de camundongo CS57BL/6 ap6s 24 horas de infecg@o.
Mastécito (seta) com granulos citoplasmdticos, exibindo conteddo em imagem negativa
(cabecas de setas), e vacuolo parasitoéforo (cabegas de setas duplas) no seu interior. Observar

que outras células (asteriscos) do exsudato peritoneal contém vacuolo parasitéforo. 450 X.

FIGURA D. Exsudato peritoneal de camundongo BALB/c apés 24 horas de infecgdo.

Mastdcito exibindo projecio citoplasmatica (seta), conferindo-lhe forma irregular. 550 X.

FIGURA E. Exsudato peritoneal de camundongo CS57BL/6 ap6s 24 horas de infecg@o.
Mastdcito (seta) e outras células (asterisco) do exsudato peritoneal apresentando vactolo

parasit6foro. 450 X.

FIGURA F. Exsudato peritoneal de camundongo C57BL/6 apds 24 horas de infecgdo.
Mastdcito (seta) e outras células do exsudato peritoneal apresentando vacuolo parasitéforo

(asteriscos). 450 X.

FIGURA G. Exsudato peritoneal de camundongo BALB/c apds 48 horas de infecgdo.

Mastdcito (seta). Taquizoitas livres (cabegas de setas) no meio extracelular. 450 X.






PRANCHA 2

FIGURA A. Eletromicrografia de mastocito colhido do exsudato peritoneal de

camundongo C57BL/6 controle, apds 24 horas de in6culo com PBS.

FIGURAS B a E. Eletromicrografias dos exsudatos peritoneais de camundongos
CS57BL/6 e BALB/c, apés 24 e 48 horas de infeccao pela cepa RH de T. gondii.

FIGURA A. Mastécito (MC) com forma esférica exibindo granulos citoplasmaéticos,
em sua maioria, apresentando conteido homogéneo e elétron-denso (asteriscos)
preenchendo quase todo o citoplasma e, alguns, alojados em concavidades da membrana

nuclear (estrelas). 9 600 X.

FIGURA B. Camundongo C57BL/6 ap6s 24 horas de infec¢do. Mostra mastécito (MC)
em associacdo com diferentes tipos celulares (setas) e apresentando poucos granulos
citoplasmaticos de contetido elétron-denso (asterisco branco) ou grumoso (cabecas de
setas). Presenca de vactiolo parasitéforo no interior do mastécito e de outras células
(estrelas) do exsudato peritoneal. Taquizoitas em diferentes estigios do processo de

endodiogenia (asteriscos negros). 6 000 X.

FIGURA C. Camundongo C57BL/6 apds 24 horas de infec¢do. Detalhe do mastdcito
exibido na Figura B. Observar a presenca de granulos citoplasméticos apresentando
conteddo grumoso (asteriscos) e rompimento da membrana perigranular com liberacdo
deste conteudo, aparentemente, tanto para o interior do vacuolo parasitéforo (seta),

quanto para o meio extracelular (cabega de seta). 16 600 X.

FIGURA D. Camundongo BALB/c ap6s 48 horas de infec¢do. Taquizoitas livres

(asteriscos) no meio extracelular. 4 800 X.

FIGURA E. Camundongo BALB/c apés 48 horas de infeccdo. Nota-se em
camundongos BALB/c, ap6s 48 horas de infeccdo, processo de fusdao de granulos
citoplasmaticos indicativo da formacdo de canais de desgranulacdo (asterisco); granulos

com halo elétron-licido (estrelas); reticulo endoplasmatico granular (setas). 16 600 X.






PRANCHA 3

GRAFICO 1. Média dos valores absolutos do nimero total de mastécitos do
exsudato peritoneal de camundongos BALB/c e C57BL/6 controle (apds 24 e 48
horas de in6culo com o veiculo- PBS) ou infectados (durante 24 e 48 horas com
10° taquizoitas da cepa RH de T. gondii). Nimero de mastécitos x10* por

mililitro. *P= 0,0440.

GRAFICO 2. Média dos valores absolutos do nimero total de neutréfilos do
exsudato peritoneal de camundongos BALB/c e C57BL/6 controle (apds 24 e 48
horas de in6culo com o veiculo- PBS) ou infectados (durante 24 e 48 horas com
10° taquizoitas da cepa RH de T. gondii). Numero de neutréfilos x10* por

mililitro. *P=0,0150. **P=0,0309.
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GRAFICO 3. Média dos valores absolutos do nimero total de macréfagos do
exsudato peritoneal de camundongos BALB/c e C57BL/6 controle (apds 24 e 48
horas de in6culo com o veiculo- PBS) ou infectados (durante 24 e 48 horas com
10° taquizoitas da cepa RH de T. gondii). Nimero de macréfagos x10* por

mililitro. *P= 0,0016. **P=0,0055. *** P=0,0001. ****P=(0,0010.

GRAFICO 4. Média dos valores absolutos do nimero total de linfécitos do
exsudato peritoneal de camundongos BALB/c e C57BL/6 controle (apds 24 e 48
horas de in6culo com o veiculo- PBS) ou infectados (durante 24 e 48 horas com
10° taquizoitas da cepa RH de T. gondii). Numero de linfocitos x10* por mililitro.
*P= 0,0001. **P= 0,0075. *** P= 0,0009. ****pP=0,0001. *****P=0,0001.
FkxdRk p=(0,0001.
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FIGURAS A e B. Fotomicrografias de mastocitos presentes nas submucosas
dos intestinos delgados de camundongos BALB/c e C57BL/6 controle, apés 8
dias de indculo com PBS, respectivamente. Material incluido em metacrilato.

Azul de Toluidina. Cortes de 3 um.

FIGURAS C e D. Fotomicrografias de mastocitos dos intestinos delgados de
camundongos BALB/c e C57BL/6, apods 8 dias de infeccao pela cepa ME-49

de 7. gondii. Material incluido em metacrilato. Azul de Toluidina. Cortes de 3

pm.

FIGURA A. Mastécitos (setas), de camundongo BALB/c, na submucosa
exibindo forma ovoide e citoplasma repleto de granulos. Mucosa (M).

Submucosa (SM). Muscular (Mu). 220 X.

FIGURA B. Mastdcitos (setas), de camundongo C57BL/6, com forma ovdide.
Observar granulos citoplasmdticos, em sua maioria, esféricos e preenchendo

quase todo o citoplasma. Nucleo (asterisco). 550 X.

FIGURA C. Mastécito (seta), na submucosa do intestino delgado de
camundongo C57BL/6 infectado, apresentando escassez de granulos

citoplasmaticos. Mucosa (M). Submucosa (SM). Nucleo (estrela). 550 X.

FIGURA D. Mastocitos (setas), de camundongo BALB/c infectado,
apresentando granulos citoplasmaticos (cabecas de setas) exibindo diferencas

nitidas no tamanho e na intensidade da metacromasia. 550 X.



