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Ac: anticorpo

Ag: antigeno

ESA: antigenos excretados e secretados
FcRy'/':camundongos sem a subunidade y no receptor Fc
FcR: receptor hetero-oligomérico que participa do complexo Ag/Ac
GAG: glicosaminoglicana

GM-CSF: fator estimulador de colonia macréfago-granuldcito
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Aplicando eu o meu coragdo a conhecer a sabedoria,
e a ver o trabalho que héa sobre a terra....

Entdo vi toda a obra de Deus, que o homem néo
pode alcangar a obra que se faz debaixo do sol; por mais
que trabalhe o homem para a buscar ndo achar4; e, ainda
que diga o sébio que a vird a conhecer, nem por isso a
podera alcangar.

Eclesiastes, 8: 16-17



Resumo

Em Calomys callosus estudaram-se: 1- os mastdcitos do exudato peritoneal
quanto ao numero apos infecgdo por Toxoplasma gondii; 2- as caracteristicas ultra-
estruturais de mastécitos peritoneais, da derme da orelha e linfonodos
submandibular e dorsal de C. callosus; 3- o comportamento in vivo dos mastocitos
de varios orgdos (orelha, ileo e linfonodos submandibular e dorsal) de C. callosus
apos 48 horas de infecgo por 1. gondii e, também, dos mastdcitos do -exudato
peritoneal apés 12 horas de infecgdo; 4- a capacidade invasiva dos taquizoitas de 7.
gondii em mastocitos do exudato peritoneal de C. callosus apds 12 horas de
infecgdo. Apds 12 horas de infecgdo por 7. gondii observou-se aumento na
quantidade dos mastocitos do exudato peritoneal de C. callosus, o que sugere
ocorrer, diferenciagdo de precursores de mastdcitos presentes na cavidade peritoneal
e migragdo de novos precursores para este local com posterior diferenciagdo. Os
mastdcitos peritoneais € os mastocitos da derme da orelha e dos linfonodos
submandibular e dorsal de C. callosus apresentaram caracteristicas ultra-estruturais
semelhantes entre si exibindo inimeros granulos citoplasmaticos com conteudo, em
sua maioria, elétron-denso e homogéneo. Os mastocitos dos varios orgios (orelha,
ileo e linfonodos submandibular e dorsal) de C. callosus ap6s 48 horas de infecgfio
por 7. gondii e os mastocitos do exudato peritoneal apés 12 horas de infecgdo
apresentaram, ultra-estruturalmente, alteragdes morfolégicas acentuadas: grinulos
citoplasmaticos com contetido pouco elétron-denso, fusio de granulos
citoplasmaticos, presen¢a de canais intracitoplasmaticos com sinais indicativos de
desgranulagdo, rompimento de membrana plasmatica e conteido de granulos no
meio extracelular. Tais evidéncias sugerem que os mastocitos participam da
resposta imune contra a infecgio pelo 7. gondii. Os taquizoitas inoculados na
cavidade peritoneal, apbés 12 horas de infecclio estavam, quase que na sua
totalidade, intracelulares. Estes foram encontrados no interior de varios tipos
celulares, inclusive, em mastocitos. No presente trabalho, descreve-se pela primeira

vez 0 comportamento in vivo dos mastocitos frente a infecgdo pelo 7. gondii.




ABSTRACT

In Calomys callosus was studied: 1- the peritoneal exsudate mast cells, about
its number in different times after Toxoplasma gondii infection, using chamber
hemocytometer; 2- the ultrastructural caracteristics on the mast cells of the
peritoneal exsudate, ear’s skin, submandibular and dorsal lymph nodes of the C.
callosus; 3- the mast cells behaviour in vivo in several organs (ear, ileum,
submandibular and dorsal lymph nodes) after 48 hours of 7. gondii infection using
ultrastructural methods and also of the peritoneal exsudate mast cells using
ultrastructural and histological methods; 4- the invasion capacity of the 7. gondii
tachyzoites in peritoneal exsudate mast cells 12 hours after infection by a light and
electron transmission microscopical; 5- interaction between mast cells and 7. gondii
in vitro using ultrastructural methods and assay/analysis imunofluorescent by a
confocal microscopical. After 12 hours 7. gondii infection we could see an increase
in the amount of peritoneal exsudate mast cells, probably due a local proliferation
and maturation of residing mast cells precursors. The mast cells from the exsudate
peritoneal, ear’s skin, submandibular and dorsal lymph nodes of the C. callosus has
similar ultrastructural caracteristics between each other showing several/acountable
citoplasmatic granules with homogeneus and electron dense content, in its majority.
The mast cells from several organs (ears, ileum and submandibular and dorsal
lymph nodes) of the C. callosus after 48 hours 7. gondii infection and the mast cells
from the peritoneal exsudate after 12 hours 7. gondii infection presented a deep
ultrastructural morphological changes suggesting a desgranulation process:
citoplasmatic granules with a content of a little electron dense, fusion of the
citoplasmatic granules, intracitoplasmatic channels, plasmatic membrane rupture
and content of granules in the extracellular enviroment. This results suggests that
the mast cells belong to the immunological answer against 7. gondii infection. The
tachyzoites intraperitoneally inoculated after 12 hours infection were find almost in

its totality inside many kind of cells, including mast cells. The peritoneal exsudate




mast cells of the C. callosus interation with parasites in vivo and presented
morphological changes indicating desgranulation process, probably due this

interation. This is the first work that describe the mast cell behaviour in vivo during

the 7. gondii infection.
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Introducio i6

1- Introducao

Mastécitos sdo células do tecido conjuntivo amplamente distribuidas pelo
corpo das espécies de vertebrados ja estudadas e a maioria localiza-se em 4reas em
contato direto com o meio externo. Eles sdo freqilentemente observados em intima
associa¢do com nervos e vasos sangiiineos. Mastocitos sdo capazes de iniciar
eventos inflamatorios através da liberagio de mediadores pré-formados incluindo
histamina, serotonina, proteinases € proteoglicanas e a produgdo de novo de
mediadores lipidicos tais como leucotrienos, prostaglandinas e fator ativador de
plaquetas (MARSHALL et al., 1990). A liberagdo de mediadores pode ser induzida
por ampla variedade de estimulos, incluindo antigenos, neuropeptideos e
componentes do sistema complemento.

Os mastdcitos de mamiferos expressam caracteristicas comuns, incluindo
receptores na membrana plasmatica para anticorpos da classe IgE, granulos
citoplasmaticos contendo aminas biogénicas, proteoglicanas e proteases neutras.
Contudo, populagdes de mastocitos mostram diferengas fenotipicas em locais
anatdmicos distintos e este fendmeno ¢ conhecido como heterogeneidade de
mastocitos (BEFUS et al., 1986; GALLI, 1987; SANTOS & MACHADO, 1994;
CHIARINI-GARCIA et al., 2000). Em roedores, mastocitos de mucosa e mastocitos
de tecido conjuntivo contém diferentes proteoglicanas, distingiiidas através de.
métodos histoquimicos (ENERBACK, 1966 a, b; 1986).

Em mamiferos eutérios, os mastocitos apresentam grande heterogeneidade
fenotipica, histoquimica, bioquimica e funcional possivelmente devido a: existéncia
de linhagens distintas de mastocitos; processos celulares de maturagio e
diferenciagdo; estado funcional da célula e influéncia de fatores do microambiente
(GALLI, 1986).

Nos ultimos anos, acumulam-se evidéncias reconhecendo que mastdcitos de
roedores podem ser fonte de grande nimero de citocinas, incluindo: interleucinas
(IL-3, IL-4, IL-5, 1L-6); fator estimulador de colonia de macréfago-granuldcito

(GM-CSF); fator de necrose tumoral-o (TNF-a) e intérferon-y (IFN-y). Expressio
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de algumas destas citocinas também ocorre em humanos. Estas observa¢des tém
aumentado o interesse sobre os mastdcitos como elemento imunorregulador nos
tecidos e tém inspirado estudos de outros papéis para estas células na defesa e
doengas inflamatdrias (MARSHALL & BIENENSTOCK, 1994; MOTA, 1995).

Varios estimulos podem induzir os mastocitos a liberarem mediadores
biologicamente ativos. Estes incluem: antigenos especificos em sua superficie (se os
mastocitos foram, previamente, sensibilizados apresentando anticorpos da classe
IgE ligados a receptores da membrana plasmatica dos mesmos), produtos
sintetizados durante a ativacdo do complemento, varias substincias basicas,
incluindo algumas derivadas de leucdcitos e venenos de animais, certos
neuropeptideos e muitos agentes fisicos, por exemplo: injiria mecanica, calor e frio
(GALLI, 1987).

A hiperplasia de mastdcitos algumas vezes associada a helmintiases
intestinais faz com que os mastécitos sejam considerados células efetoras e/ou
reguladoras na expulsio de certos parasitas intestinais mediada pelo sistema imune
(NAWA, 1994). Mastécitos podem ainda desenvolver papel na patofisiologia
observada na anafilaxia e em outras doencas alérgicas. Apos ativagdo IgE/Ag
mastocitos podem produzir multiplas citocinas e suportar estratégias imunoldgicas
contra parasitas. Em camundongos, os mastdcitos da medula o6ssea ativados por
ionomicina, IgE/Ag ou pelo mediador pro-inflamatério 1L-1a ou B produzem IL-3,
IL-5, 1L-6 e IL-9 assim como TNF-q, citocinas implicadas em muitos processos
inflamatorios incluindo aqueles associados a alergias e infecgdes helminticas
(HULTNER et al., 2000).

Mastécitos participam da resposta imune contra varios parasitas:
Schistosoma mansoni, Giardia lamblia, Strongyloides venezuelensis, Trichuris
muris, Trichinella spiralis (LOZZI et al., 1996; HARDIN et al., 1997; ONAH et al.,
2000; RICHARD et al., 2000; FRIEND et al., 2000). Além desses, HENDERSON
& CHI (1998) estudaram in vitro o comportamento dos mastdcitos frente a infecgfo
por 1. gondii.

Toxoplasma gondii é um parasita obrigatoriamente intracelular descrito em

dois importantes laboratérios: Instituto Biologico de Sdo Paulo (SPLENDORE,




Introdugio 18

1908) em coelhos ¢ 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 (PFEFFERKON, 1990). 7. gondii ¢ um dos parasitas protozoarios mais
abundantes no mundo: aproximadamente 25% da populagio global humana est3,
cronicamente, infectada (DUBEY, 1997), é cosmopolita e se desenvolve nos mais
diversos tipos celulares de mamiferos e até mesmo em alguns tipos de invertebrados
(WERK, 1989). O sucesso do parasitismo deste protozoario se deve a rapidez em
invadir as células, utilizando receptores altamente conservados entre espécies
filogeneticamente distantes, tornando praticamente todos os animais susceptiveis a
se comportarem como hospedeiros intermediarios e disseminadores do parasita
(WERK, 1989; BUCKLEY, 1973). O 1. gondii possui trés formas evolutivas: os
taquizoitas, os bradizoitas e os esporozoitas e sua infec¢do ndo ¢ percebida em
pessoas imunocompetentes, pois a maioria das vezes € assintomatica.

Os antigenos secretados e excretados (ESA) por 7. gondii, geram respostas
imunitérias especificas (DARCY et al., 1988). O estudo da patogénese da infec¢io
experimental por 1. gondii deve considerar os diversos fatores conhecidos que
podem influenciar o padrio da resposta imune do hospedeiro frente ao parasita.
Entre estes podemos citar: o sexo, a presenga de hormdnios (WALKER et al.,
1997), a linhagem do animal e a sua bagagem genética. Tais fatores podem conferir
ou ndo resisténcia ao parasita (BROWN et al., 1997).

O género Calomys é composto por roedores da familia Cricetidae,
amplamente, encontrados nas Américas Central e do Sul em diferentes tipos de
biomas como em floresta tropical, savana, caatinga, pastagem e area urbana
(MELLO, 1981). A biologia desses animais bem como sua adaptagdo as condigdes
laboratoriais foram estudadas por diversos autores (PETTER et al, 1967,
JUSTINES & JOHNSON, 1970; MELLO, 1981).

Calomys callosus sdo animais considerados importantes em relagdo a satde
pablica, uma vez que participam da epidemiologia de algumas zoonoses, por
exemplo, como reservatério do Trypanosoma cruzi (RIBEIRO, 1973), agente
etioldgico da doenga de chagas e transmissores da febre hemorragica argentina

(JUSTINES & JOHNSON, 1969. Também estes animais tém-se mostrado bastante
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susceptiveis a doengas infecciosas tais como a esquistossomose, leishmaniose e
toxoplasmose (FAVORETO et al., 1994). FAVORETO et al. (1998) afirmam que
C. callosus podem ser classificados como animais, altamente sensiveis a infecgdo
por 1. gondii e os consideram um excelente modelo experimental para se estudar a
fase aguda da infecgfio por 7. gondii. Deve-se ressaltar ainda que nédo ha relatos, na
literatura consultada, sobre qualquer trabalho envolvendo mastdcitos de C. callosus,
motivo que torna interessante o estudo morfoldgico e comportamental dessas
células.

Sabe-se que o principal mecanismo de eliminagéo de parasitas intracelulares,
particularmente o 7. gondii, é uma apresentagdo de resposta imune do tipo Th1 pelo
hospedeiro que leva a produgdo das citocinas IL-2, INF-y, TNF-o e IL-12
(GAZZINELLI et al, 1991; HENTER et al, 1995). Os macrofagos sdo
fundamentais na eliminacfo do parasita. A secrec¢éo de citocinas como TNF-¢ e 1L-
12, o estimulo de células NK que leva a produgdo de INF-y por células T e a
secrecdo de Oxido nitrico pela enzima o6xido nitrico sintase sdo alguns dos
mecanismos de combate do hospedeiro, fundamentais na eliminagdo do parasita
(KERSTEN et al., 1997).

Apés a interagdo in vitro entre mastocito/Toxoplasma gondii estas
apresentaram-se com acentuadas alteragdes morfologicas (HENDERSON & CHI,
1998). Sendo este o unico trabatho, na literatura consultada, que relata a
participagdo in vitro dos mastocitos frente a infec¢do por 7. gondii, pouco se sabe
sobre o papel dos mastocitos nesta infecgdo, tornando-se atraente realizar estudos
pormenorizados sobre o comportamento in vivo e in vitro dos mastocitos frente a

infecgio aguda por 7. gondii.
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SISBI/UFU
2- Objetivos 201905

2.1- Avaliar quantitativamente o niimero de mastécitos do exudato peritoneal de
Calomys callosus infectados por Toxoplasma gondii durante periodo de 48 horas

apos a infecgdo, utilizando-se microscopia de luz;

2.2~ Descrever as caracteristicas ultra-estruturais de mastdcitos peritoneais e de
diferentes orgdos (derme da orelha e linfonodos submandibular e dorsal) de C.

callosus;

2.3- Descrever o comportamento in vivo dos mastocitos de varios orgdos (orelha,
ileo e linfonodos submandibular e dorsal) de C. callosus ap6s 48 horas de infecgdo

por Toxoplasma gondii, através da microscopia eletronica de transmissdo;

2.4- Observar a ocorréncia de parasitismo na orelha, figado, ileo e linfonodos
submandibular e dorsal de C. callosus, apds 48 horas de infec¢do por Toxoplasma

gondii, através da microscopia eletrénica de transmissio,

2.5- Descrever o comportamento in vivo dos mastdcitos do exudato peritoneal de C.
callosus, apés 12 horas de infec¢do por 1. gondii, através da microscopia de luz e

microscopia eletronica de transmissio;

2.6- Estudar a capacidade invasiva dos taquizoitas de 7. gondii em mastocitos do

exudato peritoneal de C. callosus, ap6s 12 horas de infecgéio in vivo;

2.7- Analisar o comportamento in vitro dos mastdcitos do exudato peritoneal de
Calomys callosus na presenga do 7. gondii, através de microscopia eletronica de
transmissdio e de imunocitoquimica, em varios intervalos de tempo apés infecgéo (0,

30 e 60 minutos).
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3- Revisao da Literatura

3.1- Mastocitos

Em 1878 Paul Ehrlich chamou os mastécitos de “mastzellen” (well-fed cells)
0 que significa células bem alimentadas, por causa dos granulos proeminentes no
seu citoplasma e sugeriu que estas células pudessem manter a nutri¢do do tecido
conjuntivo. Alguns anos depois Elie Metchnikoff (1892) foi, provavelmente, o
primeiro a sugerir que mastocitos tivessem uma fungdo fagocitica e talvez
contribuissem para a defesa do hospedeiro.

Mastocitos sdo amplamente distribuidos na mucosa intestinal, pele, sangue,
vasos linfaticos € em muitos outros tecidos e orgios (GALLIL, 1987; MOTA, 1995),
ou seja, pelo corpo das espécies de vertebrados ja estudadas (SOTER, 1983). Sdo
particularmente abundantes em éareas que entram em contato direto com substincias
exOgenas, em associagdo com vasos sangiiineos e linfaticos, dentro e proximos de
nervos periféricos, e em certas espécies dentro das cavidades pleural e peritoneal.
Portanto, os mastocitos podem interagir com células e elementos de varios tecidos,
orgios ¢ cavidades do corpo. Os mastécitos também participam das respostas de
reagdes de hipersensibilidade imediata na pele (SOTER, 1983). Atualmente, sabe-se
que os mastocitos constituem populagio heterogénea de células com propriedades
morfoldgicas, bioquimicas e funcionais variando entre espécies ¢ dentro de uma
mesma espécie (CHIU & LAGUNOFF, 1972; BIENENSTOCK et al., 1987).

Morfologicamente, os mastdcitos sdo divididos em duas subpopulagdes: os
mastécitos de tecido conjuntivo e os mastdcitos de mucosa. A primeira encontra-se
geralmente em volta dos vasos e € constituida de células grandes com um
citoplasma cheio de granulos. A segunda subpopulagio se restringe s mucosas, por
exemplo do trato digestorio e respiratorio, € contém menor quantidade de granulos,
que algumas vezes sdo maiores (MACEDO, 1989). A separagio de populagdes de

mastdcitos restrita a dois fendtipos (mastocitos de mucosa e mastocitos de tecido
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conjuntivo) sugerida por ENERBACK (1966a, b, c) tem sido questionada pela
observacdo de que mast6citos de tecido conjuntivo de varios locais (peritdneo,
mesentério, pulmao, linfonodos e pele) exibem variagdes acentuadas na morfologia
e em suas propriedades histoquimicas e funcionais em resposta a varios agentes
(composto 48/80, poliarginina, polilisina, polimixina B, substincia P, ACTH,
mastoparan, sulfato de protamina e histona). Essas observagdes confirmam a
existéncia de heterogeneidade fenotipica (TAINSH & PEARCE, 1992; CHIARINI-
GARCIA & MACHADO, 1992; SANTOS, 1996; CHIARINI-GARCIA et al.,
2000) ¢ realgam o uso inapropriado dos termos mastdcitos de mucosa e mastocitos
de tecido conjuntivo que representam dois fendtipos extremos.

A heterogeneidade é um dos tépicos mais estudados e discutidos em relagdo
aos mastdcitos (revisdes em GALLI, 1987; GLEICH et al., 1986; ENERBACK,
1986; CHIARINI-GARCIA & MACHADO, 1992; CHIARINI-GARCIA, 1995;
SANTOS & MACHADQO, 1994; SANTOS, 1996). Estes estudos se intensificaram a
partir de 1966 quando Enerback, estudando a mucosa intestinal de ratos detectou a
presenca de um tipo celular caracteristico, denominado mastécito de mucosa. A
heterogeneidade dos mastocitos de mucosa em relagdo aos mastocitos de tecido
conjuntivo, baseia-se nos efeitos da fixagdo (ENERBACK, 1966a), nas
propriedades de coloragdo (ENERBACK, 1966b), na resposta frente a0 composto
48/80 (ENERBACK, 1966¢), na sua capacidade de armazenar aminas
(ENERBACK, 1966d), nas propriedades histoquimicas, na reatividade a
secretagogos, no tipo de proteases dos granulos e também na dependéncia de fatores
de crescimento (NAWA et al., 1994).

Observa-se que, em mamiferos eutérios, os mastocitos apresentam grande
heterogeneidade fenotipica e funcional possivelmente devido a: existéncia de
linhagens distintas de mastdcitos; processos celulares de maturagéo e diferenciagio;
estado funcional da célula e influéncia de fatores do microambiente (revisdo em
GALLI, 1986).

A heterogencidade pode, ainda, estar de acordo com a determinagio da
natureza de proteoglicanas e de detec¢des imunocitoquimicas e histoquimicas de

enzimas proteases serinas neutras, quimases e triptases. Mastdcitos de mucosa e
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mastocitos de tecido conjuntivo de ratos podem ser discriminados por diferengas
antigénicas de suas quimases, RMCPIl ¢ RMCP], respectivamente. No caso de
mastdcitos humanos, células que reagiram positivamente para triptase e quimase
foram vistas principalmente na pele e submucosa intestinal e células positivas para
triptase foram, predominantemente, vistas no pulmdo e na mucosa intestinal. Estas
células foram, porém, negativas nos mastocitos da lingua assim como nos
mastocitos da pele (NAWA et al., 1994).

NAWA et al. (1994) estudando os gerbis da Mongodlia observou que eles
também possuem os dois subtipos de mastocitos, mastocitos de mucosa e
mastocitos de tecido conjuntivo, os quais podem ser discriminados por meio de
morfologia ultra-estrutural € também por demonstragdo de proteases serinas neutras.
Porém, diferente de outros animais, eles ndo podem ser discriminados por métodos
histoquimicos convencionais para proteoglicanas nem para a reatividade a
secretagogos. Tais caracteristicas unicas de subtipos de mastocitos de gerbis da
Mongélia poderiam dar valiosas informagdes sobre a filogenia dos mastdcitos.

A partir da década de 80, os estudos sobre mastécitos direcionaram-se,
principalmente, para a determinagdio de fatores do microambiente capazes de
influenciar o fenotipo e a fungfio dessa célula (GALLI, 1990, 1993; SWIETER et
al., 1992), bem como para fatores que determinassem sua diferenciagio
(KITAMURA & FUJITA, 1989). Sabe-se, que os mastocitos t€m origem na medula
6ssea (KITAMURA et al., 1987a) e que células precursoras de mastdcitos, néo
identificaveis morfologicamente, migram pela corrente sangiiinea, invadem os
tecidos conjuntivos, proliferam e diferenciam-se em mastocitos. O microambiente,
onde se alojam precursores ou sdo inoculados mastocitos ja diferenciados, €
decisivo para a expressdo ou manuten¢do de um dado fendtipo (revisdes em
MILLER, 1980; KITAMURA et al., 1987a,b). Nos linfonodos abdominais do
gamba Didelphis albiventris, ha populagbes de mastécitos morfologicamente
diferentes (SANTOS, 1996). A bioquimica dos diversos microambientes ¢ ainda
desconhecida. No entanto, ji se constatou a existéncia de diversos fatores soliiveis
que promovem a proliferacdo e diferenciagdo de mastocitos, como as 1L-3 e 1L-4
produzidas por linfécitos T (GINSBURG et al., 1981; NABEL et al., 1981; SMITH
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& RENNICK, 1986; MOSMANN et al., 1986; revisio em KITAMURA et al.,
1987a, b). Mastocitos derivados da medula dssea, por cultura de células
progenitoras hematopoiéticas em meio contendo células T ativadas por lectina,
foram estudados e descobriu-se que a citocina que induz o crescimento preferencial
e a diferenciacdo de células progenitoras para mastécitos € a IL-3, mas a IL-4 pode
agir sinergisticamente com IL-3 para aumentar o crescimento de mastdcitos
(STEVENS & AUSTEN, 1989).

A freqiiéncia de precursores da medula dssea ndo sofre mudanga, porém a
freqiiéncia dos precursores do sangue, do baco e do intestino mudam. O aumento da
freqiiéncia de precursores do intestino de camundongos com timo foi precedido de
aumento das freqii€ncia no sangue e bago. Em camundongos nude tais mudangas na
freqiiéncia dos precursores ndo ocorrem, indicando que células T ou produtos de
células T estdo envolvidos na regulacdo desse fendmeno. Precursores de mastdcitos
de mucosa também podem ser atraidos do sangue para o intestino por outros fatores
locais como antigenos ou fatores de células T, tais como IL-3. Os mastdcitos de
mucosa respondem a 7. spiralis e a outros helmintos devido a proliferagdo local e
maturago de precursores de mastdcitos, esta resposta € amplificada pelo influxo de
células precursoras do sangue para o intestino, e ambos fendmenos sdo dependentes
de células T (PARMENTIER et al., 1987).

Estudos ultra-estruturais mostram também heterogeneidade entre mastdcitos
da mesma e de varias espécies (rato, cobaio, cdo, homem e gambd) quanto ao
tamanho, a forma e¢ ao conteado de seus granulos (BEHRENDT et al., 1978;
KRUGER, 1984; FOX et al., 1985; SANTOS & MACHADO, 1994; CHIARINI-
GARCIA et al.,, 2000). Contudo ndo ha na literatura consultada qualquer estudo
sobre mastdcitos de Calomys callosus. Enquanto que os granulos dos mastdcitos de
ratos sdo maiores que os do cobaio e do homem, que por sua vez sfo maiores que os
do cfo. A forma de cesta ¢ uma caracteristica dos granulos de mastocitos de cobaio
e de gamba. Esta forma ¢ freqiiente no cdo, menos freqilente no homem e ausente
no rato. Quanto ao aspecto,  microscopia eletronica de trasmissio, os granulos dos
mastocitos de rato sio moderadamente uniformes, os de cdo, finamente granulosos e

os de cobaio podem ser homogeneamente elétron-densos, fina ou grosseiramente
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granulosos, mas a maioria exibe estruturas lamelares e espiraladas caracteristicas. A
variagdo na estrutura dos granulos citoplasmaticos dos mastocitos €, em parte,
conseqiiéncia das alteragdes sofridas durante sua formagdo (LAGUNOFF, 1972;
SANTOS & MACHADO, 1994) e durante a ativagdo da célula (KRUGER, 1984).

Varios estimulos podem induzir os mastocitos a liberarem mediadores
biologicamente ativos. Estes incluem: antigenos especificos em sua superficie (se os
mastdcitos foram, previamente, sensibilizados apresentando anticorpos da classe
IgE ligados a receptores da membrana plasmatica dos mesmos), produtos
‘sintetizados durante a ativagdo do complemento, varias substincias basicas,
incluindo algumas derivadas de leucocitos e venenos de animais, certos
neuropeptideos e muitos agentes fisicos (por exemplo: injuria mecénica, calor e
frio). Embora alguns destes agentes provoquem a liberagdo de mediadores pela
destruiciio dos mastdcitos, muitos causam a liberagdo de mediadores sem dano
detectavel da célula (GALLI, 1987).

Os mastdcitos podem ser ativados para liberar mediadores inflamatdrios via
imunoglobulina E dependente ou por mecanismos independentes de IgE. Nos
mecanismos IgE independentes os mastocitos podem ser ativados por substdncias
como ionoforo de célcio, composto 48/80, substincia P e produtos microbianos.
Eles podem liberar potentes mediadores inflamatérios e executar um papel pivo na
defesa do hospedeiro contra infecgdes bacterianas. As defesas sfio dependentes de
mastdcitos que produzem TNF-a, que atrai e ativa neutrofilos no sitto de infecgfo
(CALDERON et al., 1998).

Em doengas alérgicas, uma séric de eventos patobioldgicos tais como
vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular, contragdo da musculatura lisa e
infiltragdo leucocitaria, ocorrem na regido acometida. Estes eventos sdo iniciados
por uma ativagdo imunolégica dos mastocitos, através da ligagdo do alérgeno a
imunoglobulina IgE ligada 4 sua superficie (revisdo em LEWIS & AUSTEN, 1981).
Esta interagdo Ag-IgE age sobre o sistema adenil-ciclase-AMPc provocando uma
série de eventos no mastdcito, que culminam com a extrusdo dos grinulos
citoplasmaticos (AUSTEN, 1984). Assim, mediadores sdo liberados e exercem suas

fungdes. Tais mediadores podem ser divididos em duas classes: aqueles que sdo pré-
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formados e estocados nos grianulos dos mastdcitos e aqueles que sdo sintetizados
apos a ativagfio dos mastocitos (PEARCE, 1986). Os mediadores pré-formados e
estocados compreendem aminas (histamina e serotonina), proteases
(carboxipeptidases e proteases neutras), outras enzimas (arisulfatase, peroxidase,
beta-hexosaminidase), fatores quimiotaticos (para eosinéfilos e neutréfilos), e as
proteoglicanas: heparina e sulfato de condroitina (revisio em LEE et al., 1986;
PEARCE, 1986). Como exemplos de mediadores sintetizados ap6s a ativagdo dos
mastdcitos podemos citar os eicosandides: leucotrienos e prostaglandinas e o fator
ativador de plaquetas (MARSHALL et al., 1990). A presenga e concentragio de
cada um destes mediadores, varia conforme a espécie ¢ em tecidos diferentes na
mesma espéciec (PEARCE, 1986; STEVENS & AUSTEN, 1989); assim como entre
as espécies. O exemplo classico refere-se a serotonina que, em roedores (AUSTEN,
1984) e no gamba Didelphis albiventris (MACHADO, 1980), é um dos
constituintes dos granulos. Ainda, a heparina presente nos granulos dos mastdcitos
da mucosa do {leo do gamba D. albiventris (SANTOS & MACHADOQ, 1994).

Em trabalhos experimentais varias substincias tém sido usadas para estudo
dos processos de desgranulagdo dos mastocitos. Entre elas: peptideo 401 do veneno
de abelha (PEARCE, 1982; SHANAHAN et al., 1984; PEARCE et al., 1986),
iondforo de calcio A23187 (KAZIMIERCZAK et al., 1978; CHURCH et al., 1982),
polimixina B (LAGUNOFF, 1972), carbacol (DIMITRIADOU et al., 1990) e o
composto 48/80 (ENERBACK, 1966¢; BIENENSTOCK et al., 1982; LEE et al.,
1986). O efeito dessas drogas é muito variavel entre as espécies ¢ mesmo em
mastocitos de diferentes tecidos de uma mesma espécie (PEARCE, 1982).

Os mastdcitos desenvolvem um papel pivd, ndo apenas nas reagdes alérgicas
mas também em desordens inflamatorias. Apos ativagdo imunoldgica via receptor
de IgE (IgER) ba a liberagdo pelos mastocitos de uma variedade de citocinas,
mediadores derivados de lipideos, aminas, proteases e proteoglicanas. Todos podem
regular células adjacentes e o metabolismo da matriz extracelular de tecidos
conjuntivos (STEVENS & AUSTEN, 1989).

Sabe-se que o processo da liberagdo do contetido dos granulos dos mastdcitos

pode ocorrer através de dois mecanismos basicos: desgranulagio gradual
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(peacemeal) quando ha liberagdo de produtos estocados sem extrusio dos granulos
citoplasmaticos (ENERBACK & LOWHAGEN, 1979; FRIEDMAN & KALINER,
1988; DIMITRIADOU et al., 1990; KOPS et al, 1990); e a desgranulacdo
anafilatica quando ocorre fusdo dos granulos entre si e destes com a membrana
plasmatica, ocorrendo solubilizagio e eliminagdo dos produtos estocados
(ROHLICH et al., 1971; ASKENASE, 1980; FRIEDMAN & KALINER, 1988).

Apos estimulagio com anti-IgE ou substincia P, mastdcitos isolados de
pulmio humano e de roedores, assim como de biopsias de pele, mostram fusdo de
membranas de granulos entre si € com a membrana plasmatica, estabelecendo-se
comunicagdo entre as matrizes dos granulos € o espago extracelular. Essas fusOes
formam grandes labirintos ou canais de desgranulagdo por onde os mediadores sdo
liberados das células (CHURCH et al., 1991). Também, CAULFIELD et al. (1980)
mostraram que a liberagdo de mediadores pré-formados dos mastocitos &
acompanhada por alteragdes ultra-estruturais que incluem solubilizagio e
clareamento do conteido dos granulos, fusdo intergranular e fusio de membranas
perigranulares com a membrana plasmatica para formar canais para o espago
extracelular.

ROHLICH (1975) observou que mastocitos normais de rato fixados
rotineiramente, apresentam microfilamentos de actina como constituintes regulares
do citoplasma cortical. Sugeriu, ainda, que esses microfilamentos, possivelmente,
estdo envolvidos na exocitose dos granulos dos mastocitos. Posteriormente, imagens
tri-dimensionais mostram a presenca de uma rede subplasmalémica e perigranular
de microfilamentos (NIELSEN & JAHN, 1984). A existéncia de microfilamentos
de actina em mastocitos também foi relatada por TASAKA et al. (1986). Nas
células em repouso, a imunofluorescéncia para actina mostra rea¢do circundando
cada grinulo. Apds estimulagdo com secretagogos, a distribuigdo de
microfilamentos de actina torna-se muito irregular e desordenada. Essas
observagdes indicam que filamentos de actina localizados sob a membrana
plasmética, provavelmente, participam do processo de exocitose (TASAKA et al.,
1986; TASAKA et al., 1988; MIO & TASAKA, 1989). Os filamentos de actina

ligados aos granulos dos mastdcitos exercem um papel importante niio somente para
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a extrusdo, mas também para a recuperagdo de grinulos exocitados (MIO &
TASAKA, 1989). Os microfilamentos de actina podem ser rompidos pela toxina A
de Clostridium difficile, esta alteragdo pode reduzir a capacidade de liberagdo de
histamina dos granulos dos mastocitos. As toxinas A e B de C. difficile alteram o
citoesqueleto pela monoglicosilagdio das proteinas ligantes de GTP: Rho e Rac. Tais
proteinas tém mostrado regular o papel do citoesqueleto durante a secregio de

mediadores inflamatérios em mastocitos (CALDERON et al., 1998).

3.1.1- Histofisiologia dos mastocites

A hiperplasia de mastocitos algumas vezes associada a helmintiases
intestinais faz com que os mastocitos sejam considerados células efetoras e/ou
reguladoras na expulsio de certos parasitas intestinais mediada pelo sistema imune
(NAWA, 1994).

Os mastécitos participam da defesa do hospedeiro contra parasitas e possuem
atividade citotoxica contra algumas células-alvo como: células tumorais e
esquistossomulos de Schistossoma mansoni. S3o capazes de liberar leucotrienos que
sdo produtos do acido araquidonico conhecidos por participarem dos processos
inflamatérios (HENDERSON & CHI, 1998). Os mastécitos podem ainda agir em
conjunto com os eosindfilos, como ocorre na destrui¢do das larvas de S. mansoni.
Os antigenos destas larvas causam a liberagio dos granulos dos mastocitos, de
forma IgE-dependente, e também a liberagdo de quimiotaticos capazes de atrair,
seletivamente, os eosinofilos (HENDERSON & CHI, 1998).

Protozoarios Iimeria sdo parasitas intracelulares, preferencialmente, de
células epiteliais do trato intestinal que desencadeiam mudancas patoldgicas no
intestino delgado similares a aquelas induzidas por infec¢Ses a helmintos. Em
particular, a infeccdo de ratos por Limeria nieschulzi ou pelo nematédeo
Nippostrongylus brasiliensis é caracterizada por um substancial aumento no nimero

de mastocitos da mucosa intestinal (HUNTLEY et al., 1985).



Revisdo da literatura 31

A protease II dos mastocitos de rato (RMCPII) ¢ liberada na circulagio
sangiiinea de ratos com infecgdo primaria pelo nematddeo intestinal N. brasiliensis
e reinfectados por vermes homoélogos ou por antigenos do verme e também durante
a infecgdo por Fimeria. A secregdo sistémica maxima de RMCPII, em ratos
infectados por E. nieschulzi ocorre no nono (9°) dia de infecgfo, precedido por uma
acumulagfio maxima de mastocitos de mucosa. Trabalhos com N. brasiliensis e T.
spiralis fazem uma associacdo temporal entre a secre¢do maxima de RMCPII ¢ a
expulsiio dos vermes do intestino, indicando um potencial papel funcional para
mastocitos de mucosa na imunidade contra nematédeos (HUNTLEY et al., 1985).
RMCPII tem atividade proteolitica contra colageno tipo IV da membrana basal e
seu efeito durante a infecgdo por nematddeos pode estar ligada ao aumento da
permeabilidade da mucosa permitindo a translocagfio dentro do limen de fatores do
sistema imune como anticorpos € moléculas do complemento (HUNTLEY et al,,
1985).

A liberagdo sistémica de proteinases de mastocitos durante infec¢do primaria
e desafios com nematddeo Strongyloides venezuelensis tem sido descrita em
roedores e carneiros ¢ citada como evidéncias de que mastdcitos sdo ativos durante
a expulsiio do nematodeo. A expulsiio de vermes adultos S. venezuelensis em quatro
espécies diferentes de hamsters esta associada com a presenca de mucinas altamente
sulfatadas. Proteoglicanas de alto peso molecular, pré-formadas em granulos de
mastocitos de camundongos, como condroitina e heparina sdo também altamente
sulfatadas sugerindo que estas possam ser as moléculas efetoras na prevengdo do
estabelecimento e subseqiiente expulsdo de adultos Strongyloides. Além disso, o
tratamento de camundongos com varios carboidratos incluindo glicosaminoglicanas
produzidas por mastdcitos como sulfato de condroitina A, sulfato de condroitina E,
heparina e dextran sulfato demonstra que estas moléculas participam da expulsdo do
verme S. venezuelensis em camundongos, pela inibigdo da ligagdo de moléculas de
adesdo do parasita as células epiteliais. A delegdo da subunidade Fcy resulta na
perda da fungdo dos mastocitos, incluindo desgranulacdo e liberagdo de contetdo
granular, sendo assim é possivel que o defeito na expulsio do verme apés a infecgdo

., . ) . /-
primaria por S. venezuelensis em camundongos sem a subunidade y (FcRy™") resulte
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da falta da desgranulagdo dos mastdcitos e liberagdo de proteoglicanas sulfatadas de
alto peso molecular (ONAH et al., 2000).

Os receptores Fc (FcR) sdo complexos hetero-oligoméricos presentes na
maioria das células efetoras do sistema imune, e suas ligagdes (complexo Ag/Ac)
promovem a fagocitose, a citotoxicidade celular mediada pelo Ac, a ativagdo de
células inflamatdrias e muitas outras respostas efetoras. Os FcR ligam-se aos
antigenos desencadeando uma transdugdo de sinais no interior celular que requer a
subunidade homodimérica vy. A disrrupgio desta subunidade resulta em defeitos
pleiotropicos na fungdo da célula. O mecanismo exato pelo qual mastécitos
participam da expulsdo do parasita ndo € muito claro, ¢ mesmo assim sugere-se que
os granulos liberados, de mastocitos ativados, sejam as ultimas moléculas efetoras
da expulsio. Embora seja claro que a delegdo FcRy ndo interfere com a mastocitose
da mucosa seguindo a infecgfio primaria por Strongyloides venezuelensis. Deve-se
notar que a hiperplasia de mastécitos ndo € por si s6 responsavel pela expulsdo do
verme, e¢ que a participagdo dos mastocitos na expulsio do verme envolve um
mecanismo efetor que pode ser afetado pelo rompimento da subunidade y (ONAH
et al., 2000). A deficiéncia na subunidade FcRy resulta em um aumento significante
no nimero de ovos por gramas de fezes, no nimero de vermes € na expulsio do
verme, mas ndo tem nenhum efeito na liberagio de MMCP-1 no soro (ONAH et al.,
2000).

O fator IFN-y pode influenciar as reagdes de hipersensibilidade e outros
processos dependentes de mastdcitos como causar a inibigdo da desgranulagdo de
mastdcitos mediada pela IgE e da citotoxicidade mediada pelo TNF-a além de
causar a proliferagdo clonal de mastdcitos de tecido conjuntivo de roedores. IFN-y
liberado de células T e de células NK desempenha também varias atividades
inflamatérias e imuno regulatdrias, incluindo a promogdo da diferenciagdo de
células para perfil de resposta imune Thl, estimulagéo de moléculas MHC, ativagio
de macréfagos e estimulagio da expressio da forma induzida de NO sintase (tipo 11)
(BROOKS et al., 2000).

Macrofagos ou outras células acessorias da cavidade peritoneal podem inibir

a desgranulagiio de mastécitos e basofilos peritoneais de roedores em decorréncia da



Revisio da literatura 33

sintese de NO induzida pela presenca de IFN-y, porém, esta inibi¢fio ¢ indireta, ou
seja [FN-y nfio ataca os mastocitos diretamente para inibir a sua desgranulaciio. A
inibigdo ocorre apenas quando células acessorias expressam o IFN-yR, impedindo a
liberagdo de serotonina dos mastocitos e induzindo a sintese de NO (BROOKS et
al, 2000). A ligagdo de IFN-y ao mastocito se da pelos residuos de
glicosaminoglicanas (GAGs) presentes em sua superficie, ¢ ndo pelo IFN-yR.
BROOKS et al. (2000) demonstraram, pela primeira vez, que sulfato de dermatan
na superficie de mastdcitos pode se ligar a IFN-y e apresenti-lo a macréfagos,
induzindo uma resposta imunoldgica importante. Sulfato de condroitina também
tem sido implicado na biologia de outras citocinas e fatores de crescimento ja que o
sulfato de condroitina B liga-se a IL-7, IL-12, 1L-6, IL-1a e B e ao fator de
crescimento de hepatocito humano; promove a fungdo do fator de crescimento de
fibroblastos 2 e auxilia a heparina na sua atividade regulatéria do peptideo IFN-y. O
fato das citocinas e fatores de crescimento poderem se ligar a GAGs tem um
profundo significado funcional: GAGs podem sequestrar citocinas e fatores de
crescimento do fluido extracelular, providenciando um mecanismo de regulagio
destes mediadores. As GAGs podem, ainda, se ligar a mualtiplas moléculas
concentrando tais fatores no mesmo microambiente, possibilitando desta maneira a
ativagdo de diferentes receptores e no caso do fator de crescimento de fibroblasto a
interacio GAG/sulfato de heparan é um pré-requisito para a entrega do sinal
estimulatério de crescimento. BROOKS et al. (2000) relatam também que
mastdcitos agindo como um reservatorio de conteido funcionalmente ativo de IFN-
v, tém implicagdes nas atividades biologicas desta citocina, no seu papel durante a
inflamacdo, na imunidade e no entendimento de interagdes célula-célula durante as
respostas imunes (BROOKS et al., 2000).

A giardiase tem sido associada com o aumento de doengas alérgicas e com
uma alteragdo na fungdo imune da mucosa. O transporte macromolecular in vivo e
in vitro do jejuno, a permeabilidade epitelial ¢ a contagem dos mastécitos de
mucosa ¢ dos mastocitos de tecido conjuntivo foram examinados em gerbis da

Mongdlia inoculados orogastricamente com a cepa patogénica de Giardia lamblia.
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As observagdes indicam que durante a fase de pico da giardiase, a quantidade de
antigenos ativos no jejuno estd aumentada promovendo o recrutamento de
mastécitos de mucosa e mastocitos de tecido conjuntivo. Tais mudangas
desenvolvem um papel importante no aumento da incidéncia das reagdes de
hipersensibilidade associadas com infecgio por Giardia. O aumento das
macromoléculas esta associado a hiperplasia de mastocitos de mucosa ¢ mastdcitos
de tecido conjuntivo vinte ¢ um dias apos a infecgdo, o momento no qual os
trofozoitos estdo presentes no lamen intestinal e o transporte macromolecular
retorna a niveis controlaveis (HARDIN, 1997).

HARDIN et al. (1997) demonstraram ainda que o desafio oral cronico
antigénico de animais sensibilizados por Giardia lamblia durante nove dias gera
hiperplasia de mastocitos de mucosa, desgranulagio destes mastocitos e aumento
nos niveis de circulagio de protease II (RMCPII) especifica de mastocitos. Além
disso, desafio antigénico cronico de ratos sensibilizados durante quatro semanas
também induz hiperplasia de mastécitos de mucosa; e duas semanas apds cessar o
desafio nenhuma alteragdo nas contagens de mastocitos de tecido conjuntivo foi
observada.

Desde que descobriu-se que as células relacionadas com o perfil de resposta
imune Th2 produzem fator de crescimento de mastécitos, o papel fisiolégico da IL-
9 tem sido investigado. Elevada produgdo de citocinas Th2 em conseqiiéncia da
asma tem sido relacionada com a resisténcia a certas infec¢Ges parasitarias. IL-9,
por exemplo, foi encontrada aumentando a resisténcia de camundongos infectados
pelo nematodeo Trichuris muris no ceco. Esta resisténcia foi associada com altos
niveis de IgE e IgG1 ¢ com uma pronunciada mastocitose intestinal. Com base
nestas observagdes, a inibigdo da atividade da 1L-9 in vivo poderia, provavelmente,
ser benéfica na asma e em infecgSes deletérias de parasitas. Para testar tais
hipoteses RICHARD et al. (2000) avaliou a importincia da IL-9 nestes processos e
desenvolveu um método para induzir a produgdo de anticorpos anti-IL-9 in vivo. 1L~
9 secretada por células tumorais tem suas atividades suprimidas apos vacinagio com
anticorpos anti-IL-9, pela inibi¢do da ativagdo dos mastdcitos e da eosinofilia

consecutiva. Vacinagfio anti-IL-9 ainda permite o estudo das func¢des da IL-9 in
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vivo. Respostas imunes a infec¢es parasitdrias representam um atrativo sistema
para avaliar a eficicia da vacinagdo com anticorpos anti-IL-9 pois a superprodugio
de IL-9 promove rapida eliminagdo do nematédeo Trichuris muris do ceco.
Observou ainda que a vacinagdo com anticorpos anti-IL-9 pode prejudicar
completamente a expulsdo do verme demonstrando que esta citocina é necessaria
neste processo (RICHARD et al., 2000).

Camundongos infectados por Schistosoma japonicum sio resistentes ao
nematddeo Strongyloides venezuelensis. O nimero de adultos S. venezuelensis
contados nos camundongos, apos seis semanas de infec¢do por S. japonicum, foi
significantemente diminuido. Numeros significantes de larvas de S. venezuelensis
recuperadas do pulméo sdo eliminados durante trés dias de camundongos infectados
por S. japonicum, enquanto que os dados histologicos revelam que a infeccdo esta
associada com infiltracfio eosinofilica massiva nos pulmdes. Além disso, adultos de
vermes S. venezuelensis implantados no duodeno de camundongos infectados por S.
Japonicum nio podem se estabelecer no intestino, este resultado esta associado com
a mastocitose na mucosa. Ativacdo de eosindofilos € mastdcitos intestinais esta
correlacionada com a elevada expressdo de mRNA de IL-3, IL-4 ¢ IL-5 em
camundongos infectados por . japonicum. O soro de camundongos infectados por
S. japonicum reconheceu fortemente antigenos de larvas de S. venezuelensis assim
como sdo reconhecidos por soro de camundongos infectados pelo préprio S.
venezuelensis, embora a transferéncia do soro de camundongos infectados por S.
Japonicum para camundongos normais ndo protegeu estes ultimos quando foram
infectados por S. venezuelensis. Os mecanismos de morte da larva e a expulsdo dos
vermes adultos de S. venezuelensis em camundongos infectados por S. japonicum
sio idénticos aqueles vistos em infecgdes apenas por S venezuelensis
(MARUYAMA et al., 2000).

Mastéocitos podem ainda desenvolver papel na patofisiologia observada na
anafilaxia e em outras doengas alérgicas dominadas pelo perfil de resposta imune
Th2. Apds ativagdo IgE/Ag mastocitos podem produzir miltiplas citocinas
relacionadas com perfil Th2 e suportar estratégias imunolégicas contra parasitas.

Em camundongos os mastocitos da medula 6ssea ativados por ionomicina, IgB/Ag
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ou pelo mediador pré-inflamatério IL-1a ou B produzem IL-3, IL-5, IL-6 e IL-9
assim como TNF-q, citocinas implicadas em muitos processos inflamatérios
incluindo aqueles associados a alergias e infec¢des helminticas. 1L-1 ndo induz
significante liberaco de citocinas na auséncia da ionomicina ou IgE/Ag, sugerindo
que a sinalizagdo seja dependente de célcio. O aumento da expressio de citocinas
mediado pela IL-1 foi confirmado por PCR-RT e por Northern Blot. Sugere-se
assim um papel para IL-1 na estimulagdo de multiplas citocinas derivadas de
mastdcitos (HULTNER et al., 2000).

Clostridium difficile é um agente etiologico que causa diarréia e colites.
Antibidticos e drogas citotoxicas causam um distarbio na flora causando um
crescimento de C. difficile e produgdo de toxinas A e B. A toxina A elucida uma
resposta inflamatéria aguda, congestdo e necrose quando inoculada no intestino.
Isto é quimiotactismo e induz a liberago de mediadores inflamatérios por
macrofagos e neutrofilos. Alguns estudos sugerem que mastdcitos executam um
importante papel na patofisiologia da toxina A. Pois, a administracdo da toxina A
dentro das alcas do ileo de ratos promove a liberagio de mediadores inflamatorios
como leucotrieno B4, fator de ativagdo de plaquetas e protease II dos seus
mastdcitos de mucosa. Tem sido proposto que a toxina A induz a secre¢do de
mediadores inflamatorios de mastdcitos diretamente ou indiretamente através da
liberagéio da substincia P, ativador de mastdcitos (CALDERON et al., 1998). Ao
contrario de macrofagos, os mastdcitos armazenam TNF-o em granulos e podem
libera-los apds ativagdo da toxina A e participar da fase recente da reagfo da
inflamacdo. TNF-a também €& conhecido como causador de necrose de células
epiteliais do intestino. Assim TNF-a derivado de mastocitos podem executar um
papel nos danos da mucosa e acumulagio de fluidos observados em colites
associadas a C. difficile (CALDERON et al., 1998).

Mastécitos da submucosa do jejuno e do bago de camundongos infectados
por Trichinella spiralis expressam protease serina 9 (mMCP-9) durante a fase de
recuperagdo. Esta protease ¢ primeiramente expressa nos mastocitos da submucosa
do jejuno, antes de ser detectada em qualquer outra célula, inclusive células

esplénicas. O fato da mMCP-9 ser detectadas nos vasos sangiiineos esplénicos e do
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nimero de mastocitos diminuir no jejuno suporta a idéia de que muitos mastécitos
se translocam do jejuno para o bago durante a fase de recuperacdo. Isto demonstra
que existe uma via de trafego de eosinofilos dependentes de células T e mastdcitos

apos sua expansdo no jejuno durante infecges heminticas. (FRIEND et al., 2000).

3.2~ Toxoplasma gondii

3.2.1- Historico ¢ Taxonomia

Toxoplasma gondii & um protozoario ¢ parasita, obrigatoriamente,
intracelular descrito em dois importantes laboratorios: Instituto Biologico de Sio
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 (PFEFFERKON, 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 protozoario possui forma oval ou arqueada mede, aproximadamente, 6pum
de comprimento e 2um de largura e caracteriza-se por apresentar duas regides
distintas: uma extremidade anterior afilada onde situa-se o aparelho apical e outra
no polo oposto arredondada. Possui um nicleo, organelas citoplasmaticas tipicas de

células eucariontes ¢ duas membranas: uma externa continua, a membrana
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plasmatica, propriamente dita, e outra interna composta por duas membranas que
formam um complexo, que é descontinuo e interrompido por fenestragdes.

O aparelho apical é formado por uma prega que delimita uma depressdo
central. Logo abaixo desta depresséo situa-se o condide, uma organela em forma de
cone oco formada por um sistema de trés anéis ligados por microtabulos que se
cruzam obliquamente. Do anel inferior partem 22 microtubulos que se dispdem de
maneira espiral sob a membrana interna e dirigem-se para a metade posterior do
corpo do 7. gondii onde terminam-se livremente.

No interior do condide situam-se as roptrias € os micronemas que sdo
formagdes membranosas. As roptrias sdo em namero de oito a dez, possuem forma
de clava e fungdo secretoria durante a penetragdo do parasita, ja 0os micronemas sio
estruturas filiformes e nfo possuem fungfo exata conhecida, mas acredita-se qile
tém um importante papel na penetragio do parasita.

No citoplasma do protozodario existem estruturas envoltas por membranas de
conteudo elétron-denso, chamadas granulos densos, que contém uma familia de
glicoproteinas com diferentes pesos moleculares. Os granulos densos possuem
antigenos em seu conteddo que foram classificados em sete grupos: de GRA1 a
GRA7, segundo as caracteristicas das glicoproteinas que compSem tais antigenos.
Ap6s a invasido da célula hospedeira, os protozodrios exocitam o conteiido dos seus

granulos densos no interior do vaciolo parasitéforo (LERICHE & DUBREMETS,
1990).

Os esquemas, a seguir, mostram a estrutura do protozoario.
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Esquemas do protozoario segundo Nichols & Chiappino, 1987
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3.2.3- Citoesqueleto

O sucesso do parasitismo deste protozoario se deve a rapidez em invadir as
células, utilizando receptores altamente conservados entre espécies
filogeneticamente  distantes (WERK, 1989; BUCKLEY, 1973), tornando
praticamente todos os animais susceptiveis a se comportarem como hospedeiros
intermediarios e disseminadores do parasita.

Este processo de invasdo envolve varias moléculas, como ocorre em outros
protozoarios, e pode-se distinguir cinco fases: (1) reconhecimento célula-célula; (2)
adesdo entre as células; (3) entrada no interior das células hospedeiras; (4) secregio
de antigenos pelo protozoario e (5) modificagdes na membrana do vacuolo
parasitoforo. Na membrana externa do 7. gondii predomina uma glicoproteina de
PM de 30 kDa, a qual tem um importante papel na invaso das células hospedeiras
uma vez que quando esta glicoproteina ¢ bloqueada o processo de invasio ndo
ocorre (MINEO & KASPER, 1994). Além desta glicoproteina outras moléculas
presentes na matriz extracelular do hospedeiro sdo necessarias ao processo de
invasfio tais como laminina e fibronectina (WERK, 1989; FURTADO et al., 1992).

Na membrana do 7. gondii existe um receptor para fibronectina (WERK,
1989), assim como existem receptores para fibronectina nas células hospedeiras.
Dessa maneira a fibronectina atua como ligante entre a célula hospedeira e o
parasita, permitindo a aproximagfo entre o 7. gondii ¢ a célula hospedeira. De
maneira semelhante ao que ocorre com a fibronectina, a laminina desempenha papel

importante no processo de adesdo 7. gondii/célula hospedeira. Na membrana

plasmatica do 7. gondii existem receptores para laminina da mesma forma que
existem receptores para laminina na membrana plasmatica da célula hospedeira
(integrinas). Assim, a laminina permite a aproximagdo parasita/célula hospedeira
(JOINER et al., 1989; FURTADO et al., 1992).

Embora o parasitismo intracelular seja um evento essencial ao ciclo de vida
do T. gondii, ainda ndo é completamente conhecido o mecanismo de invasio das
células hospedeiras. Algumas evidéncias sugerem que a invasio seja um processo

ativo, dependente do metabolismo energético e da capacidade motora do parasita
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(BONHOMME et al, 1992). Esta habilidade motora envolve movimentos
espiralares do corpo celular dependentes do citoesqueleto localizado,
principalmente, no condide. Ap6s o contato fisico com a célula hospedeira os
microtabulos que rodeiam o condide se rearranjam ¢ expandem o condide em
dire¢do a membrana da célula hospedeira.

Apesar da sugestiva participagdo dos microtibulos na atividade motora do
parasita, drogas capazes de interferir com a dinimica dos microtibulos, como o
nocodazol e a colchicina, foram incapazes de bloquear a invasio do parasita em
células hospedeiras (NICHOLS & CHIAPINO, 1987).

Existe a possibilidade de que outras proteinas do citoesqueleto, tais como a
actina e a miosina, possam estar envolvidas no processo de invasdo. De fato, ha
evidéncias experimentais de que as citocalasinas, drogas capazes de interferir com a
polimerizagdo dos filamentos de actina, inibam a motilidade do parasita e o

processo de invasdo (RUSSEL, 1981).

3.2.4- Formas evolutivas e Ciclo biologico

Toxoplasma gondii ¢ um dos parasitas protozoarios mais abundantes da
natureza: aproximadamente 25% da populagdo global humana esta, cronicamente,
infectada (DUBEY, 1997), ¢ cosmopolita e se desenvolve nos mais diversos tipos
celulares de mamiferos e até mesmo em alguns tipos de invertebrados (WERK,
1989).

O 7. gondii possui trés formas evolutivas: os taquizoitas, os bradizoitas e os
esporozoitas, estes altimos sdo encontrados apenas em oocistos. Tais estagios 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 intermediarios como nos definitivos (nestes encontram-se as formas
taquizoita e¢ bradizoita) e uma fase sexuada que ocorre apenas nos hospedeiros
definitivos: os felideos domésticos e selvagens (que possuem oocistos contendo os

esporozoitas).

1

I
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O fase sexuada do ciclo de vida do parasita inicia-se com a ingestfio de cistos
teciduais (contendo bradizoitas) pelo gato ou outro felideo culminando, apds varias
etapas intermediarias, na producdo de macro e microgametas no intestino do
felideo. A fusdo dos gametas produz um zigoto, que secreta uma membrana cistica
rigida, e este ¢ eliminado com as fezes como oocisto ndo esporulado. Durante a
infec¢do aguda um gato pode excretar por volta de 100 milhdes de parasitas por dia
(KASPER & BOOTHROYD, 1993). Apdés 1 a 5 dias de exposigdo ao ar e a
temperatura ambiente, o oocisto esporula e produz dois esporocistos, cada um
contendo quatro esporozoitos (DUBEY, 1997). Entfio, tais oocistos tornam-se
altamente infecciosos ¢ podem permanecer vidveis por muitos anos no solo ou
serem acidentalmente ingeridos por humanos e outros animais. A fase assexuada
ocorre em aves e mamiferos e o parasita se divide por endodiogenia, um processo
semelhante a divisdo binaria (KASPER & BOOTHROYD, 1993), no qual duas
células filhas formam-se no interior da célula mie.

Quando ingeridos por hospedeiros ndo felinos os esporozoitas liberados
infectam o epitélio intestinal do hospedeiro intermedidrio e produzem as formas
assexuadas de taquizoitas, ocorrendo assim uma infec¢fio aguda e talvez,
posteriormente, uma infecgdo cronica com o desenvolvimento das formas
taquizoitas em bradizoitas. Os taquizoitas (Takys = rdpido em grego) penetram nas
células e comegam a se multiplicar rapidamente por endodiogenia, sdo encontrados
no interior de células nucleadas formando pseudocistos. Quando o nimero de
parasitas dentro da célula infectada estd entre 64 ¢ 128 (fendmeno observado in
vitro) ocorre o rompimento dessas células e a liberagdo dos taquizoitas com
posterior infec¢do de células adjacentes.

Entre sete a dez dias apds a infecgfio sistémica, pelos taquizoitas, ocorre o
desenvolvimento de cistos teciduais contendo bradizoitas. Esses cistos teciduais
formam-se em varios orgos dos hospedeiros, entretanto eles possuem um tropismo
pelo sistema nervoso central e masculos (KASPER & BOOTHROYD, 1993). Os
bradizoitas (Bradys = lento em grego) sio organismos que se multiplicam,

lentamente, no interior de cistos teciduais intracelulares e af permanecem sem
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prejudicar o hospedeiro, caso seu sistema imune seja competente; porém, uma
deficiéncia na sua imunidade poderia desencadear a proliferacdo do protozoério.

O parasita penetra na célula hospedeira e produz a membrana do vactolo
parasitéforo com a participagdo da membrana plasmatica da célula hospedeira
(KIMATA & TANABE, 1987; PFEFFERKORN, 1990). A membrana especializada
do vactiolo parasitoforo, uma bicamada fosfolipidica, nfio apresenta marcadores da
membrana plasmatica da célula hospedeira, tornando-o incompetente para se fundir
a outros compartimentos celulares, como lisossomos (JOINER & DUBREMETZ,
1993). A proteina de superficie P30 esta presente na rede de membrana e¢ na
membrana do vactiolo parasitoéforo logo apds a invasdo do 7. gondii, sugerindo que
produtos do parasita migrem da superficie do parasita para a membrana do vactolo,
tornando-a uma membrana hibrida (KIMATA & TANABE, 1987).

3.2.5- Vias de infecgdo

Toxoplasma gondii € transmitido pela ingestdo de alimentos contaminados
(carne, leite ou vegetais); pela transmissdo transplacentaria; pela transmissdo
dérmica, através de lesOes; pela transfusdo sangiiinea ou por algum acidente
laboratorial. Os humanos e outros animais podem se infectar, principalmente,
através da via oral, como, por exemplo, através da ingestdo de oocistos liberados
pelos felinos no ambiente, ingestio de cistos encontrados em carne crua ou mal
passada e ingestdo de taquizoitas, bradizoitas ou oocistos em vegetais
contaminados. Os felinos infectam-se geralmente através da ingestdo de oocistos
liberados por outros felinos ou de cistos encontrados na carne de outros animais. O
primeiro relato de infecgdio humana foi documentado em 1923 (FORTES, 1997).
Usualmente a infecgdo ndo é percebida em pessoas imunocompetentes, pois a
maioria das vezes é assintomatica, entretanto a infecgdo congénita do feto ou a
infecgdo de pessoas imunocomprometidas (pacientes com cincer, transplantados e
pacientes com AIDS) pode resultar em lesdes debilitantes e até mesmo levar &

morte.
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Em pacientes imunodeprimidos, a toxoplasmose ¢ uma infecgfo oportunista,
acometendo especialmente o sistema nervoso central e desenvolvendo um quadro
de encefalite aguda que pode matar em poucos dias. A encefalite toxoplasmica
quase sempre ocorre devido a reativagdo de uma infec¢do crénica resultante de
falha do sistema imunologico (WONG & REMINGTON, 1993). A natureza
recidivante desta encefalite, em organismos imunodeprimidos, torna seu tratamento
permanentemente  necessario. Pacientes imunodeprimidos acabam  sendo
prejudicados, pois o tratamento prescrito como classico para toxoplasmose,
sulfadiazina associada a pirimetamina, deprime a medula 6ssea, prejudicando a
produgdo de células de defesa, deixando mais vulnerdvel um organismo ja
debilitado. Sulfadiazina e clindamicina sdo os antibidticos de escolha para o
tratamento da toxoplasmose, mas ha necessidade de doses proximas a doses toxicas,
para que o tratamento seja efetivo (ETTINGER, 1992).

Em individuos imunocompetentes a toxoplasmose ndo € fatal, mas o grande
problema encontrado nestes sdo as f€meas prenhes devido a infecgio
transplacentaria que pode levar ao abortamento espontineo ou a deficiéncia do feto
em hospedeiros intermedidrios. Freqiientemente, as criangas nascidas com
toxoplasmose congénita apresentam alteragdes, as mais comuns sdo: corioretinite,
microencefalia, distarbio do comportamento e calcificagdes cerebrais.

A pesquisa sobre vacinas € um dos principais desafios hoje no controle da
toxoplasmose, particularmente em paises subdesenvolvidos, onde a miséria e a falta
de higiene sdo, conseqilentemente, muito elevadas. Nestes locais a vacinagdo em
massa é a melhor forma de prevencdo de doengas. A vacinagdo de felideos ¢ um
importante passo para prevengdo da doenga pois, se um método eficiente de
imunizagdo for utilizado neste hospedeiro, é possivel se estabelecer a interrup¢do do
ciclo bioldgico do parasita pela via de contaminagfo por oocistos.

Grande parte das informagdes sobre a resposta imune e as informagdes
histolégicas sobre a presenga do parasita nos tecidos do hospedeiro murino estd
ainda intensamente baseada em modelos de animais infectados, com cistos ou

taquizoitas, pela via intraperitoneal (McLEOD et al., 1984),
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3.2.6- Cepas de Toxoplasma gondii

Diferentes cepas tém sido isoladas e sdo, geralmente, classificadas como
virulentas ou avirulentas com base na sua patogenicidade e/ou antigenicidade para o
modelo experimental camundongo, o qual sera resistente ou susceptivel (BOHNE et
al., 1993c).

HOWE & SIBLEY (1995) analisaram 106 amostras do parasita com
diferentes graus de viruléncia e determinaram a estrutura genética populacional do
T. gondii. Estes autores demonstraram a existéncia de trés tipos clonais
predominantes: tipo I, II e 1II. O primeiro grupamento de cepas esta relacionado a
toxoplasmose humana congénita e a viruléncia aguda em camundongos. O segundo
grupamento relaciona-se aos casos de reativagdo da infec¢io cronica em humanos
(intimamente ligado a AIDS) e o terceiro grupamento esta associado s infecgdes
animais. Segundo os autores, a defini¢do destes trés tipos de cepas pode prover uma
poderosa combinagdo para o estudo dos genes que regulam a patogénese da
toxoplasmose.

A cepa RH vem sendo intensamente utilizada como padrio na comparagio
entre cepas. A cepa RH foi isolada em 1939 de uma crianga com quadro letal de
encefalite toxoplasmica (HOWE & SIBLEY, 1994). 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 ¢ C57BL/6), a cepa RH leva-os & morte e por isso ¢ considerada como
sendo uma cepa virulenta ou altamente virulenta. Uma dose de 105 taquizoitas desta
cepa seria suficiente para matar em 6-7 dias camundongos BALB/c; a mesma dose
em ratos F344/N ndo produz mortalidade (FUJII et al., 1983). Ratos Fischer fémeas
também se mostraram resistentes a infec¢cdo com 8x10° taquizoitas (ZENNER et al.,
1993).

A cepa ME49 foi originalmente isolada da musculatura de carneiro. Ela é
cistogénica e considerada avirulenta ou de baixa viruléncia (LUNDE & JACOBS,

1983). Em camundongos BALB/c a cepa ME49 produz cistos que sdo,
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particularmente, evidentes no cérebro. O aparecimento de cistos caracteriza a fase
cronica da infecgdo que persiste por toda a vida destes camundongos. Por outro
lado, camundongos CS57BL/6 infectados com a mesma cepa desenvolvem uma
meningoencefalite progressiva com elevada taxa de mortalidade ap6s 12 semanas
de infecciio (GAZZINELLI et al., 1993a).

A cepa PJA é uma cepa cistogénica que ¢ mantida na Universidade Estadual
de Sdo Paulo, no campus de Jaboticabal, em camundongos tratados com
sulfadiazina. Nao ha registros na literatura de dados relativos ao estudo da cinética
da infecgdio por esta cepa em camundongos BALB/c.

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

1994),

3.2.7- Resposta imune ao protozodrio

Os antigenos somaticos e os secretados e excretados (ESA) por 7. gondii,
geram respostas imunitarias especificas. Sdo reconhecidos, por soro humano
proveniente de pacientes infectados, durante a fase cronica da infecgdo pelas
respectivas massas moleculares: 108, 97, 86, 69, 60, 57, 42, 39, 28, 5, 27 e 26 kDa.
Imunizagdo de ratos Fischer com tais ESA leva a hipergamaglobulinemia ¢ a
transferéncia do soro desses ratos para camundongos nuw/nu induz significante
prote¢do contra a cepa RH (DARCY et al., 1988).

O estudo da patogénese da infecglo pelo 7. gondii deve considerar os
diversos fatores conhecidos que podem influenciar o padrio da resposta imune do
hospedeiro frente ao parasita. Sabe-se, por exemplo, que 0 sexo ¢ a presenga de
hormdnios como o estrogeno podem ser decisivos no estabelecimento de um
determinado tipo de resposta imune (KITTAS & HENRY, 1980). Em camundongos

SCID, os machos sdo mais resistentes do que as fémeas e essa resisténcia esta
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associada com uma maior produgdo de IL-12 ¢ IFN-y, produzidos respectivamente
por macréfagos e células "natural killer" (NK) (WALKER et al., 1997).

A linhagem do camundongo ¢ a sua bagagem genética também podem
conferir ou ndo resisténcia ao parasita. BROWN et al. (1997) verificaram que
camundongos que apresentam o gene Ld no cromossomo 17 (por exemplo,
camundongos BALB/c) tém menores quantidades de cistos cerebrais ¢ menor
desenvolvimento de encefalite em relagdo aqueles que ndo apresentam tal gene (por
exemplo, camundongos C57B1/10J),

Sabe-se que o principal mecanismo de eliminagdo de parasitas intracelulares,
particularmente 7. gondii, ¢ uma apresentagdo de resposta imune do tipo Thl pelo
hospedeiro que leva a producdio das citocinas IL-2, INF-y, TNF-o e IL-12
(GAZZINELLI et al., 1991 e HUNTER et al., 1995).

Os macrofagos sdo fundamentais na eliminagfio do parasita. A secregfio de
citocinas como TNF-a e IL-12, o estimulo de células NK que leva a producgdo de
INF-y por células T e a secregdo de Oxido nitrico pela enzima 6xido nitrico sintase
sdo alguns dos mecanismos de combate do hospedeiro, fundamentais na eliminagdo
do parasita (KERSTEN et al., 1997).

Apos a infecgfio das células epiteliais do intestino, a sobrevivéncia do
parasita ira depender do seu deslocamento para outros 6rgdos do hospedeiro, em
particular, para as células do sistema neural e do tecido muscular. Para facilitar seu
deslocamento o parasita pode encontrar um "meio de transporte", e os mondcitos
nio aderentes sdo excelentes candidatos para isso. Quando circulantes, os
mondcitos podem ser infectados e dentro deles o parasita, opsonizado ou ndo, &
habil para sobreviver e se deslocar (FADUL et al., 1995). A dificuldade em se
detectar parasitas no sangue, exceto por técnicas sensiveis como o PCR, sugere que
a distribuigfo inicial do parasita possa ser principalmente pela via linfatica, e dentro
de poucos dias a uma semana apds a infecgdo experimental em camundongos,
taquizoitas podem ser encontrados no bago, placas de Peyer, pulmdes, figado e
cérebro (SUMYUEN et al., 1995).

Em camundongos SCID, a IL-12 € importante na regulagio da resisténcia

frente ao 7. gondii. O efeito protetor da IL-12 nestes animais parece vir da atividade
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de células NK produtoras de IFN-y (HUNTER et al., 1994). Estudando-se a resposta
imune de camundongos BALB/c (imunocompetentes), HUNTER et al. (1995a)
verificaram que a administragdo de IL-12 em camundongos infectados, pela via
intraperitoneal., com a cepa C56 (virulenta) de T. gondii, aumentou seu perfodo de
sobrevivéncia e que este efeito foi abolido pela administragio de anticorpos anti-
IFN-y ou anti-TNF-o ¢ pela deplegdo de células NK.

IFN-y tem papel crucial na resisténcia tanto da toxoplasmose aguda quanto
cronica, e pode ser produzida por células CD8+, CD4+ e NK, em resposta a IL-12,
tanto "in vivo" quanto in vitro (SHER et al., 1993; GAZZINELLI et al., 1994b).
Presume-se que o IFN-y medeie a morte celular do 7. gondii através da produgio de
oxido nitrico ou ainda pela deplegdo de nutrientes importantes como o triptofano
(PFEFFERKORN et al., 1986). SHER et al. (1993) demonstraram que 7. gondii foi
capaz de aumentar a sintese de IFN-y por células NK e células acessérias,
independentemente de linfocitos T. Estudos desenvolvidos com Listeria
demonstraram que 5x104 células/ pogo (6pg/ml) induzem a producio de IFN-y por
células NK independente de linfécitos T (BANCROFT et al., 1989; WHERRY et
al., 1991; BANCROFT et al., 1991). Estudos similares com T. gondii revelam que
quantidades inferiores a 10 parasitas por pogo, ou 25ng de extrato bruto, ou ainda
sobrenadante de cultura diluido 1:100, sdo suficientes para aumentar a produgio de
IFN-y (SHER et al., 1993). A diferenca entre esses dois patogenos é que, ao
contrario de Listeria, T. gondii ndo aumenta eficientemente a produgio de TNF- e
utiliza moléculas indutoras de IFN-y que s@o termolabeis e solaveis e ndo
correspondem a constituintes de sua membrana, levando a crer que se trata de um
antigeno secretado ou excretado (SHER et al., 1993). Esse mecanismo de produgio
de IFN-y, independente de linfocitos T, pode atuar como barreira contra a infecgio
por outros patogenos, aumentando a imunidade natural.

Experimentos utilizando camundongos C57BL/6 infectados com a cepa
cistogénica ME49 demonstraram que TNF-a € importante na prevengio da
encefalite causada por 7. gondii, sendo que a depleciio de TNF-a induz alto nivel de

mortalidade na fase aguda, mesmo em camundongos infectados com cepa
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avirulenta. O tratamento com anticorpos anti-TNF-a e anti-IFN-y leva a reducéo de
Oxido nitrico no cérebro e a exacerbagfio da encefalite. Ao contrario da malaria
cerebral onde a deplegdo destas duas citocinas previne a patologia, na toxoplasmose
cerebral a expressio de TNF-o parece refletir no controle imunoldgico
(GAZZINELLI et al., 1993b; GRAU et al., 1992).

Macréfagos infectados por 7. gondii aumentam a sintese de IL-12 in vivo
aumentando proporcionalmente os niveis de mRNA para IFN-y, correlacionando-se
com o aumento da expressdo de antigenos de classe II do MHC. A neutralizagdo de
IFN-y ou de 1L-12 inibe o aumento de antigenos de classe I do MHC, resultando na
diminuicdo da resposta celular e aumento da infec¢do e crescimento do parasita em
macréfagos peritoneais de camundongos in vivo (GAZZINELLI et al., 1994b).

O papel da IL-12 tem sido estudado também em modelos murinos
comparativos de imunocompeténcia € imunosupressio. Observou-se que a
administracdo dessa citocina, tanto a grupos de camundongos imunocompetentes
como a grupos imunosuprimidos (SCID mice) infectados por 7. gondii, aumenta a
sobrevida de maneira significante. Entretanto tal prote¢do € anulada quando os
camundongos sdo depletados de IFN-y , TNF-a ou células NK. A deplegéio de IL-12
resulta em 100% de mortalidade dos camundongos infectados (GAZZINELLI et al.,
1994b; HUNTER et al., 1995a) inclusive com a cepa cistogénica ME49 (HUNTER
et al., 1995a). Certamente o parasita induz a produgio de IL-12 como mecanismo de

protecdo do hospedeiro, garantindo desta forma o seu habitat e sobrevivéncia.

3.3- Interacio mastécito/Toxoplasma gondii

HENDERSON & CHI (1998) foram os tinicos, até o momento, a estudarem a
interacdo entre mastocitos e 1. gondii. Utilizaram mastécitos de ratos Sprague-
Dawley e o parasita 7. gondii da cepa RH isolado de camundongos BALB/c, e
observaram alteragdes marcantes. Apds a interagio in vitro os taquizoitas
apresentaram-se aderidos as microvilosidades dos mastdcitos. Ja os mastdcitos

apresentaram canais intracitoplasmaticos secretorios, granulos com contetido
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exibindo elétron-densidade moderada e conteudo de granulos no meio extracelular.
T. gondii mostrou alteragdes morfoldgicas induzidas pela presenga do mastdcito
como rompimento de membrana, formagdio de vacuolos intracelulares e destruigio
de organelas. Estudaram, ainda, a influéncia da histamina na interagdo
mastocito/Toxoplasma gondii, e confirmaram que a histamina nfio provoca
alteragdes na ultra-estrutura do 7. gondii. Isto sugere que o possivel mecanismo,
estimulador do mastdcito, tenha sido a liberagdo de lisofosfolipideos das organelas
apicais ou das roptrias do parasita. O leucotrieno B4 (LTB4) também revelou-se
como importante mediador citotéxico nos processos de inflamagdo, induzindo a
citotoxicidade do 7. gondii pelo rompimento da membrana e diminui¢do do
conteudo citoplasmatico desses organismos (HENDERSON & CHI, 1998).
Leucotrieno B4 (LTB4) é um componente estimulador das fungdes
eosinofilicas que tem sido identificado nas reages de hipersensibilidade, nas quais
a infiltragdo eosinofilica parece ter um importante papel. Isto sugere uma possivel
contribui¢io da LTB4 na atragio e ativaglo dessas células. Estudos in vivo
demostram que a migragfo induzida pelo LTB4 foi abolida pela deplegdo de células
peritoneais, entdo o efeito do LTB4 parece ser indireto, mediado por outras
substancias e sua liberagdo pode ser inibida por glicocorticdides (como
dexametasona que ¢ conhecido como bloqueador do écido araquidonico). Este
mecanismo indireto se d4 possivelmente através da liberagdo de outros mediadores

quimiotaticos eosinofilicos pelas células peritoneais (OLIVEIRA et al., 1994).
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4- Material e Métodos

4.1- Animais

Foram utilizados Calomys callosus (linhagem Canabrava) machos adultos,
com, no minimo, 12 semanas, pesando em média 34 gramas, oriundos do Instituto
de Medicina Tropical de Sdo Paulo e mantidos no biotério do Setor de Histologia e
Embriologia da Universidade Federal de Uberlandia com dieta de agua e racio ad

libitum para ratos e camundongos Nuvilab CR1 (Nuvital), complementada com

semente de girassol e aveia com casca.

4.2- Manutencio da cepa RH de Toxoplasma gondii e sua inoculagiio nos

animais para os experimentos in vivo

Toxoplasma gondii, da cepa RH, foram mantidos por inoculag3es
intraperitoneais em camundongos Swiss, seguindo-se um critério de 48 a 72 horas
de intervalo, no Laboratério de Imunologia da Universidade Federal de Uberlandia.

Os exudatos peritoneais foram colhidos através da lavagem com 4ml de PBS
(solugdo salina tamponada com fosfato 0,01M pH 7,2) estéril, esta solugdo que foi
injetada na cavidade peritoneal e retirada. O exudato colhido foi analisado a
microscopia de luz para verificagdo de possiveis contaminagdes por bactérias,
hemacias ou outros tipos celulares presentes neste microambiente. Os exudatos com
menor grau de contaminagdo e maior quantidade de parasitas foram selecionados
para repique e utilizados nos experimentos.

Para os estudos in vivo, animais adultos foram inoculados,
intraperitonealmente, com um tnico inéculo de 10° taquizoitas de 7. gondii imersos

em 400ul de PBS. Os animais controles receberam a mesma quantidade de PBS.
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Todos os animais de experimentagdo utilizados foram anestesiados com éter (éter
etilico P.A.) e sacrificados com deslocamento cervical. O controle da infec¢fio dos

animais inoculados por 1. gondii foi feito através da analise do exudato peritoneal,

os animais ndo infectados foram desprezados.

4.3- Experimentos in vivo

43.1- Comportamento dos mastocitos apos 48 horas de infecgdo por

Toxoplasma gondii

Para a analise morfoldgica dos mastocitos encontrados no figado, orelha,
ileo, linfonodos submandibular e dorsal foram utilizados seis animais infectados e
dois animais controles. Os animais foram sacrificados apos 48 horas de infecgio,
mantendo-se jejum prévio de 12 horas. A coleta dos orgdos, foi feita sempre pela
manhi, uma vez que o mastocito possui ciclo circadiano (POLAT, 1980).
Fragmentos de figado, orelha, ileo, linfonodos submandibular e dorsal foram
colhidos com auxilio de um estereomicroscopio. Para a identificagdo dos linfonodos
utilizou-se a descricdo feita por AZZALI & DIDIO (1965). Apés a colheita os
fragmentos foram processados seguindo-se os procedimentos de rotina, descritos a

seguir, para analise & microscopia eletronica de transmissdo.

4.3.1.1- Microscopia Eletronica de Transmissdo

Os fragmentos de figado, orelha, ileo, linfonodos submandibular e dorsal
colhidos foram fixados por imersio em solugdo de Karnovsky modificada
(glutaraldeido a 2,5% e paraformaldeido a 2%) em tampdo cacodilato de sddio

0,IM (cacodylic acid sodium salt trihydrate purum P.A.- Fluka) em pH 72
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(KARNOVSKY, 1965) durante 17 horas a 4°C. Foram pés-fixados em tetréxido de
6smio reduzido com ferrocianeto de potassio: (Merck S. A. Inds. Quimicas, Rio de
Janeiro, Brasil) tetroxido de dstnio a 1% em tampéo cacodilato de sodio 0,1M com
ferrocianeto de potassio a 1,5% por 1 hora a temperatura ambiente. Apés a fixacéo,
foram lavados em tampdo cacodilato de sodio e desidratados em etanol (4lcool
etilico absoluto P.A. 99,5%) em concentragdes crescentes. Apds duas passagens em
acetona (acetona P.A. 99,5%) iniciou-se a pré-infiltragio, 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 ¢ segunda etapas o material
foi mantido em mistura de acetona/ resina Epon na proporgdo de 2:1 e 1:1 (v/v),
respectivamente, e em cada concentracdo ficou imerso por uma noite; na terceira
etapa utilizou-se a proporgdo de 1:2 (v/v), acetona/ resina Epon, por 4 horas a 37°C.
No dia seguinte, a solugo foi submetida a infiltragdo com resina plena> por 4 horas
a 37°C. Finalmente, foram incluidos devidamente orientados e mantidos em estufa a
60°C por 24 horas, no minimo, para polimerizacdo da resina e conseqiiente
endurecimento.

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

Para os estudos ultra-estruturais, os cortes ultra-finos foram submetidos &
dupla coloragio 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 T1I- citrate trihydrate purum- Fluka), durante 40 minutos a temperatura
ambiente, método descrito por REYNOLDS (1963) e examinados ao microscopio

eletronico de transmissdo EM-109 (Zeiss) do Centro de Microscopia Eletronica

(CEME) da Universidade Federal de Uberlandia.
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4.3.2- Cinética do comportamento dos mastocitos frente a infecgfio por

Toxoplasma gondii

Para a analise comportamental dos mastdcitos da cavidade peritoneal foram
utilizados vinte e um animais infectados e vinte ¢ um animais controles.

Os exudatos peritoneais dos animais controles e experimentais foram
cothidos com solugdo polieletrolitica para dialise peritoneal (CAPD com 4,5% de
glicose, isenta de potassio, Fresenius Laboratorios Ltda.), centrifugados a 500g por
10 minutos a 37°C e ressuspendidos com 1ml da mesma solugdo. O exudato colhido

quando apresentava-se hemorragico era desprezado.

A suspensio celular foi corada com azul de toluidina O a 0,5% e borato de

sodio 1%, na proporgdo 10/1, e a partir desta mistura corada fez-se a contagem dos

mastocitos.
A contagem da quantidade de mastdcitos presente no exudato peritoneal foi

feita em diferentes intervalos de tempo apds a infeccio: 1, 3, 6, 12, 24, 36 ¢ 48

horas. Este mesmo procedimento de contagem foi realizado em exudatos colhidos

de animais controles obedecendo-se os mesmos intervalos de tempo, utilizados para

o estudo em animais infectados.
Os mastécitos foram contados utilizando-se uma cdmara hemocitométrica ou

camara de Newbauer. A cAmara hemocitométrica recebeu 10ul da suspensio corada
. . ~ 4 rqe . .
e seus campos diagonais foram analisados com correg¢do 107, a analise foi feita com

a objetiva 40x, os mastdcitos ai presentes foram contados e registrados com o

auxilio de um contador manual.

4.3.3- Comportamento dos mastocitos apés 12 horas de infecgio por

Toxoplasma gondii

Para a analise comportamental dos mastdcitos da cavidade peritoneal foram

usados oito animais infectados e quatro animais controles.
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Colheu-se, apos 12 horas de infecgdo por 7. gondii, os exudatos peritoneais
de C. callosus com solugdo polieletrolitica para dialise peritoneal. Apés a colheita,
os exudatos foram centrifugados a 500g por 10 minutos a 37°C, lavados com 5ml da
mesma solugio e centrifugados novamente sob as mesmas condigdes. O exudato
colhido quando apresentava-se hemorragico era desprezado. Em seguida, as
suspensdes celulares foram ressuspendidas em 10ml de solugdo fixadora. Utilizou-
se como fixador para analise & microscopia de luz o paraformaldeido 4% diluido em
solucdio polieletrolitica para didlise peritoneal, durante 1 hora, e a mesma solugio
para lavagem do material. Apos a lavagem o material foi desidratado em etanol
absoluto por 3 vezes e seguiu-se os procedimentos de rotina para inclusdo em resina
plastica a base de glicol metacrilato (Tecknovit 7.100 - KULZER). Cortes de 2 e
3um de espessura foram obtidos através de navalha de vidro. Os cortes foram
distendidos em agua destilada gelada, depositados em ldminas histologicas e
mantidos A temperatura ambiente para a secagem. Em seguida, os cortes foram
corados por 1 minuto com solugéo aquosa de azul de toluidina O a 0,5% e borato de
sodio 1%, montados com entellan (entellan neu- Merck, Darmstadt, Germany),
analisados e fotografados no fotomicroscopio Polyvar (Reichert-Jung) do
Laboratério de Histologia.

Para analise & microscopia eletronica de transmissdo utilizou-se a solugfo
fixadora de Karnovsky modificada, durante 1 hora, e o tampo cacodilato de sodio
para lavagem do material, apos a fixagdo o material foi processado rotineiramente

para analise & microscopia eletrénica de transmisséo como descrito no item 4.3.1.1.

4.4- Experimentos in vitro

4.4 .1- Purifica¢do dos mastocitos

Utilizou-se nos experimentos in vitro exudatos peritoneais de C. callosus que

foram colhidos com 4ml de solugdo polieletrolitica para dialise peritoneal
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centrifugados a 500g por 10 minutos a 37°C, lavados com 10ml da mesma solugdo e
centrifugados novamente sob as mesmas condi¢des. O exudato peritoneal quando

apresentava-se hemorragico era desprezado.

Apobs estes procedimentos, o fluido peritoneal foi purificado com uma
solugdo de Percoll (Silica coberta com PVP- polivinilpirrolidona- coloidal para
separacdo de células) isotonica (Percoll acrescido de 11% de glicose ¢ 5,5% de
solugdo polieletrolitica para dialise peritoneal) ficando em repouso por 10 minutos,
seguiu-se nova centrifugacdo e as duas camadas superiores que se formaram foram
desprezadas (RODRIGUES, 1999). O volume restante no tubo que continha os
mastdcitos foi lavado com a solugdio polieletrolitica para dialise peritoneal. Esta

metodologia nio ¢ 100% eficiente, portanto mesmo apds o processo de purificagfo

ainda restam outros poucos tipos celulares.

4.4 .2- Interagio mastocito/Toxoplasma gondii

A interagfo in vitro entre mastocito/1. gondii foi estudada ap6s a purificagéo
dos mastécitos do exudato peritoneal de trinta C. callosus, e sua quantidade foi
determinada pela contagem destes em camara hemocitométrica. Neste momento,
apos a purificagdo e a contagem, uma porgdo da solu¢do que continha os mastdcitos
foi fixada e utilizada como controle da reagéo.

Os taquizoitas utilizados foram obtidos de passagens seriadas in vivo,
seguindo-se um critério de 48 a 72 horas de intervalo, metodologia descrita no item
4.2. Bstas formas foram colhidas apds lavagem, com 4ml de PBS estéril, da
cavidade peritoneal de camundongos Swiss e centrifugadas a 500g por 10 minutos &
temperatura ambiente. Em seguida foram lavadas com 10ml de solugdo
polieletrolitica para dialise peritoneal e centrifugadas novamente sob as mesmas

condicdes. Apés este procedimento a suspensdo foi contada em cAmara

hemocitométrica e o niimero de parasitas ajustado para 6x o namero de mastocitos,

ou seja, na proporgdo de 1 mastocito/6 parasitas de acordo com HENDERSON &
CHI (1998).




Material e métodos 58

Os parasitas foram incubados com os mastocitos e trés intervalos de tempo
foram investigados: zero, 30 e 60 minutos. Assim que os parasitas foram
adicionados aos tubos contendo os mastocitos, processou-se a fixagdo do material
obedecendo-se os intervalos de tempos pré-determinados: zero, 30 e 60 minutos de
incubagdio. Utilizou-se como fixador a solugdo de Karnovsky, durante 1 hora e o
tampio cacodilato de sodio para lavagem do material.

Em seguida, as células foram centrifugadas a 1000g por 5 minutos a 37°C,
ressuspendidas em Agar Noble 3% (Laboratérios Difco Ltda) e processadas

seguindo-se a metodologia para microscopia eletronica de transmissdo descrita no

item 4.3.1.1.

4.4 3- Imunocitoquimica da interagdo mastdcito/7oxoplasma gondii

A interagdo entre mastécitos € 7. gomdii foi investigada
imunocitoquimicamente, utilizando-se duas técnicas durante a preparagdo celular;
cultura de células e suspensdo de células. A andlise deste material foi realizada
através do microscopio confocal LEICA TCS-NT (Projeto FAPESP 95/6199-3,
engenheira responsavel Marcia Sirlene Zardin Graess do Departamento de Biologia

Celular ¢ Molecular ¢ Bioagentes Patogénicos da Faculdade de Medicina de

Ribeirdo Preto).

4.4.3.1- Cultura de células e Suspensdo celular

Apbs a purificagdo, a suspensio do exudato peritoneal de vinte C. callosus
contendo os mastdcitos foi ressuspendida em RPMI completo (meio para cultura de
células: RPMI medium 1640 com L-glutamina e bicarbonato de sddio) com
gentamicina, suplementado com 5% de soro bovino fetal (Sigma). A quantidade de

células foi determinada por contagem em cimara hemocitométrica.
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Em seguida, os mastécitos foram adicionados sobre laminulas redondas, de
13mm de didmetro acondicionadas em placas de cultura por 48 horas, para
aderéncia a estas laminulas, em estufa umidificada contendo 5% de CO,. Apés 48
horas os pogos das placas de cultura, que continham as laminulas redondas, foram
aspirados e lavados duas vezes com meio RPMI completo, para descarte das células
ndo aderidas.

Os taquizoitas utilizados foram obtidos de passagens seriadas in vivo,
seguindo-se um critério de 48 a 72 horas de intervalo, metodologia descrita no item
4.2. Estas formas foram colhidas apdés lavagem, com 4ml de PBS estéril, da
cavidade peritoneal de camundongos Swiss e centrifugadas a 500g por 10 minutos a
temperatura ambiente. O sedimento resultante apos centrifugago foi ressuspendido
em RPMI completo, e submetido a outro ciclo de centrifugagdo sob as mesmas
condigdes. A viabilidade dos taquizoitas foi determinada pela contagem diferencial
com o corante vital azul de tripan (Trypan blue solution-0,4%- Sigma). Apds
ajustar-se a concentragdo para 6 taquizoitas/1 mastocito, esta suspensio foi
distribuida nos pogos das placas de cultura que continham as laminulas redondas.

Os parasitas foram incubados com os mastdcitos e trés intervalos de tempo
foram investigados: zero, 30 ¢ 60 minutos. Como controle da reagdo algumas
laminulas n3o foram incubadas com os parasitas, permanecendo apenas os
mastocitos nestas. Assim que os parasitas foram adicionados as laminulas, que
continham os mastdcitos, processou-se a fixagdo do material obedecendo-se os
intervalos de tempo pré-determinados: zero, 30 e 60 minutos de incubagdo.
Utilizou-se como fixador o paraformaldeido 4% diluido em solugdo polieletrolitica
para dialise peritoneal, durante 1 hora. As laminulas passaram por duas lavagens, de
10 minutos cada, com solu¢do polieletrolitica para didlise peritoneal, seguindo-se a
permeabilizagio celular com 0,5% de Triton X-100 (t-Octilfenoxipolietoxietanol,
Sigma Chemical Co. Saint Louis, MO, USA) durante 10 minutos e um outro ciclo
de lavagens (duas lavagens) com duragéo de 10 minutos cada utilizando-se a mesma
solugdo.

Em seguida, as laminulas foram bloqueadas com soroalbumina bovina 1%

(BSA- Sigma) diluida em solugo polieletrolitica para dialise peritoneal, durante 1
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hora a temperatura ambiente e lavadas duas vezes com a mesma solugdo, por 10
minutos cada lavagem. As laminulas foram incubadas, para cada intervalo de tempo
(zero, 30 ¢ 60 minutos) com anticorpo monoclonal primario E9 anti-7' gondii
produzido em camundongo (fabricado pelo préprio Laboratério de Imunologia da
UFU), ndo diluido, por 1 hora a temperatura ambiente e/ou com soros de
camundongos, diluidos 1/100, reagentes e ndo-reagentes para 7. gondii, durante 1
hora & temperatura ambiente. Este anticorpo monoclonal liga-se especificamente a
proteina P-30 ou SAG-1 que € uma proteina de superficie presente na membrana
plasmatica do 7. gondii. As laminulas passaram por mais duas lavagens de 10
minutos cada e foram incubadas com anticorpo secundario anti-camundongo,
especifico para cadeia y, conjugado a fluoresceina- FITC- desenvolvido em cabra
(Sigma), diluido 1/50, por 30 minutos & temperatura ambiente. Em seguida, as
laminulas foram lavadas duas vezes com tampdo carbonato (carbonato de sodio
anidro 0,5M e bicarbonato de sodio 0,5M), por 10 minutos cada lavagem.

Apos a lavagem, as laminulas foram coradas com azul de Evans 1%, durante
1 minuto, lavadas duas vezes com tampdo carbonato, por 10 minuto, montadas em
laminas histolégicas com tampdo N-propil-galato com glicerol e cobertas por
laminulas de 18mm®. Em seguida, foram vedadas e analisadas no microscopio
confocal LEICA TCS-NT (Projeto FAPESP 95/6199-3.

A andlise do material in vitro ap6s cultura de células sugere que os
mastécitos de C. callosus sdo células pouco aderentes, sendo assim, no presente
trabalho, utilizou-se também a suspensdo celular para preparagdo do material.

Os procedimentos utilizados nos experimentos com suspensao celular foram
0s mesmos utilizados nos experimentos de cultura de células desde a colheita,
purificagdo, interagio mastocito/7. gondii até os métodos imunocitoquimicos.
Porém, nos experimentos com suspensdo celular aboliu-se a etapa de cultura dos
mastocitos e a manipulagio do material foi feita em tubos contendo as suspensoes

celulares. Vinte animais foram utilizados nos experimentos desenvolvidos em

suspensao celular.
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5- Resultados

5.1- Experimentos in vivo

5.1.1- Comportamento dos mastécitos apds 48 horas de infecgdo por

Toxoplasma gondii

Sera descrito, a seguir, as caracteristicas morfologicas dos mastocitos em

diferentes drgios, bem como possiveis alteragdes estruturais destes.

5.1.1.1- Orelha

Nos animais controles, os mastocitos do tecido conjuntivo da derme da
orelha apresentaram granulos exibindo, em sua maioria, conteado homogéneo e
elétron-denso (Fig. 1). Nos animais apos 48 horas de infecgdo por 7. gondii os
mastocitos da derme mostraram granulos, em sua maioria, com conteudo exibindo
elétron-densidade moderada (Fig. 2). Observou-se, também, nestes animais
mastocitos com sinais indicativos de desgranulagio: fusdo de granulos (Fig. 3);
granulos com conteido grumoso e halo elétron-liicido (Figs. 3 e 4); amplo canal
intracitoplasmatico (Figs. 2, 3 e 5); rompimento da membrana plasmatica e
conteido de granulos no meio extracelular (Fig. 6). Taquizoitas nfio foram

encontrados na derme da orelha.
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5.1.1.2- Figado

Durante a colheita do material de C. callosus ap6s 48 horas de infecgdo por
1. gondii notou-se, aparentemente, aumento no tamanho do figado destes animais.

Na cépsula do figado, apos 48 horas de infecgdo por 7. gondii, encontraram-
se com freqiiéncia taquizoitas entre fibrilas colagenas (Fig. 7) e mastécitos
apresentando alteragSes no contetido de seus granulos: fusdo de granulos e contetido
de granulo extracelular (Figs. 7 e 8). Células rompidas exibindo alteracdes
citoplasmaticas e, possivelmente, contendo resquicios de roptrias de 7. gondii foram
também observadas (Figs. 7 € 8). Os hepatocitos de animais controles apresentaram
um ou mais nuacleos esféricos com nucléolo evidente, granulos grosseiros
indicativos da presenga de glicogénio, estruturas esféricas exibindo elétron-
densidade moderada e reticulos granular e agranular (Fig. 9). Nos animais

submetidos a infecgdo notou-se, aparentemente, diminuigio da quantidade de
glicogénio e um aumento na quantidade das estruturas esféricas descritas nos
animais controles envolvidas por cisternas de reticulo (Fig. 10). Encontraram-se
também taquizoitas nos capilares sinusoides (Fig. 10), em vaciiolos parasitéforos no

interior de varios tipos celulares como leucécitos (Fig. 11) e hepatécitos (Fig. 12).

5.1.1.3- Ileo

Nos animais controles as células do epitélio da mucosa apresentaram-se
integras. Entre elas encontraram-se células exibindo numerosos microvilos,
glicocalice bem desenvolvido e numerosas mitocondrias. Entre as células absortivas
observou-se células caliciformes com o citoplasma apical repleto de granulos
citoplasmaticos com contetido elétron-denso (Fig. 13). Nos animais, apds 48 horas
de infecgiio por 7. gondii, as células absortivas e caliciformes apresentaram
alteragdes bem evidentes, sugerindo diferentes estagios de degeneragdo destas
células (Figs. 14 e 15). O citoplasma das células absortivas mostrou-se vacuolizado

com suas mitocondrias, aparentemente, fundidas ¢ desprovidas de cristas,
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provavelmente, pelo rompimento destas (Figs. 14 e 15). Nas células caliciformes,
observou-se diminuigdo da elétron-densidade do contetdo de seus granulos e fusdo
acentuada destes formando canais de desgranulagdo com exocitose acentuada de
seus contendos. Ainda, observou-se a presenca de células em processo de
degeneragfio na superficie do epitélio da mucosa (Fig. 15). Encontraram-se na luz
do ileo taquizoitas livres algumas vezes, aparentemente, em processo de divisdo e
em vacuolo parasitforo (Figs. 16 e 17). Taquizoitas em vacuolos parasitéforos

foram encontrados na submucosa (Figs. 18 e 19), na serosa do ileo (Figs. 20 e 21) e
também neste local entre organelas de células rompidas (Fig. 22). Células com

vactiolo parasitoforo no mesentério foram também observadas (Fig. 23). Na

submucosa do ileo, também enconiraram-se mastdcitos rompidos contendo

taquizoita no seu interior € em suas proximidades (Fig. 24).

5.1.1.4- Linfonodo dorsal

Nos animais controles, encontraram-se mastocitos no tecido conjuntivo da

capsula que apresentaram NUMEr0SOS granulos citoplasmaticos com nitida

membrana exibindo contetdo homogéneo e elétron-denso (Fig. 25 e encarte).

Observou-se, também, mastdcitos nos seios linfaticos e no tecido linfoide exibindo

tais caracteristicas (Figs. 26 e 27). Nos animais, ap6s 48 horas de infecgdo por 7.

gondii, detectou-se a presenga de taquizoitas em diferentes regides desse linfonodo:

no tecido conjuntivo da capsula (Fig. 28) e no interior de células presentes nesta

regidio (Figs. 29 e 30). Os taquizoitas estavam em vacuolos parasitoforos de células

presentes no tecido linféide e nos seios linfaticos (Figs. 31 e 32) ou livres (Fig. 33).

Foram encontrados mastocitos proximos a locais onde encontravam-se vactiolos
com taquizoitas. Estes mastocitos apresentavam granulos citoplasmaticos exibindo,
em sua maioria, contedo elétron-denso € homogéneo porém alguns granulos
mostraram contetido grumoso € halo elétron-lacido além da presenga de fusdo de
granulos evidenciando, possivelmente, 2 ocorréncia de processo de desgranulagio

(Fig. 34 e encartes). Encontraram-s¢ mastocitos, aparentemente, em interagdo com
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células, inclusive macréfagos, contendo vactiolo parasitéforo contendo taquizoita
apresentando alguns granulos com contetdo grumoso e halo elétron-lacido bem
como fusdo entre estes granulos (Fig. 35 e encarte); mastocitos rompidos
apresentando amplos canais intracitoplasmaticos contendo granulos citoplasmaticos
exibindo, em sua maioria, conteiildo grumoso ¢ elétron-densidade moderada e, ainda
extrusdo de granulos citoplasmaticos (Fig. 36). Nota-se ainda a presenca de um
taquizoita, aparentemente, no interior desse mastocito (Figs. 36 e 37). Mastécitos no
tecido linféide apresentando em sua maioria, granulos citoplasméticos vazios e
elétron-lacidos e alguns fundidos formando canais intracitoplasmaticos indicativos
de processo de desgranulagdo foram também observados (Fig. 38). Observou-se 7.
gondii, aparentemente, destruido em interagdo com mastocitos em processo de
desgranulagio (Fig. 39). Células totalmente rompidas foram, freqiientemente,

encontradas em todas as regides do linfonodo dorsal.

5.1.1.5- Linfonodo submandibular

No linfonodo submandibular de C. callosus controles observou-se que os
mastdcitos exibiam caracteristicas ultra-estruturais semelhantes as descritas para os
mastécitos encontrados no linfonodo dorsal, independente da localizagdo. Apos 48
horas de infecgdo por 7. gondii, encontraram-se células no tecido linféide contendo
vactiolos parasitoforos com taquizoitas unidos entre si (Fig. 40 e encarte). Notou-se
também mastocitos no tecido linféide e nos seios linfaticos apresentando granulos
citoplasmaticos, em sua maioria, com conteado grumoso ¢ elétron-densidade

moderada. Tais granulos estavam, freqiientemente, fundidos e formando canais

(Figs. 41 e 42).
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5.1.2- Variagdo do niimero de mastocitos frente a infecgdo por Toxoplasma

gondii, no periodo de 48 horas

O namero de mastdcitos presentes no exudato peritoneal dos animais
controles foi analisado nos diferentes intervalos de tempo (1, 3,6, 12,24, 36 ¢ 48

horas) variou de 15.000 a 27 000 mastécitos por ml, o que correspondeu em média,

20.500 mastdcitos por ml.

Apos infecgdo por 7. gondii o nimero de mastdcitos presente 1o exudato

peritoneal foi analisado nos McsmMos intervalos de tempo. Apds 1 hora observou-se,

em média. 99.000 mastocitos por ml; nos intervalos de 3 e 6 horas observou-se o
, 99.

mesmo resultado para estes dois momentos, em média, 35.000 mastdcitos por ml;

apds 12 horas de infec¢do notou-s¢, € média, 55.000 mastéocitos por ml ¢ nos

intervalos de 24, 36 ¢ 48 hora

mastdcitos por ml, respectivamente (Grafico 1).

s de infecgdio havia, em média, 22.000, 7.300 e 3.700

10000007 —a— lixperimental

-0~ Controle

___________________

100007

Numero de mastdcitos/mL

1000 r ' ‘ . T -

Tempo de infec¢do (horas)

Grafico 1-Variagdo do niimero de mastocitos do exudato peritoneal no periodo de

48 horas de infecgdo por Toxoplasma gondlii.
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5.1.3- Comportamento in vivo dos mastocitos apos 12 horas de infecgdo por

Toxoplasma gondii

5.1.3.1- Microscopia de luz

Os mastécitos do exudato peritoneal de C. callosus controles apresentaram,
em sua maioria, forma esférica com granulos citoplasmaticos também esféricos que
exibiram diametros, aparentemente, uniformes preenchendo quase todo o
citoplasma (Fig. 43).

Apbs 12 horas de infecgdo, observaram-se no exudato peritoneal, parasitas
no interior de diferentes tipos celulares: mastdcitos, leucocitos e células semelhantes
a macréfagos (Figs. 44 € 45). Encontraram-se mastocitos apresentando granulos
citoplasmaticos de tamanhos variados exibindo forma irregular sugerindo fusio de
granulos (Fig. 46) e outros mastocitos contendo vactiolo parasitéforo com taquizoita

apresentando poucos granulos citoplasmaticos exibindo halo negativo sugestivo de

avangado processo de desgranulagdo (Fig. 47).

5.1.3.2- Microscopia Eletronica de Transmissdo

Os mastocitos do exudato peritoneal dos animais controles, ultra-
estruturalmente,  apresentaram-se integros e com numerosos granulos
citoplasmaticos exibindo contelido, em sua maioria, homogéneo e elétron-denso
exibindo didmetros, aparentemente, uniformes (Fig. 48). Em C. callosus apés 12
horas de infecgdo por 7. gondii mastocitos com vactolo parasitéforo foram,
freqiientemente, observados exibindo sinais indicativos de processo de
desgranulagsio (Fig. 49 e 50). Foram também encontrados mastocitos apresentando
granulos citoplasmaticos com conteado elétron-lacido, as vezes, fundidos formando
canais intracitoplasmaticos, semelhantes aos observados na microscopia de luz, ao

lado de raros granulos citoplasmaticos exibindo elétron-densidade moderada (Fig.
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51, compare com a Fig. 47). Outros tipos celulares contendo ou niio vactolo
parasitoforo apresentaram-se rompidos exibindo nucleo vacuolizado (Fig. 52),
inclusive leucécitos. Os taquizoitas foram encontrados geralmente intracelulares,
exceto, em um tipo celular que foi observado estar, aparentemente, em processo de
invasdo (Fig. 53).

No presente trabalho os mastdcitos de C. callosus da derme da orelha,
linfonodos dorsal e submandibular e mastécitos do exudato peritoneal foram
morfologicamente semelhantes: apresentando granulos dispersos no citoplasma que

nio fazem saliéncia na membrana plasmatica, nem alojam-se em depressdes da

membrana nuclear e nfio exibem denteagdes.

5.2- Experimentos in vitro

5.2.1- Interacfo mastocitos/Toxoplasma gondii

Os experimentos que envolveram cultura de células e suspensio celular

revelaram resultados semelhantes, ap0s incubagdo entre mastocitos e 7. gondii nos

diferentes tempos: zero, 30 € 60 minutos.
A microscopia eletronica de transmissdo, apos purificagdo, os mastdcitos do

exudato peritoneal de animais controles apresentaram-se integros € com nuMmMeErosos

granulos citoplasmaticos exibindo conte@ido homogéneo, em sua maioria, € com

elétron-densidade moderada (Fig. 54). No momento zero de incubagdo, de

mastéocitos e 1. gondii, 0s mastécitos mostraram-se integros e exibindo as

caracteristicas ja descritas para estes no material controle (Fig. 54), que continha

apenas mastocitos purificados. Os taquizoitas também apresentaram-se integros
(Fig. 55). Apés 30 minutos de incubagdo, de mastocitos e 7' gondii, encontraram-se
vacuolos parasitéforos em mastocitos que apresentaram diminuigdo da elétron-

densidade do contetido de seus granulos citoplasmaticos, além de fusdo de granulos
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com conteudo grumoso (Figs. 56, 57 € 58). Observou-se que mastocito em interagdo
com 7. gondii apresentava aumento na quantidade das suas projecdes

citoplasmaticas na face de contato com o parasita (Figs. 59 ¢ 60). Notou-se ainda

taquizoitas livres e em vactolos parasitoforos em algumas células, inclusive
eosindfilos (Fig. 61). Alguns taquizoitas livres apresentaram diminuigdo da elétron-
densidade dos componentes citoplasmaticos, presenga de grandes vactolos
citoplasmaticos indicativos de alteragdo na morfologia destes parasitas (Fig. 62).
Apbs 60 minutos de incubagdo, de mastocitos e 1. gondii, observou-se a presenga

de vaciolos parasitéforos em mastocitos e em outros tipos celulares (Fig. 63). Os

mastdcitos, em geral, apresentaram regidio de Golgi bem evidente com a presenga de

pro-granulos; fusdo de granulos citoplasmaticos; granulos exibindo conteudo de
elétron-densidade variada; grinulos com conteiido grumoso e, as vezes, com

extrusio do contetido de seus granulos (Figs. 63, 64 ¢ 65).

5.2.2- Imunocitoquimica de mastdcitos e Toxoplasma gondii

A analise a0 microscopio confocal demonstrou que nos momentos zero, 30 e

60 minutos apds tratamento com soro ndo imune de camundongo para 7. gondii os

mastécitos e os taquizoitas ndo exibiram fluorescéncia e foram corados apenas em

vermelho pelo azul de Evans. No material tratado com anticorpo policlonal de

camundongo os taquizoitas mostraram-se fluorescentes (Fig. 66). Os niicleos dos

taquizoitas e os mastécitos apresentaram-se corados em vermelho pelo azul de

Evans. Apos incubagdo do material com o anticorpo monoclonal E9 os taquizoitas

apresentaram-se com o limite celular fluorescente (Fig. 67) e os mastdcitos apenas

corados em vermelho.
A imunocitoquimica no momento Zzero de incubagdo de mastocitos e 7.

gondii nio evidenciou nenhum contato ou aproximacgdo entre estas células e ambas

apresentaram-se integras (Fig. 68). Resultado semelhante foi observado quando o

mesmo material foi analisado através do microscopio de interferéncia oOptica,

segundo Nomarski (Fig. 69).



Resultados 70

Ap6s 30 minutos de incubagdo observou-se uma interagdo entre mastocitos e
T gondii, na qual os parasitas foram vistos proximos ao limite celular dos
mastocitos (Fig. 70). Apos 60 minutos de incubacio notou-se auséncia da estrutura
granular nos mastocitos, aparentemente, indicativo da ocorréncia de fusdo de
grinulos citoplasmaticos. Encontraram-se taquizoitas proximos a superficie de

mastocitos e, ds vezes, em interagdo com mastdcito, aparentemente, em processo de

invasédo (Figs. 71 ¢ 72).
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PRANCHA 3

) s 8¢
Eletromicrografias do figado de Calomys callosus controle ¢ ap0s 48 bor?

infec¢do por T. gondii. Estudo in vivo.

. At G)
FIGURA 9- Hepatocito (H) de animal controle exibindo riqueza de ghcogenlo (

e estruturas esféricas exibindo elétron-densidade moderada (*). 6 200X.

s . . abides
FIGURA 10- Mostra varios taquizoitas (@) presentes nos capilares Smusol

. o t
Nota-se pouca quantidade de glicogénio e muitas estruturas esféricas (*); comP

com o animal controle da Fig. 9. 22 800 X_

L

FIGURA 11~ Nota-se um leucdcito (L) no interior de um capilar sinusdide ¢

vaciolo parasitéforo contendo um taquizoita (%). 6 200X

I ﬁo
FIGURA 12- Mostra um vaciiolo parasitéforo contendo varios taquizoitas ®

interior de um hepatocito. 6 200 X
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PRANCHA 4

horas ge
Eletromicrografias do fleo de Calomys callosus controle e apos 48
infecciio por 7. gondii. Estudo in vivoe.

o w0

FIGURA 13- Panoradmica das células do epitélio da mucosa do jleo @€ ( 0
.. €
controle apresentando morfologia integra mostrando uma célula calicifor™

entre varias células absortivas exibindo numerosos microvilos (A). 6 200 X-

S

FIGURA 14- Panordmica das células do epitélio da mucosa do ileo de )
. . ” - cf
submetidos & infecgdo apresentando alteragdes morfologicas. Notam-S¢-

0
: . s
absortivas (A) apresentando o citoplasma vacuolizado; célula calicifor™
exibindo canais intracitoplasmaticos (). 6 200 X.
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Mostra taquizoitag
processo de divisgg, 7 900 X,

e
®) livies ng 1y, do ileo, aparente

:70itas (*) v
FIGURA 17. Mostra ym vaciiolo Parasitoforg Contendo varios taquizo
luz do ileg, 6000 X
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PRANCHA 6

T

o encci0 PO¥
Eletromicrografias do ileo de Calomys callosus apés 48 horas de infectd? v

gondii. Estudo in vivo.

Aot
itof0"
FIGURA 18- Mostra células (C) presentes na submucosa com vaciolo para®

contendo taquizoita (). 5 700 X,

g
a0
FIGURA 19- Detalhe de um dos taquizoitas mostrados na Fig 18. N0

@) 1°

0
. r tlcu‘
roptrias (&) condide (cabega de seta); nicleo (N); granulos densos

endoplasmatico granular (W); membrana dupla (A). 22 000 X.

1B
r aloa
FIGURA 20- Notam-se varios taquizoitas (%), aparentemente, €1 sun

livres na serosa do ileo. 11 200 X,

(%) 0

FIGURA 21- Mostra um quizoit®

vaciolo parasitéforo contendo um 2
interi ¢
rior de uma célula, aparentemente, um leucécito na serosa do ileo- 2
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PRANCHA 7

. foccio |
Eletromicrografias do ileo de Calomys callosus apés 48 horas de infect

gondii. Estudo in vivo.

, 1w
FIGURA 22- Observa-se taquizoitas (%) entre organelas de células o}

serosa. 6 000 X.

. izoit
FIGURA 23- Mostra células com vaciolo parasitéforo contendo taquizo™

mesentério. 6 000 X,

FIGURA 24- Mastocito (MC) apresentando rompimento da membran?
(=) em vérios pontos. Notam-se também: canal intracitoplasmatico CF
na morfologia do nicleo (N); presenca de taquizoitas (%) no interior 40

livres no tecido conjuntivo entre organelas de células rompidas. 12 200
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PRANCHA 9

Eletromicrografias

- 48 hords
s 48
do linfonodg dorsal de Calomys callosus apo
infeceiio por T. gondi, Estudo in viyo,

antivo d2 chps®
FIGURA 28- Mostra variog taquizoitas (#) livres no tecido conjun
2100 X,

FIGURA 29- Nota-

alteragdes morfologi

do
ol
esel
. ’ la apr

S€ um taquizoits (%) no interior de uma célv

€as evidentes, presente na capsula. 11 400 X.

FIGURA 30- Detafheg do taquizoity mostrado na Fig, 29. 37 800 X

gizoi® #
FIGURA 31- Mostra célula pPresente no tecido linfoide contendo ted
em vaciolo Parasitoforo, 11 200X,

i
FIGURA 32- Vaciolo Parasitoforg contendo vérios taquizoitas )
uma célula epc
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E!etromicrograﬁas do

linfonodo dorsg] de

4
o 48 hor
Calomys callosus ap6s

Estudg 3, Vivo,

infeccsio Por T. gongy;

sl
sio de g
FIGURA 3. Mostra mastocito (v Tompido ¢ com extru
citoplasméticos que exibep,

,ﬂon-densi a
- , elé

» €M syug Matoria, contendq grumoso ¢

moderady Notam~se ainda-

a prese®’
amplog Canajg intracitOplasméticos (*)’X
i taquizoity k), aparentemente, 10 interjgy desse mastocito. 7 000 X.

FIGURA 37-Detalhe do Qquizojty Mostradg p, Fig. 36. 20 500 X.

-l
FIGURA 34

aStocitg M) no
citoplasméticos, em gy, Maiorj

CSEranulagy,, (

do & ;105
tecido linféide apresentan gid0
fonnando Canais de 4

oy

30 ¢0 o
, interag ¢
4, aparentenu:ntf:, destruido em
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e,

. g U

~ . matl .
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SUa majgr i

evide?”
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d0. 38 500 X
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PRANCHA 14

#s
a”()s
. de C ¢
Eletromicrografias de mastécitos colhidos do exudato perltoneal

controle e apds 12 horas de infecciio por 7. gondii. Estudo in vivo.

S

 geantl?
. , ), &
FIGURA 48- Mostra mastdcito de C. callosus controle. Niicleo central o

)

l'tron—d‘3ﬂso
citoplasméticos, em sua maioria, com contetdo homogéneo e ©l€

apresentando didmetros, aparentemente, uniformes. 6 400 X.

.56
FIGURA 49- Mastocito de C. callosus submetido 3 infecgiio experimental. Notﬂ:’ s
vacliolo parasitoforo com taquizoitas (%) no seu interior; " 105 méticos
intracitoplasmaticos (*}) com conteiado de varios granulos; granulos ciwplas
exibindo contetdo de elétron-densidade variada (). 5 600 X.

40
cont®
FIGURA 50- Detalhes do canal intracitoplasmatico (k) e de granulos co®

grumoso e elétron-densidade moderada () mostrados na Fig. 49. 22 800 X.

FIGURA 51-

|
. ~ eri?
Mostra mastécito de (. callosus submetido a infecgd0 oxp

5
apresentando gréanulos citoplasmaticos exibindo contedo elétron-l4cido )

oul®
fundidos formando canais Wtracitoplasméticos (%), ap lado de 127 mastécl"o
citoplasmaticos exibindo elétron-densidade moderada (>). Compare esse

com o mostrado na fotomicrografia da Fig. 47. 7000 X

i
FIGURA 52.

, se!
Célula de C. callosys submetido & infecgio experimental apr® 400
vacuolo parasitdforg contendo taquizoitag (%) exibindo nicleo vacuolizado: 1

FIGURA 53- Mostra uma célula de C, cal,

o
erifnental
. ) losus submetido a infecgdo €¥P
nteragdo com um taquizoita (% ..

141 400 X
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PRANCHA 15

C calloS“sc
Eletromicrografias de mastécitos colhidos do exudato peritoneal de
taquizoitas. Estudo in vitro,

FIGURA 54- Mostra mastocito na auséncia de taquizoitas de 7. gond" ap 140

) indo conte
sua morfologia integra e grany)og citoplasmaticos também integros, exib
homogéneo.

, A e
Nucleo (N); granulos citoplasmaticos (), projegdes citopla™
8 000 X.

FIGURA 55-
Nota-~

I3 'tos'
10c*

M r . 3 mas
Taquizoita colhido ng momento zero de incubagdo ¢O™

. a (/))
se sua morfologia integrg. Condide (=), granulos densos (*); membrak
20 500 X.

.i.
ot
FIGURAS 57 e 58- Regigo de mastécito apos 30 minutos de incubagh® ©"  yal

o
¢
do i ‘ proj
| A entre o COHteUdO dQ granulo € sua supel'ﬁme (’—))7
citoplasmaticas majg longas (=). 7000 x
T goﬂdﬂ
FIGURA 59- Mogt |
faum mastoeitg (MC) apss 30 minutos de incubagd® entf ’
estabelecendo aparentemente Interagsio
. > Cco
quantidade de N

FIGURA 60- Detalhe da i,
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dentro
€ em Vaciiolog Parasitéforos ()

tos ge iﬂCUbacﬁo Com mastécito. 11400 x.

FIGURA 62. Taquizoita Li

elélron~dens1'

. 1'950 de
Plo vaciior, (%) e diminu
alterag:éo n

40 copy

is
a Morfologi, deste parasi
0 500 X

I
o com
0, apgg 60 Iutog de incubagiio tamn-5¢:
”» - r O
Vacio, parasnéforo contendo aquizojtag (). NI o de
. e
dumepy,, na quant]dade de Projecgag Citop]yg dticag ~>). Tegido de Comp

dente CGy; i € 8réinyj (%), 1 400 x

FIGURA 64-

de "
i (CG)
“Mplexo e Golgi

1ncubag:50 Com

ulo (9 3,

do &
- fus

* 80ngly Observam-se:
77800

FIGURA 6

- d
MastGejpo, apds 60 minut
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tlog (=)

o (9
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FIGURA Aquizojy e mastécitos ® no Momento zero de
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- mas
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7-.Discussio

Calomys callosus apés 48 horas de infecgao por 10° taquizoitas apresentam-
8¢ prostrados ¢ chegam a 6bito, aproximadamente, com 50 horas de infecgio. O que
Sugere que esta espécie seja mais susceptivel a infecgdo por 1. gondii do que
camundongos OF1 que sobrevivem até 6 dias apds infecgéo por 10° taquizoitas
(ZENNER et al., 1998). Os resultados do presente trabalho estio de acordo com 0

descri
rito por FAVORETO et al., (1998) pois estes autores afirmam que C. callosus
tamente, sensiveis a infecgdo por

a se estudar a fase

allosus

adul :
tos podem ser classificados como animais, al
T oondii
. n : .
gondii e o consideram um excelente modelo experimental p:

agu : ~ .

guda da infeccdo por este parasita. Estudaram, ainda, a mortalidade de C. ¢
d (')S : ~ . )

P infeccio com diferentes quantidades  de 7. gondii inoculados,

intraperi 2 6 . .
peritonealmente, de 10° a 10° parasitas quando todos 0s animais morrem entre

03°¢ 0 9° dia.

Pela primeira vez, estudou-se mastécitos de C. callosus, e observou-se uma

dados no

hom . , . i
ogeneidade morfolégica entre eles em diferentes 0rgdos ou locais estu
s no citoplasma que nio fazem saliéncia na

re R )
Presente trabalho: granulos disperso
ssGes da membrana nuclear € ndo

utros autores. CHIARINI-

os do linfonodo axilar

me " .
mbrana plasmatica, nem alojam-se em depre
eXi ~ 7 '

bem denteagdes, ao contrario, do descrito por ©

G : s
ARCIA et al. (2000) estudando mastocitos de seios linfatic
as marcantes em relagdo ao

do gambé Didelphis albiventris, observaram difereng

0 .
bservado em C. callosus. Naquele modelo 0 citoplasma apresentav
ie e possuem denteacoes. Est

rindo-lhes a forma de cesta sdo

a-se repleto de
granulos que fazem saliéncia na sua superfic a presenca
de denteagdes nos granulos citoplasmaticos confe
caracteristicos na cobaia ¢ gamba D. albiventris, freqiiente
€ nunca encontrados no rato (BEHRENDT et al., 1978; SANTO

s no céo, raros no homem
S & MACHADO,

1994),

A derme da orelha apresenta mastocitos exibindo granulos, aparentemente,

s r ~n 4 .
emelhantes no tamanho com contetido homogeneo e elétron-denso. Assim como 0S
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mastdcitos da orelha do gerbil da Mongélia, exceto pela grande quantidade de
Projegdes citoplasmaticas presentes no gerbil da Mongolia (NAWA et al., 1994),

Apds 48 horas de infecgdo o parasita encontra-se disseminado por todos os
Orgdos estudados de C. callosus: figado, ileo e linfonodos submandibular e dorsal,
exceto na orelha. Os mastocitos da derme da orelha de animais infectados
apresentam alteragdes morfologicas claras na maioria dos mastocitos da derme
indicativos de processo de desgranulagdo. Tais alteragdes, ocorridas também nos
mastécitos dos demais orgdos estudados no presente trabalho, sio semelhantes as
descritas em eutérios sob o efeito do composto 48/80 (NAWA et al., 1994) e no
gamba D. albiveniris (CHIARINI-GARCIA, 1995; SANTOS, 1996; FERREIRA,
1997). Estes resultados sugerem que mesmo sem a deteccio do parasita, as
alteragdes observadas nos mastocitos dos animais infectados podem ter ocorrido em
resposta a infecgdo por 7. gondii.

No presente trabalho nfio se investigou a cinética da infecgdo dos 6rgdos por
T. gondii, porém observa-se no figado, apos 48 horas de infecgdo, a presenga de
taquizoitas na cépsula, nos capilares sinuséides e no tecido conjuntivo. Entretanto,
ZENNER et al. (1998) analisaram varios orgdos de camundongos OF1 apds
infecgdio por 7. gondii e descrevem que bago, linfonodo mesentérico e diafragma
estavam infectados no 2° dia, pulméo e coragdo no 3° dia ¢ o figado no 4° dia pos-
infecgio. Modelos experimentais de toxoplasmose tém sido desenvolvidos em
animais de laboratério para se estudar os vérios aspectos desta doenga. Como
descrito em outras doengas parasitérias, a patologia da infecgdo por 7. gondii resulta

de uma interagdo entre parasitas e fatores do hospedeiro. Isto gera dificuldades em

comparar alguns dados discordantes de diferentes Jaboratorios: modelos

experimentais diferentes; a cepa do 7. gondii; a rota de infecgdo e as condigbes
experimentais (ZENNER et al., 1998). Estes resultados sdo discordantes dos dados
do presente trabalho uma vez que, neste tltimo os animais chegam a 6bito no 3° dia
de infecgdio, ou seja, a infecgio do figado ocorre antes do 3° dia.

Sendo a infecgdo via intraperitoneal, supde-se que os parasitas invadem o

mesentério e, subseqilentemente, seus érgdos adjacentes incluindo o ileo. Este,

provavelmente, é invadido pelo 7. gondii através da camada de células mesoteliais
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€, em seguida, a camada de células de musculo liso, o tecido conjuntivo e a camada
de células epiteliais, onde alguns atingem a luz intestinal. De acordo com ZENNER
et al. (1998), na infecgdo intraperitoneal com a cepa RH os taquizoitas infectam os
Orgiios adjacentes a cavidade peritoneal e depois infectam a corrente sangiiinea, pela
qual os taquizoitas se disseminam por todo o organismo. FERRO et al. (1999)

estudando g toxoplasmose congénita de C. callosus consideram a possibilidade da

fota vascular para as células trofoblasticas que estdo parasitadas.
Ainda, no ileo observa-se a destruigdo de varios tipos celulares em diferentes

regides, o que coincide com o descrito por DUBEY et al. (1997) que notaram em
camundongos infectados, por 1-7,5x107 oocistos de 7. gondii da cepa VEG, a
presenga de lesdes microscopicas no intestino, predominantemente, necrose de
cClulas da lamina prépria, causando a destruigio das células epiteliais simples,
extrusdo de contetdo de células da 1dmina propria na luz intestinal, edema e necrose
de vasos sangiiincos. Apés 48 horas de infecgio a maioria das células da ldmina

Propria estdo lisadas e alguns taquizoitas intracelulares sdio encontrados em

diferentes estagios de divisdo endodiogénica (DUBEY et al., 1997).
Algumas células que compde o epitélio intestinal foram extremamente

alteradas, as células absortivas e as células caliciformes foram encontradas, inclusive,
em diferentes estigios de degenerago sugerindo, o processo de apoptose para estas
células. J4 que estas possuem morfologia tipica: ndo ha rompimento da célula e sim
um processo de retragdo, condensagdo citoplasmatica e nuclear, com fragmentacio
huclear em grumos (GERCHENSON et al., 1992; SQUIER et al., 1995). O processo

de apoptose pode estar ocorrendo em resposta & fase aguda do toxoplasmose.
Os mastocitos encontrados na submucosa do ileo apresentam alteragOes

morfoldgicas e contém no seu interior 7. gondii com morfologia alterada e exibindo
Pequenos processos de vacuolizagdo no seu citoplasma. HUNTLEY et al. (1985)
Sugerem que a perturbagio das células epiteliais durante a penetragdo de
esporozoitos de Fimeria envolve a descarga de constituintes dos grinulos dos
Mastécitos de mucosa, especificamente, através de desgranuladores de mastdcitos
Produzidos pelos esporozoitos, ou indiretamente através de produtos derivados de

Outras células ativadas ou destruidas da mucosa. Infecges por Limeria
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desencadeiam um substancial aumento no numero de mastocitos intestinais com
Conseqiiente liberagdo de RMCPIL Esta protease causa a permeabilidade da mucosa
Permitindo a translocagdo dentro do lamen de fatores do sistema imune
(HUNTLEY et al., 1985).

A habilidade do 7. gondii em infectar todo tipo de células de mamiferos
Nucleadas, ainda ndo ¢ totalmente conhecida em relagio as proteinas ou receptores
das células hospedeiras que participam desta ligagdo (CARRUTHERS et al., 2000).
Estes autores sugerem que proteoglicanas sulfatadas, GAGs, participem desta
ligagdo ¢ conseqiientemente auxiliem a invasio de células hospedeiras pelo 7.
gondii. GAGs estéio presentes na superficie de quase todas as células de mamiferos,
inclusive em mastocitos, nos quais desempenham um importante papel de
apresentacdo de IFN-y, citocina fundamental para a ativagdo de macrofagos
(BROOKS et al., 2000). No presente trabalho foram encontradas, tanto no exudato
Peritoneal como em tecidos, células com morfologia de macrofagos, muitas vezes
exibindo interagio com mastécitos. Tal interagdo pode estar relacionada com a
ativacio de macrofagos, células importantes na resisténcia a infecgdo aguda,
ressaltando o papel imunorregulador dos mastocitos na toxoplasmose. Além disso,
foram observados macréfagos com taquizoitas no seu interior, Assim, essa
facilidade em invadir e, conseqiientemente, parasitar células hospedeiras explica
porque os oOrgdos estudados, figado, ileo e linfonodos, no presente trabalho,

Possuem tantos tipos celulares parasitados e muitas vezes destruidos.
No presente estudo, os mastdcitos dos linfonodos presentes na capsula, seios

linfiticos e tecido linféide C. callosus apresentam caracteristicas morfologicas
semelhantes entre si. Diferindo do descrito para os mastocitos dos seios linfaticos
observados em alguns linfonodos do gamba D. albiventris (CHIARINI-GARCIA &
MACHADO, 1992; SANTOS, 1996; FERREIRA, 1997; CHIARINI-GARCIA et
al., 2000). A presenga de taquizoitas em todas as regides do linfonodo dorsal de C.
callosus, semelhante ao encontrado no figado e no ileo, além de varios tipos
Celulares parasitados coincide com os achados de DUBEY et al. (1997) que
estudando camundongos infectados pela cepa VEG de 7. gondii observaram que,

apos 48 horas de infecgdio, ha grande quantidade de parasitas no linfonodo
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mesentérico e que a maioria encontra-se nos seios corticais e nos foliculos linféides.
Porém estes autores nio fazem referéncia aos mastdcitos, pois este ndo foi objeto de
S€us estudos. Nos linfonodos estudados, no presente trabalho, observou-se a
Ocorréncia de mastdcitos em interagdo com o parasita e com células parasitadas
apresentando alteragdes morfologicas acentuadas, contudo, em toda a literatura
Consultada ndo ha relato da ocorréncia de interagdo entre mastécitos e 7. gondii,
embora a participagio dos mastécitos na resposta imune contra parasitas tem sido,
€Xtensivamente, estudada (KELLER et al., 1974; RUITEMBERG & ELGERMA,
1976, HUNTLEY et al., 1985; LOZZI et al., 1996; HARDIN, 1997; ONAH et al.,
2000; RICHARD et al., 2000). Mastocitos contribuem para a protegdo do

hospedeiro utilizando mecanismos contra infecgdes parasiticas. Apos ativagdo IgE-
Ag o0s mastécitos podem produzir multiplas citocinas que podem amplificar o
Processo inflamatdrio enquanto que um painel similar de citocinas, relacionadas
com o perfil de resposta imunologica Th2, pode suportar estratégias imunologicas
contra parasitas (HULTNER et al., 2000). Em mastocitos de gerbis da Mongolia
estimulados pelo composto 48/80, as alteragdes morfoldgicas restringem-se a
vacuolizagdo das células com grau variado de dissolugdo da matriz dos grinulos
dentro dos vacliolos, mesmo em grau méaximo de estimulagdo com 75% da
histamina liberada (BLOOM et al., 1978). Estudos sobre mastdcitos do epitélio
nasal (KAWABORI et al., 1983) respondem a estimulagdo, do composto 48/80,
apresentando grau variado de vacuolizagdo ¢ alteragdo dos grinulos. Os mastécitos
Peritoneais de ratos (ROLICH, 1975) e mastocitos isolados de pulmio humano
(CAULFIELD et al, 1980), sob estimulagdo, apresentam interagdo enire a
membrana celular ¢ a perigranular, provavelmente, com a participagio de
microfilamentos (CAULFIELD et al., 1980; ROLICH, 1975).

Apbs 12 horas de infecgdo da cavidade peritoneal, observa-se aumento na
quantidade de mastécitos presentes no exudato peritoneal de C. callosus. Aumento
no nimero de mastocitos foi descrito também por LOZZI et al. (1996) que
analisaram camundongos ap6s infecgdo por cercdrias de Schistosoma mansoni ¢
observaram que o nimero de mastdcitos aumenta até o 4° dia apés a estimulagio e

diminui para valores normais apenas no 8° dia. Consideraram que estas alteragdes
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Podem ter ocorrido apds estimulagdo antigénica em resposta a um processo de
drenagem no sitio de estimulagdo das cercarias. Segundo PARMENTIER et al.

(1987) mastocitos de mucosa respondem a infec¢do por Trichinella spiralis e esta
TCSposta deve-se, provavelmente, & proliferacdo local e maturagio de precursores de
Mastocitos. Esta resposta pode ser amplificada pelo influxo de células precursoras
14 corrente sangiiinea do intestino. KELLER et al. (1974) relataram que o némero
de mastécitos e sua distribui¢do em linfonodo mesentérico de ratos foi estudado
apos infecgfio pelo nemat6deo Nippostrongylus brasiliensis. A infecgdo por N.
brasiliensis revela dois picos na contagem total do namero de mastécitos; sendo

assim KELLER et al. (1974) sugerem que a redistribuigio de mastdcitos envolve
Imigraciio e proliferagdo local. RUITEMBERG & ELGERMA (1976) contaram

Mastocitos do jejuno de camundongos BIOLP infectados com 100 larvas de
Trichinella spiralis, e notaram que o numero de mastdcitos, encontrados no dia
Zero, diminui apos trés dias de infecgdo e que no 7° dia ocorre um acentuado
aumento no namero de mastocitos, seguido de um gradual declinio até o 16° dia. A
diminuicfo inicial é atribuida a metabélitos toxicos do parasita ¢ o subseqiiente
aumento da proliferacio de células precursoras.

Os mastécitos, apos purificagdo, ndo apresentam alterages coincidindo com
0 descrito por ENERBACK & SVENSSON (1980) que estudaram a purificagdo de
mastdcitos peritoneais de ratos e constataram que apbés a centrifugagio dos
mastocitos, células de alta densidade, utilizando Percoll, sua morfologia,
composigdo quimica ¢ a capacidade secretdria permanecem preservadas.

Os mastocitos do exudato peritoneal de C. callosus, aparentemente,
interagem com 7. gowdii in vitro apés 30 e¢ 60 minutos € as duas células
apresentaram alteragGes morfologicas. Dados sobre a interagdo entre mastocitos e 7.
gondii sio raros, todavia HENDERSON & CHI (1998) descreveram esta interagio
in vitro entre mastécitos e 7. gondii e apés uma hora de incubagdo os mastdcitos
apresentam grandes canais intracitoplasmaticos secretdrios, grnulos com contetido
Pouco elétron-densos e extrusdo de conteado de grinulos; os parasitas apés uma

hora de incubagdo exibem rompimento de membrana, vacuolizagio do seu

citoplasma ¢ destruigdo de organelas.
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8-Conclusjes

8.1~ Apés 12 horas de infecgdo por Toxoplasma gondii ha aumento na quantidade
de mastécitos no exudato peritoneal de Calomys callosus, o que sugere ocorrer

diferenciagfio ou migragdo de precursores de mastocitos para a cavidade peritoneal.

8.2- Ultra-estruturalmente os mastécitos peritoneais ¢ os mastécitos da derme da
orelha ¢ dos linfonodos submandibular e dorsal de C. callosus apresentam-se,

morfologicamente, semelhantes entre si exibindo inimeros granulos citoplasmaticos

com conteudo, em sua maioria, elétron-denso e homogéneo.

8.3- Apéds 48 horas de infecgdo por 7. gondii os mastécitos dos varios orgdos
(orelha, ileo e linfonodos submandibular e dorsal) de C. callosus apresentam, ultra-
estruturalmente, alteragdes morfolégicas acentuadas: granulos citoplasmaticos com
contetido pouco elétron-denso, presenca de canais intracitoplasmaticos com sinais
indicativos de desgranulagfio, rompimento de membrana plasmatica e contelido de
granulos no meio extracelular, indicando que os mastdcitos participam da resposta
imune contra a infecgdo por 7. gondii. Além disso, os mastécitos interagem com

outros tipos celulares, como macréfagos, ressaltando o seu papel imunorregulador

na infecgio aguda.

8.4- Os é6rgios de C. callosus que foram analisados ultra-estruturalmente: figado,

ileo e linfonodos submandibular e dorsal, exceto a orelha, estdo parasitados apds 48

horas de infecgdo por Toxoplasma gondii.
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8.5- As alteragdes morfologicas, 3 microscopia de luz e a microscopia eletronica de

transmissdo, apresentadas pelos mastécitos do exudato peritoneal de C. callosus

apds 12 horas de infecgio evidenciam a participagdo dos mastécitos na resposta

imunolégica a infecgdo por 7. gondii.

12 horas de infecgdo invadem mastocitos e

8.6- Os taquizoitas de 7. gondii apos
ste momento o parasita ¢

outros tipos celulares presentes 10 exudato peritoneal. Ne

encontrado, quase que exclusivamente, intracelular.

xudato peritoneal de C. callosus interagem com oS

8.7- Os mastocitos colhidos do €
s indicativas de processo de

apresentam alteragdes morfologica

parasitas in vitro €
qiiéncia desta interagdo.

desgranulagdo. Provavelmente, em conse

o0 comportamento 72 Vivo dos mastécitos frente a

8.8- Pela primeira vez descreve-se

infecgiio pelo 7. gondii.

8.9- Pela primeira vez descreve-s¢ a morfologia de mastocitos de C. callosus

controle e apos infecgdo por 7. gondii.
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