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A: BALB/c Duodeno

B: BALB/c Jejuno proximal
C: BALB/c Jejuno distal

D: BALB/c Ileo

E: BALB/c Cérebro

F: BALB/c Figado

G: C57BL/6 Duodeno

H: C57BL/6 Jejuno proximal
I: C57BL/6 Jejuno distal

J: C57BL/6 Tleo

K: C57BL/6 Cérebro

L: C57BL/6 Figado

GRAFICO 6- Nimero de campos parasitados no duodeno, jejuno proximal,
jejuno distal, ileo, cérebro e figado de camundongos BALB/c e C57BL/6
controle (apds 8 dias de in6culo com o veiculo- PBS) ou infectados (apds 8 dias
de infeccdo com 20 cistos da cepa ME-49 de T. gondii). *P= 0,0178. **P=
0,0235. ***pP= 0,0264. ****P= 0,0348. ****tpP= (,0016. *****xp=0,0033.
ok P= (0,0004.
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GRAFICO 7- Média do ndmero total de mastécitos encontrados no intestino
delgado de camundongos BALB/c apds 8 dias de infeccao com 20 cistos da cepa

ME-49 de T. gondii e tratados ou ndo com o composto 48/80, durante 12 dias.
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ME49 MEA9 +48/80
A: ME-49. Duodeno G: ME-49 + composto 48/80. Duodeno
B: ME-49. Jejuno proximal H: ME-49 + composto 48/80. Jejuno proximal
C: ME-49. Jejuno distal I: ME-49 + composto 48/80. Jejuno distal
D: ME-49. fleo J: ME-49 + composto 48/80. fleo
E: ME-49. Cérebro K: ME-49 + composto 48/80. Cérebro
F: ME-49. Figado L: ME-49 + composto 48/80. Figado

GRAFICO 8- Nimero de campos parasitados no duodeno, jejuno proximal,
jejuno distal, ileo, cérebro e figado de camundongos BALB/c apds 8 dias de
infeccao com 20 cistos da cepa ME-49 de T. gondii, tratados com o composto
48/80, durante 12 dias. *P= 0,0178. **P= 0,0235. ***P= 0,0264. ****P=
0,0288. *#**kxp=(,0397. #**Fx*HEkp="(,000]. *HFx*F*IEP= (0013, HAAAkRAE
P=0,0006.
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7. DISCUSSAO

7.1. Exsudato peritoneal de camundongos BALB/c e CS7BL/6 apos 24 e

48 horas de infeccao ou nao pela cepa RH de Toxoplasma gondii

Os mastdcitos sao células imunocompetentes distribuidas em quase todos
os tecidos e derivadas de células hematopoiéticas que alteram seu fen6tipo apds
maturacdo em tecidos residentes. Mastocitos de mucosa sdo localizados,
principalmente, na mucosa gastrintestinal e nos bronquios pulmonares, enquanto
que, mastocitos de tecido conjuntivo distribuem-se em todos os tecidos
conjuntivos, inclusive pele e peritonio (KATAOKA et al., 2005).

Os animais BALB/c e C57BL/6 sao camundongos da mesma espécie Mus
musculus de linhagens diferentes, sendo assim observou-se neste estudo que
determinadas caracteristicas foram coincidentes e outras nfo. A microscopia de
luz, os mastdcitos dos exsudatos peritoneais das duas linhagens de camundongos
analisadas, BALB/c e C57BL/6, apresentaram caracteristicas semelhantes. Os
mastocitos do exsudato peritoneal de camundongos BALB/c e C57BL/6
exibiram, em sua maioria, forma esférica ou ovoéide e granulos citoplasmaticos,
também em sua maioria, esféricos exibindo didmetros, aparentemente, uniformes
preenchendo quase todo o citoplasma. A microscopia eletrénica de transmissio
estes mastocitos apresentaram granulos citoplasmdticos, em sua maioria, com
conteido homogéneo e elétron-denso preenchendo quase todo o citoplasma e,
alguns, alojados em concavidades da membrana nuclear. Tais caracteristicas sdo
semelhantes as caracteristicas morfoldgicas observadas em mastdcitos de outros
mamiferos como rato, cdo, carneiro, humano, gambd e roedores Calomys
callosus (SANTOS & MACHADO, 1994; HILL & MARTIN, 1998; CHIARINI-
GARCIA et al., 2000; FERREIRA et al., 2004).



No presente trabalho as caracteristicas morfologicas e ultra-estruturais
observadas nos mastécitos do exsudato peritoneal de camundongos infectados
por T. gondii como: nitida diminui¢do na quantidade de granulos citoplasmaticos,
granulos elétron-lucidos, halo perigranular elétron-licido, conteido de granulos
com elétron-densidade moderada, granulos com conteido grumoso, membrana
perigranular rompida, fusdo de granulos sugestiva de formacdo de canais
intracitoplasmaticos e conteudo de granulos no meio extracelular indicativos de
processo de desgranulacdo. Além disso, tais caracteristicas foram raramente
observadas nos mastdcitos de camundongos ndo infectados, levando a crer que 7.
gondii participa do processo de desgranulacio dos mastécitos. Dados
semelhantes foram descritos em mastdcitos do exsudato peritoneal de C. callosus
infectados pela cepa RH de T. gondii (FERREIRA et al., 2004).

Mastdcitos parasitados foram também presentes no exsudato peritoneal de
camundongos BALB/c e C57BL/6 e alguns apresentavam caracteristicas, ja
descritas, indicativas de processo de desgranulacdo. Outros tipos celulares
também foram observados parasitados, como leucdcitos e macréfagos.
Resultados semelhantes foram descritos por Ferreira e colaboradores (2004) em
mastdcitos peritoneais de C. callosus. As células parasitadas continham vacuolos
parasitéforos com taquizoitas em diferentes estigios do processo de
endodiogenia, principalmente, apOs 24 horas de infeccdo (DUBEY et al., 1998;
DUBEY, 2004). Ap6s 48 horas de infec¢do a maioria das células ndo estavam
parasitadas, provavelmente, em decorréncia do ciclo biolégico de T. gondii, que
apo6s tal periodo de infecgdo estdo extracelulares. O parasitismo de diferentes
tipos celulares pode ser explicado pelo estilo de vida intracelular de 7. gondii,
que € capaz de sobreviver em qualquer célula nucleada (ALIBERTI, 2005). Ferro
e colaboradores (2002) estudaram a transmissdo congénita da toxoplasmose e
relataram a possibilidade de os taquizoitas utilizarem diferentes tipos celulares
para a sua disseminacdo e conseqiiente infec¢ao de outros 6rgdos e tecidos. Apds
48 horas de infecc¢ao pela cepa RH de T. gondii observou-se ainda, a microscopia
eletrobnica de transmissdo, nitido aumento de organelas membranosas em

mastocitos como: reticulo endoplasmatico granular, complexo de Golgi e



mitocOndrias. Estas podem representar a sintese de substincias encontradas no
interior de granulos, ou seja, um processo de regranulacdio (COMBS, 1966;
TAKEOKA et al., 1980).

Os mastocitos constituem um modelo comum celular inflamatério para o
estudo de sinais modulatérios porque sdo células facilmente obtidas e sua
resposta por meio da desgranulacdo pode ser quantificada pela liberacdo de
determinados mediadores quimicos, os quais estdo estocados em seus granulos
(ALFONSO et al., 2005). Neste estudo a anélise do exsudato peritoneal revelou
que em camundongos BALB/c ocorreu um influxo de mastdcitos, apos 24 horas
de infeccdo pela cepa RH de T. gondii, ao comparar-se com o grupo controle.
Ap06s 48 horas de infeccdo também foi possivel notar a ocorréncia de um influxo
de mastdcitos, em relacdo ao grupo controle, porém este influxo ndo foi
estatisticamente significante. Sobre este resultado pode-se considerar o fato de
que mastdcitos sdo células capazes de liberar mediadores pré-formados apds
alguns minutos de ativagdo. Em doencas alérgicas a reacao de hipersensibilidade
imediata pode ocorrer apds, aproximadamente, uma hora pds-exposi¢do ao
alérgeno (GELFAND, 2004; MIYAZAKI et al., 2005). Outro aspecto a ser
considerado € que mastocitos sdao células que participam de processos
inflamatérios desencadeados por diferentes parasitas, inclusive 7. gondii e sdo,
ainda, importante fonte de uma grande variedade de mediadores quimicos
responsaveis pela indugdo de tais processos inflamatérios (MARONE et al.,
2005; ITOH et al., 2005). Portanto, mastdcitos sao células fundamentais no curso
do processo inflamatério ndo apenas em decorréncia da liberacdo de mediadores,
mas também porque, como importantes células participantes da imunidade inata,
podem desencadear a ativagcdo de tipos celulares como eosinéfilos e neutroéfilos,
além de linfdcitos, potencializando também a resposta da imunidade adaptativa.

Neste trabalho mastocitos foram vistos também em intima associagdo com
diferentes tipos celulares presentes no exsudato peritoneal. Estd claro que
mastocitos possuem uma fungdo efetora importante: a promo¢ao da imunidade
inata contra a invasdo microbiana. Desta maneira, a ativagdo de mastdcitos pode

ser elucidada por diversos mecanismos que incluem a sinalizacdo através de



receptores Toll-like, receptores para componentes do sistema complemento e
receptores para peptideos enddgenos. As fungdes dos mastdcitos no
desencadeamento da inflamacdo durante a imunidade inata, indicam que estes
podem participar de respostas, in vitro, a partir da secrecao de produtos toxicos
para patdégenos e do seu comportamento fagocitidrio. Mastdcitos expressam
moléculas MHC e em estudos in vitro demonstram que podem interagir,
diretamente, com receptores de linfocitos T e induzirem uma expansdo clonal
antigeno-especifica desta populacdo. Moléculas do MHC classe I sdo expressas
por mastdcitos de camundongos € humanos e a expressdao de moléculas do MHC
classe II pode ser observada em mastdcitos isolados de tecidos infectados por
patégenos e/ ou estimulados pelo TNF-o, IFN-y ou LPS. Além disso, a expressao
de moléculas co-estimulatérias, como CD80 e CD86, pode ser induzida em
mastocitos de camundongos pelo GM-CSF e moléculas co-estimulatérias como
0X-40 ligante e 4-1BB ligante podem ser expressas em mastocitos derivados do
corddo umbilical de humanos (GALLI et al., 2005).

A andlise do exsudato peritoneal demonstrou ainda que em camundongos
C57BL/6 ocorreu um influxo de mastdcitos, apds 24 horas de infecgdo pela cepa
RH de T. gondii, ao comparar-se com o grupo controle. Contudo, ao contrario do
que foi observado em camundongos BALB/c, ndo houve significincia estatistica.
Sendo assim € possivel associar tais resultados a diferencas genéticas
caracteristicas de cada linhagem, que lhe conferem uma maior susceptibilidade
ou resisténcia a determinadas infec¢cdes. Camundongos C57BL/6 s3o mais
susceptiveis a infeccdo por 7. gondii do que camundongos BALB/c
(GAZZINELLI et al., 1994; LEE et al., 2004).

Interessantemente, mastécitos podem produzir respostas deletéricas ou
benéficas, de acordo com o perfil de mediadores quimicos liberados, que serdo
responsaveis pela ativacdo da imunidade especifica. Sua acdo deletérica para o
hospedeiro ocorre, por exemplo, na hipersensibilidade tipo I ou benéfica nas
respostas contra helmintos (MYAZAKI et al., 2005; MARUYAMA et al., 2000).

Avancgos considerdveis do nosso entendimento sobre a resposta imune aos

parasitas tém emergido nos recentes anos com a aplicacdo de conceitos da



imunologia fundamental. Uma ampla variedade de respostas induzidas por
parasitas apresenta um padrdo de producgdo de citocinas dominantes de perfil Th1
ou Th2, derivadas de subtipos de linf6écitos que estdo, freqiientemente, associados
com efeitos protetores ou deletérios da infeccdio (MYAZAKI et al., 2005;
MARUYAMA et al.,, 2000). No presente trabalho o nimero de linfécitos do
exsudato peritoneal de camundongos BALB/c foi, estatisticamente, significante
quando se compararam diferentes grupos e condi¢Oes experimentais: 0 nimero
de linfécitos foi maior no grupo de animais 24 horas pds-infeccdo do que no
grupo de animais controle 24 horas p6s-indculo com PBS; o nimero de linfécitos
foi maior também no grupo de animais controle 48 horas pds-inéculo com PBS
do que no grupo de animais controle 24 horas pos-indculo com PBS; e ainda
observou-se que o nimero de linfécitos foi maior no grupo de animais 48 horas
pOs-infeccdo do que no grupo de animais 24 horas pds-infec¢ao. A dicotomia das
citocinas, muitas vezes, € relatada em uma visdo simplificada da resposta imune
induzida pelo parasita e em sua influéncia na resisténcia do hospedeiro ou na
doenca. Poucas respostas sdo puramente tipo 1 ou tipo 2 em caracteristicas, e
muitas sdo acompanhadas por respostas mediadas por tipos opostos, os quais sao
controlados por citocinas inibitorias produzidas por subtipos dominantes. Assim,
tais regulacdes cruzadas podem guiar para a prote¢cdo do hospedeiro contra as
conseqiiéncias imunopatoldgicas potenciais de resposta dominante ndo regulada.
Nota-se, entdo, que muitos processos de resisténcia e doenca de hospedeiros
requer uma orquestracdo de ambas respostas.

Sabe-se que para o coccideo 7. gondii uma resposta imunoldgica de perfil
Thl pode ser prejudicial a sua sobrevivéncia no hospedeiro parasitado
(GAZZINELLI et al., 1991; HUNTER et al., 1995; MacDONALD &
MONTELEONE, 2001). Sendo assim, camundongos, quando infectados por 7.
gondii, devem desenvolver uma resposta imunoldgica, preferencialmente, do tipo
Thl para sua protecdo. Observa-se que mesmo diante deste quadro e que apesar
de mastdcitos desenvolverem um perfil de resposta do tipo Th2, prejudicial ao
hospedeiro, sdo células que participam da resposta imunoldgica, como observado

neste trabalho. E provdvel que sua participacio na imunidade inata, sua



capacidade de ativacdo da imunidade adaptativa e a liberacdo de seus mediadores
quimicos sejam eventos importantes para a protecdo do hospedeiro. Em
concordancia, ha a expressio do MHC, complexo principal de
histocompatibilidade, moléculas responsaveis pelo processamento e pela
apresentacdo antigénica, expressas por mastocitos e capazes de torna-los células
apresentadoras de antigenos (VINCENT-SCHNEIDER et al., 2001; GALLI et
al., 2005).

STAT6, GATA3 e STAT4 sao fatores de transcricdo que medeiam a
matura¢do de linfécitos T CD4" naive induzidos por citocinas Thl ou Th2. A
ativagao especifica de STAT6 € critica para um nimero de efeitos mediados pela
IL-4, incluindo a indugdo da resposta Th2, a produgdo de IgE, a inflamagao das
vias aéreas induzidas por antigenos e a hiperresponsividade; fatores envolvidos
no desenvolvimento de asma e atopia. GATA3 é um fator chave no
desenvolvimento de células Th2 através da regulacao de citocinas especificas do
perfil Th2 como IL-2, IL-5 e IL-13 (PYKALAINEN et al., 2005).

Kataoka e colaboradores (2005) relataram que mastécitos de tecido
conjuntivo, semelhantemente, a células NK sdo capazes de produzir citocinas e
participar de respostas imunes tanto de perfil Th2 quanto de perfil Thl. O perfil
Thl foi observado em mastdcitos de infiltrado tumoral de mama e sua
participacao estd relacionada a um progndstico favoravel. Mastdcitos podem
ainda expressar STAT4, assim como linfécitos B, linfécitos T, células NK,
macrofagos e células dendriticas. STAT4 € um proteina que possui importante
papel na inducdo da producdo de citocinas, em células imunocompetentes, capaz
de ativar genes relacionados com a producao de citocinas de perfil Thl.

O numero de mastocitos e neutréfilos encontrados na cavidade peritoneal
de camundongos BALB/c ndo apresentou diferenca estatistica quando comparado
ao numero de mastocitos e neutrofilos encontrados na cavidade peritoneal de
camundongos C57BL/6, apds 24 e 48 horas, infectados ou ndo por 7. gondii.
Estes resultados sao, parcialmente, discordantes daqueles encontrados no
intestino delgado, pois neste 6rgdo o numero de mastdcitos sobressaiu-se em

camundongos BALB/c. E possivel que esta discordincia deva-se ao fato de que



mastocitos do exsudato peritoneal e do intestino delgado foram submetidos a
diferentes condi¢cdes experimentais. Os mastdcitos do exsudato peritoneal foram
colhidos de camundongos infectados com 10° taquizoitas de 7. gondii da cepa
RH, intraperitonealmente, enquanto que os mastdcitos do intestino delgado foram
colhidos de camundongos infectados com 20 cistos da cepa ME-49 de T. gondii,
oralmente. Demonstrando a importancia do desafio antigénico e a via de
administracdo na modula¢cdo da uma resposta imunoldgica.

Observou-se ainda que o nimero de neutrofilos da cavidade peritoneal em
camundongos BALB/c apresentou um aumento apds 24 horas de infec¢do em
relacdo ao nimero de neutr6filos encontrados no grupo controle. Possivelmente,
a presencga do parasita e de seus antigenos secretados e excretados desencadeou
um processo inflamatério com liberacio de mediadores quimiotéticos para
neutrofilos por células da imunidade inata, inclusive por mastocitos (VINCENT-
SCHNEIDER et al., 2001; MAYR et al., 2003; McGUINNESS et al., 2003;
GALLI et al., 2005). A importancia de mastécitos no recrutamento celular é
descrita, classicamente, na imunidade contra helmintos que desencadeia a
eosinofilia, porém atualmente, este recrutamento tem sido explorado e outros
tipos celulares tém sido abordados como células recrutadas por mastdcitos.
Ferreira e colaboradores (2004) demonstraram que durante a fase aguda da
toxoplasmose, neutrofilos da cavidade peritoneal de C. callosus foram recrutados
de forma diretamente proporcional ao numero de mastocitos da cavidade
peritoneal, revelando uma possivel interacdo entre estes tipos celulares. Além
disso, outros estudos utilizando camundongos deficientes de mastdcitos
(KitW/KitW-v) demonstraram um significante defeito na habilidade de recrutar
células polimorfonucleares na cavidade peritoneal durante a fase aguda da
infeccdo por T. gondii, sugerindo que estes tipos celulares servem com células
efetoras fundamentais no recrutamento de neutrofilos. Sugeriu ainda que
mastécitos podem ser fonte de mediadores que ligam-se a CXCR2, importante
para o requerimento inicial de neutré6filos, pois camundongos deficientes de
CXCR2 sdo defeituosos na expressio do mesmo. Interessante ressaltar que

camundongos deficientes de mastdcitos bem como camundongos deficientes na



expressao CXCR2 apresentaram uma alta carga parasitaria, durante os estigios
iniciais da infec¢dao (DEL RIO et al., 2001).

Em camundongos C57BL/6 o nimero de neutréfilos foi semelhante em
camundongos infectados ou ndo por 7. gondii, apés 24 e 48 horas. Dados
esperados pois camundongos da linhagem C57BL/6 ndo apresentaram diferenca
estatistica no nimero de mastdcitos da cavidade peritoneal, células participantes
do recrutamento de neutréfilos, entre camundongos ndo infectados e infectados,
apos 24 horas e 48 horas de in6culo com PBS ou com taquizoitas,
respectivamente. Resultados semelhantes foram observados no nimero de
macrofagos da cavidade peritoneal dos mesmos animais.

Macréfagos da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c
apresentaram um aumento significativo no seu nimero apos 24 horas de infec¢ao
em relacdo ao numero de macréfagos encontrados no grupo controle apds 24
horas de in6culo com o veiculo. Macréfagos sdao células centrais na resposta do
hospedeiro a infeccdes. A produgdo de fatores como reativos intermedidrios do
oxigénio e reativos intermedidrios do nitrogé€nio capacita estas células com
potente atividade microbicida. Além disso, a fagocitose guia a uma rapida
degradacdo microbiana em lisossomos, um processo potencializado pela
opsonizagdo de antigenos pela regido Fc de anticorpos e por moléculas do
sistema complemento. Macréfagos também processam € apresentam
eficientemente peptideos antigénicos com o auxilio de proteinas de superficie,
como moléculas co-estimulatérias. Essa habilidade simultinea em expressar
moléculas co-estimulatérias, notadamente CD80 e CD86, certifica que os
macrofagos sdo células apresentadoras de antigenos profissionais. Macrofagos
apresentam peptideos microbianos para linfécitos T CD4", linfécitos T CD8" e
também sdo importantes componentes na conexdo da imunidade inata com a
imunidade adaptativa. Apesar de os macréfagos possuirem atividade microbicida
e serem capazes de ativar a imunidade adaptativa eles podem se comportar como
células hospedeiras. Parasitas protozodrios, muitas vezes, invadem macrofagos
ou outras potentes células de defesa com sucesso, sobrevivem e se replicam no

interior dos mesmos. Trypanossoma cruzi, Toxoplasma gondii e Leishmania sao



parasitas que possuem importancia médica e compartilham semelhangas entre si,
como a facilidade de parasitar macréfagos e o desenvolvimento de infeccoes
persistentes em hospedeiros mamiferos. Contudo, cada um destes parasitas tem
estratégias proprias para invadir macrofagos ou outras células hospedeiras e

promover sua propria sobrevivéncia (DENKERS & BUTCHER, 2005).

7.2. Intestino delgado, figado e cérebro de camundongos BALB/c e
CS7BL/6 apoés 8 dias infeccao ou nao com 20 cistos da cepa ME-49 de

Toxoplasma gondii

A andlise morfolégica das diferentes regides do intestino delgado
(duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo) de camundongos BALB/c e
C57BL/6 controle revelou que os mastocitos foram encontrados,
preferencialmente, na submucosa e na camada muscular. Estes exibiram, em sua
maioria, forma ovdide e granulos citoplasmaticos esféricos, também em sua
maioria, € com diametros, aparentemente, uniformes preenchendo quase todo o
citoplasma. Tais caracteristicas sdo semelhantes a caracteristicas morfologicas
observadas em mastocitos de outros mamiferos como rato, cao, carneiro,
humano, gamba e roedores Calomys callosus (SANTOS & MACHADO, 1994;
HILL & MARTIN, 1998; CHIARINI-GARCIA et al., 2000; FERREIRA et al.,
2004). Mastocitos do intestino delgado de camundongos BALB/c e C57BL/6
apos 8 dias de infec¢do com 20 cistos da cepa ME-49 de T. gondii também foram
encontrados, predominantemente, na submucosa e na camada muscular. No
entanto, tais células ostentavam, em sua maioria, forma ovéide e variada
quantidade de granulos citoplasmaticos. Estes apresentaram diferencas nitidas no
tamanho, na intensidade da metacromasia e alguns granulos exibiram imagem

negativa. Dados semelhantes foram descritos em mastocitos do exsudato



peritoneal de C. callosus infectados pela cepa RH de T. gondii (FERREIRA et
al., 2004).

No presente trabalho mastocitos foram, preferencialmente, encontrados no
duodeno de camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados ou nao. Apds andlise
estatistica e comparativa do nimero de mastécitos do intestino delgado de
camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados ou ndao observou-se que este é
superiormente maior em camundongos BALB/c. Observou-se ainda que o
intestino delgado dos camundongos BALB/c apresentou, predominantemente,
um suave infiltrado inflamatério, enquanto que o intestino delgado de
camundongos C57BL/6 apresentou uma rea¢do inflamatéria moderada a intensa,
ou seja, os animais C57BL/6 exibiram uma reacdo inflamatéria mais grave
quando comparados com os animais BALB/c. O niimero de campos parasitados
foi analisado de forma comparativa entre as duas linhagens, BALB/c e C57BL/6.
Observou-se diferencas significativas no jejuno proximal, jejuno distal e ileo, nas
quais uma quantidade superior de campos parasitados foi observada em
camundongos C57BL/6, em relacdo a BALB/c. Tal supremacia do ndimero de
campos parasitados ndo foi observada no duodeno. Camundongos BALB/c t€ém
sido descritos como animais mais resistentes a infeccdo por 7. gondii do que
camundongos da linhagem C57BL/6. Sendo assim sabe-se que estes ultimos
desenvolvem um processo inflamatodrio, inclusive intestinal, mais grave do que o
que ocorre em camundongos BALB/c apdés infeccio por 7. gondii
(GAZZINELLI et al., 1994). Estes resultados sdo indicativos de que a presenga
dos mastdcitos protege o hospedeiro contra a infeccao inflamatéria desencadeada
por T. gondii.

T. gondii ao invadir células epiteliais do intestino pode induzir uma forma
grave de inflamagdo intestinal em camundongos de diferentes linhagens, em
outros roedores, porcos e primatas ndo-humanos (KASPER et al., 2004). Em
camundongos C57BL/6 esta patologia divide caracteristicas histologicas e
morfoldgicas com a Doenga Inflamatéria Intestinal (IBD) em humanos, como
perda da arquitetura epitelial intestinal, diminui¢do das vilosidades, influxo

maci¢co de células inflamatdrias para a 1amina propria e necrose. Apds ingestao



oral de cistos teciduais de 7. gondii, este processo inflamatério, quando nao
controlado, resulta em rdpida morte do hospedeiro, principalmente, em fémeas
que morrem antes dos machos. Isto sugere que fatores hormonais sexuais € o
g€nero sdao importantes para a determinagdo da susceptibilidade do animal. Apds
sete dias de infeccdo um processo de necrose pode ser identificado nas
vilosidades intestinais, além de um infiltrado celular com neutréfilos,
macréfagos, células dendriticas e linfocitos T no sitio de infeccdo. O
recrutamento e a ativacdo de linfécitos T € capaz de induzir necrose tecidual e
subseqiiente mortalidade (LIESENFELD et al., 1996). As vilosidades dos
enterdcitos intestinais formam uma barreira compacta contra patéogenos,
potencialmente, invasivos e liberam quimiocinas e citocinas, na superficie baso-
lateral, que s@o importantes para a modulacdo da resposta imunoldgica e para a
quimioatracdo. Vadrias evidéncias sugerem que neutréfilos sdo essenciais para a
sobrevivéncia de camundongos durante os primeiros dias da infeccdo, apods
ingestdo oral de cistos teciduais de T. gondii, pois camundongos quando
depletados de neutréfilos exibem graves lesdes teciduais e uma elevada carga
parasitdria em relacdo a camundongos competentes. MIP2, uma quimiocina
secretada por enterdcitos, estd envolvida no trafego de neutréfilos para o sitio da
infec¢do. Além do seu papel antiparasitario, neutréfilos sdo uma importante fonte
de IL-12 durante a resposta imune. IL-12 € uma citocina capaz de contribuir para
a ativagdo de todo o GALT (tecido linféide associado ao intestino) e é capaz de
ativar, diretamente, multiplas vias apoptoticas (KASPER et al., 2004).

Existe uma aprecia¢do do papel bioldgico dos mastécitos na inflamacdo,
dependente de citocinas Th2 e Th1. Demonstrou-se que o comportamento e as
caracteristicas de mastdcitos alteram quando expostos a IFN-y ou IL-4. Quando
IFN-y e IL-4 estdo, continuamente, presentes durante o desenvolvimento de
mastdcitos, ambas citocinas guiam uma diminui¢do no nimero de mastdcitos e
liberacdo de seus mediadores quimicos. Considerando que mastdcitos sejam
benéficos durante a indugdo e a resolucdo da inflamacdo, a perda das suas
fungdes, Thl ou Th2, durante o processo inflamatério cronico pode ser

considerada, particularmente, prejudicial ao hospedeiro. Guiar estratégias para



aumentar o nimero de mastdcitos e sua atuacdo na inflamacdo cronica pode ser
paradoxalmente benéfico (KULKA & METCALFE, 2005).

A anélise imunohistoquimica revelou a presenga de 7. gondii no intestino
delgado, no figado e no cérebro de camundongos BALB/c e C57BL/6, apds 8
dias de infeccdo com 20 cistos da cepa ME-49 de T. gondii. No figado e no
cérebro a presenca de T. gondii foi notada, indistintamente, por toda a regiao
analisada e no intestino delgado, preferencialmente, na mucosa e submucosa. A
disseminacdo de T. gondii para determinados tecidos preferenciais tem sido
observada em diferentes trabalhos, acompanha a fase cronica da toxoplasmose e,
normalmente, ¢ acompanhada por manifestacdes clinicas classicas (WONG &
REMINGTON, 1993; DUBEY, 2004). A disseminacao de 7. gondii pode ocorrer
através de macréfagos ou células dendriticas pois estes sdo capazes de,
eficientemente, invadir e sobreviver no interior dessas células in vitro. Os
macrofagos e as células dendriticas sdo importantes células apresentadoras de
antigenos envolvidas no desenvolvimento da imunidade adaptativa. A
plasticidade funcional assim como a propriedade migratéria dessas células sdo
utilizadas por patogenos para disseminagcdo através do corpo. Observacgdes
prévias tém demonstrado o trifego de parasitas do epitélio intestinal via
linfonodos mesentéricos para o cérebro, o figado ou outros 6rgaos (KASPER et
al., 2004; ALIBERTI, 2005). O parasita estd envolvido em varios mecanismos de
indug¢do de uma resposta imunoldgica potente pelo hospedeiro, a qual previne a
morte do mesmo. Porém o patdgeno utiliza mecanismos capazes de subverter a
resposta imunoldgica e que permitem ao parasita sobreviver atingindo a fase
cronica da doenca (ALIBERTI, 2005). O cérebro € capaz de excluir componentes
antigénicos para o sistema inume com grande eficiéncia através da barreira
sangiiinea e possui, também, células especializadas produtoras de citocinas
(como IL-1, IL-6 e TNF-a) que executam funcdes imunoldgicas. Porém, o
mecanismo de resisténcia desenvolvido por tais células, aparentemente, tem uma
habilidade limitada em controlar patdégenos, ja que quando estes evadem as
linhas de defesa e se proliferam no sistema neural ocorre um recrutamento de

linfocitos. Desenvolve-se, entdo, uma colaboragao entre o infiltrado de linfécitos



com células especializadas, residentes no cérebro. Contudo, o mecanismo de
defesa do hospedeiro no cérebro € ainda pouco entendido. 7. gondii é um
excelente modelo para analisar-se 0 mecanismo de resisténcia no cérebro contra
patégenos. A citocina IFN-y e a imunidade mediada por células desenvolvem um
papel central no controle de 7. gondii durante a fase aguda e cronica da infecgao.
Descreveu-se recentemente, que camundongos nude atimicos, camundongos
SCID e camundongos depletados de células NK expressam IFN-y no cérebro,
apos infeccao por T. gondii, provavelmente, produzido por macréfagos derivados
do sangue e micrdglias. Essas células sdo essenciais, pois colaboram com
linfécitos T, com a manuten¢do da laténcia da infec¢do crOnica e com a
prevencdo da encefalite toxoplasmica. Além desses tipos celulares, células gliais
e astrocitos participam da defesa do sistema neural do hospedeiro contra
infeccoes. IFN-y é capaz de ativar micrédglias e astrocitos no controle de 7.
gondii, induzir a expressao de moléculas do MHC classe I e II em micréglias e
astrocitos (responsdveis pela apresentacdo antigénica a linfécitos T) e ativar
células gliais a produzirem citocinas pré-inflamatdrias e quimiocinas, substancias
indutoras da infiltragdo de células imunocompetentes hematopoiéticas (SUZUKI,
2005).

Uma variedade de estimulos pode ativar mastdcitos a liberarem uma
diversidade de produtos biologicamente ativos, muitos com efeitos pro-
inflamatorios, anti-inflamatérios e/ ou imunoregulatorios. A cinética da resposta
secretora, em relacdo a quantidade e ao tipo de produto que serd secretado,
representa uma rede que resulta da sinalizacdo positiva ou negativa de estimulos
intra ou extracelulares. Além disso, fatores ambientais e genéticos podem
influenciar maltiplos aspectos das respostas secretoras de mastdcitos. Tais
fatores, funcionalmente, sdo capazes de harmonizar os fendtipos secretores de
mastdcitos, o que notavelmente influencia a habilidade dessas células em
contribuir com o desenvolvimento da resposta imune adaptativa e com suas
funcdes celulares efetoras. Os mastocitos sdo conhecidos como células efetoras
na resposta imune de perfil Th2 e associada a IgE. A ativacdo de mastdcitos pode

contribuir com a resisténcia do hospedeiro contra certos parasitas ou pode guiar a



desordens patoldgicas alérgicas, como na anafilaxia e na asma. A hiperplasia de
mastdcitos, assim como, alteracdes na sua distribuicdo tecidual e nas suas
caracteristicas fenotipicas podem ocorrer durante a resposta do hospedeiro
(GALLI et al., 2005). Mastocitos apresentam caracteristicas que sao importantes
durante uma resposta imunoldgica: a regulacio da sua sobrevivéncia; sua
proliferacdo; a modulacdo de caracteristicas fenotipicas; a susceptibilidade a
ativacdo por diferentes estimulos durante a resposta imune inata ou adquirida; a
habilidade da célula em estocar e/ ou produzir varios mediadores quimicos e a
magnitude da sua resposta secretora a estimulos especificos. Todas estas
caracteristicas podem ser, minuciosamente, controladas em oOrgdos, tecidos ou
sistemicamente. Os principais fatores que influenciam o nimero de mastdcitos e
seu fendtipo incluem: fatores de crescimento celular, IL-3 (importante fator de
desenvolvimento e/ ou sobrevivéncia de mastdcitos) e citocinas associadas ao
perfil Th2 (como IL-4 e IL-9), todavia, a lista completa representa um amplo
painel de fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas. Mastdcitos ou seus
produtos podem ainda regular a migracdo, a maturagdo e o funcionamento de
células dendriticas, bem como, a migragdo de linfocitos T através da liberacdo de
fatores quimiotaticos. Os mastocitos sdao fonte de mediadores que contribuem
para a polarizacdo da resposta por linfocitos T, e linfocitos T por sua vez podem
influenciar o desenvolvimento e a fun¢do de mastdcitos, sugerindo a existéncia
de uma complexa rede de interagdes envolvidas nesses tipos celulares.
Mastécitos podem expressar CD154 e interagir com linfécitos B, induzindo a
producdo de IgE na presenca de IL-4, porém na auséncia de linfocitos T. Mais do
que isso, a protease 1 de mastdcitos de ratos pode aumentar a producao de IgGl1 e

IgE por linfécitos B na presenca de IL-4 ou LPS (GALLI et al., 2005).



7.3. Mastocitos do intestino delgado de camundongos BALB/c apds 8
dias infeccao ou nao com 20 cistos da cepa ME-49 de Toxoplasma

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

Segundo Enerback (1966a, b, ¢) mastdcitos sdo divididos em duas
subpopulagdes: os mastdcitos de tecido conjuntivo e os mastdcitos de mucosa,
classificacdo esta que tem sido questionada pela observacdo de que mastdcitos de
tecido conjuntivo de vdrios locais (peritonio, mesentério, pulmao, linfonodos e
pele) exibem variacdes acentuadas na morfologia e em suas propriedades
histoquimicas e funcionais em resposta a diferentes agentes, inclusive o
composto 48/80. Essas observacdes confirmam a existéncia de heterogeneidade
fenotipica (TAINSH & PEARCE, 1992; CHIARINI-GARCIA & MACHADO,
1992; SANTOS, 2003; CHIARINI-GARCIA et al., 2000) e realcam o uso
inapropriado dos termos mastdcitos de mucosa e mastdcitos de tecido conjuntivo
que representam dois fendtipos extremos. A partir da década de 80, os estudos
sobre mastdcitos direcionaram-se, principalmente, para a determinacao de fatores
do microambiente capazes de influenciar o fenotipo e a fungdo dessa célula, bem
como para fatores que determinem sua diferenciagdo. O microambiente, onde se
alojam precursores ou sdo inoculados mastdcitos ja diferenciados, € decisivo para
a expressao ou manutencdo de um dado fenétipo (MILLER, 1980; KITAMURA
et al., 1987a, b). A bioquimica dos diversos microambientes € ainda
desconhecida. No entanto, ja4 se constatou a existéncia de diversos fatores
soliveis que promovem a proliferacao e diferenciacdo de mastdcitos, como as
IL-3 e IL-4 produzidas por linfécitos T (GINSBURG et al., 1981; NABEL et al.,
1981; SMITH & RENNICK, 1986; MOSMANN et al., 1986; KITAMURA et al.,
1987a, b). Diante das consideracdes o presente trabalho investigou a participagcdao
de mastdcitos na fase aguda da infecg¢do por diferentes cepas, RH e ME-49, em
diferentes linhagens de camundongos e observou que a diferenca, na quantidade
de mastocitos presentes em camundongos CS57BL/6 e BALB/c, pode estar

relacionada com a sua susceptibilidade ou resisténcia. Sendo assim, é possivel



sugerir que os mastocitos participem da resposta imunoldgica desenvolvida pela
presenca de 7. gondii e que a susceptibilidade de camundongos C57BL/6 pode
estar ligada a escassez deste tipo celular.

Neste estudo o nimero de mastdcitos do intestino delgado foi avaliado em
camundongos BALB/c submetidos a diferentes tratamentos envolvendo infecc¢ao
pelo T. gondii e o tratamento com o composto 48/80: 8 dias de inéculo com
salina; 12 dias de tratamento com o composto 48/80; 8 dias de infeccdo com T.
gondii e 12 dias de tratamento com o composto 48/80 e 8 dias de infec¢cao com 7.
gondii. Porém, apesar das diferentes condi¢Oes experimentais a que esses
camundongos foram submetidos ndo houve qualquer alteracdo, estatisticamente
significante, no nimero de mastdcitos do intestino delgado dos mesmos. O
composto 48/80 tem sido utilizado em varios trabalhos como agente
desgranulador de mastdcitos. Quando inoculado, intraperitonealmente, € capaz de
induzir a desgranulacdo de mastdcitos presentes na cavidade peritoneal e de
mastocitos de tecido conjuntivo, entretanto pode causar hiperplasia em
mastocitos de mucosa (SANTOS, tese de doutorado, 1996).

A sinalizac@o de citocinas € critica para a diferenciacdo da populacdo de
linfécitos T em Thl e Th2. O desenvolvimento de linfécitos Thl pode ser
induzido pela presenca da citocina IL-12, enquanto que a IL-4 pode estimular a
diferenciacdo em Th2. STAT4 e STAT6 estao envolvidas na transdugdo de sinais
durante a produgdo de IL-12 e IL-4, respectivamente. Camundongos deficientes
de STAT4 demonstram reducdo da resposta Thl e, a resposta Th2 fica
comprometida em camundongos deficientes de STAT6. Entretanto, STAT4
parece ser dispensdvel para o desenvolvimento de Thl, pois linfocitos T
derivados de camundongos duplamente deficientes em STAT4 e STAT6
apresentam uma diminui¢do da resposta Th2, mas demonstram fendtipo
dominante para Thl. Ainda, a auséncia de STAT6, mas ndo a presenca de
STAT4 € necessaria para o perfil Thl (KATAOKA et al., 2005).

Mastocitos de tecido conjuntivo expressam proteina STAT4, mas
mastdcitos de mucosa ndo. A expressdao da STAT4 parece ser suprimida pela

ativacdo de STAT6 em mastocitos de mucosa em cultura. STAT4 induz a



producdo de IFN-y e o aumento da atividade celular litica tumoral dependente de
o6xido nitrico em mastécito de tecido conjuntivo. Observou-se ainda, que
mastocitos desenvolvem uma resposta imune Thl, via ativacdo de STAT4
(KATAOKA et al., 2005).

Sete membros da familia de proteinas foram identificados, em células de
mamiferos. Estas desempenham um papel importante na sinaliza¢do de citocinas
em células imunocompetentes, inclusive mastécitos. STAT4 estd envolvida na
transducdo de sinais durante a producdo da IL-12 e é expressa por linfécitos T,
linfécitos B, células NK, células dendriticas e macréfagos, conseqiientemente,
relaciona-se a respostas de perfil Thl nestas linhagens de células. STAT4
influencia, ainda, a secrecio de IL-18 uma citocina capaz de estimular a
producdo de citocinas de perfil Thl e Th2. Em células NK, IL-18 estimula a
producdo de IFN-y em sinergia com IL-12, mas induz a producdo de I1L-13
quando em combina¢do com IL-2. Sabe-se também, que mastdcitos de mucosa
produzem citocinas Th2, como IL-4 e IL-13, apds estimulo da IL-18. Relatou-se
que a administracdo de IL-18 pode induzir a produgdo de citocinas Thl, como
IFN-y, em cultura de mastdcitos de tecido conjuntivo em sinergia com a IL-12. A
producdo de [IFN-y pelos mastocitos for dependente de STAT4.
Semelhantemente, a células NK, mastocitos sdao capazes de produzir citocinas
Thl e Th2 (KATAOKA et al., 2005).

Os mastdcitos desempenham um papel chave em diferentes infeccdes e
doencas (HUNTLEY et al., 1985; HARDIN et al., 1997; CALDERON et al.,
1998; ONAH et al., 2000; FRIEND et al., 2000; NEVES et al., 2003;
McDERMOTT et al., 2003; MALAVIYA et al.,, 2004; GIL et al., 2002;
FERREIRA et al.,, 2004) e podem facilitar o desenvolvimento de processos
inflamatdrios, tais respostas sdo direcionadas por fatores presentes no
microambiente onde mastdcitos alojam-se. Em diferentes microambientes,
diferentes perfis de citocinas podem estar presentes (Thl e Th2) e,
conseqiientemente, influenciar o comportamento € o numero de mastdcitos.
Citocinas Thl comportam-se, geralmente, como inibidoras, enquanto que,

citocinas Th2 sdo reportadas como estimuladoras, por exemplo, do nimero de



mastocitos e da resposta imunoldgica. Mastdcitos sao conhecidos como células
efetoras criticas no processo inflamatério dependente do perfil Th2, isto €
importante para o entendimento dos diferentes efeitos das citocinas associadas
com estes estados inflamatdrios, no que se refere as caracteristicas bioldgicas dos
mastocitos. Estudos prévios do efeito de citocinas Thl (como IFN-Y) e citocinas
Th2 (como IL-4 e IL-5) tém descrito que IFN-y inibe a funcdo de mastdcitos e
que IL-4 e, algumas vezes, IL-5 potencializam as fungdes dos mastdcitos.
Contudo, os efeitos da IL-4 parecem variar de estudo para estudo, ou seja, podem
potencializar ou inibir as fungdes dos mastécitos. Outra dificuldade € a
determinac¢do do efeito destas citocinas em complexas culturas de mastocitos, nas
quais os efeitos sdo algumas vezes analisados considerando-se apenas as
caracteristicas morfologicas dos mastdcitos, como a coloracdo dos granulos
citoplasmadticos. Observou-se que a IL-4 quando adicionada ao processo de
crescimento e diferenciacdo de mastdcitos € capaz de inibir a divisdo celular
dependente de SCF, diminuindo a quantidade de mastécitos. Em outras
condi¢des experimentais a IL-4 foi capaz de estimular a proliferacdo dos
mastdcitos, de aumentar a expressao de FCeRI e de potencializar a desgranulagdo
dos mastdcitos. Esses dados indicam que ndo se pode afirmar que citocinas Th2
irdo sempre estimular as funcdes dos mastocitos. IFN-y € citado como um
inibidor do crescimento de mastécitos o que significa que a fungdo dos
mastocitos, estimulada por tal citocina, € a manuten¢ao do processo inflamatorio
dominado por citocinas de perfil Thl. IL-5 por sua vez representa em esséncia
um controle para outros parametros analisados, incluindo a expressdao do seu
receptor na superficie nos mastdcitos, a liberagdo de B-hexosaminidase (B-hex),
de histamina e de triptase. Contudo, os resultados com IL-5 demonstraram que
mastocitos ndo se proliferam e nem liberam seus mediadores quimicos na
presenca da IL-5. Isto € atraente, pois pode-se correlacionar a producdo de IL-5
por mastocitos humanos (auséncia de efeito autocrino) com a producgdo de IL-4 e
de IFN-y (acdo autdcrina) (KATAOKA et al., 2005).

Diante dos resultados deste trabalho sobre a participacdo dos mastdcitos

em processos inflamatdrios, o nimero de mastdcitos observados em diferentes



regides e que variam de acordo com a cepa de T. gondii, sua relacdo com outros
tipos celulares e a sua influéncia na susceptibilidade de diferentes linhagens de
camundongos, pode-se inferir que outros aspectos desta resposta devem ser

explorados e investigados.



Conclusoes



8- CONCLUSOES

8.1. A microscopia de luz e & microscopia eletrénica de transmissdo os
mastocitos do exsudato peritoneal de camundongos BALB/c e C57BL/6
apresentam caracteristicas morfoldgicas semelhantes tanto na sua forma, quanto
na quantidade e nas caracteristicas de seus granulos citoplasmaticos.

8.2. A microscopia de luz e & microscopia eletrénica de transmissdo os
mastécitos do exsudato peritoneal de camundongos BALB/c e C57BL/6
ostentam alteracdes morfologicas semelhantes, apds 24 e 48 horas de infeccao

pela cepa RH de T. gondii.

8.3. A andlise do exsudato peritoneal revela que em camundongos BALB/c
ocorre um aumento, estatisticamente significante, no nimero de mastdcitos,
neutrofilos e macrofagos apos 24 horas de infec¢do pela cepa RH de T. gondii. Ja
em camundongos da linhagem C57BL/6 este influxo ocorre, porém o aumento no

nimero de células ndo € estatisticamente significante.

8.4. Sob qualquer condicao experimental, ap6s 24 ou 48 horas, ndo ha diferenca
no ndamero de mastdcitos e neutréfilos entre camundongos BALB/c e C57BL/6,

infectados ou nao.

8.5. Em camundongos BALB/c o nimero de linfécitos do exsudato peritoneal €,
estatisticamente, maior apos 24 e 48 horas de infec¢do; situacdo nao observada

em camundongos C57BL/6.

8.6. Ap6s comparagdo entre as duas linhagens de camundongos, BALB/c e
C57BL/6, observa-se que a diferenca do nimero de linfécitos € significativa apds
24 e 48 horas de in6culo com PBS no exsudato peritoneal de camundongos

C57BL/6.



8.7. A anidlise morfologica das diferentes regides do intestino delgado
(duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo) de camundongos BALB/c e
C57BL/6 mostra que os mastdcitos sdo encontrados, preferencialmente, na

submucosa e na camada muscular.

8.8 A microscopia de luz mastécitos do intestino delgado de camundongos
BALB/c e C57BL/6 apd6s 8 dias de infeccdo com 20 cistos da cepa ME-49 de
T. gondii ostentam, nitidamente, alteracdes na quantidade e tamanho de seus

granulos citoplasmaticos.

8.9. O niimero de mastdcitos do intestino delgado de camundongos BALB/c e
C57BL/6 ap6s 8 dias de infec¢ao ou ndo com a cepa ME-49 de T. gondii é,
superiormente, predominante em camundongos BALB/c. Os mastécitos sao,
preferencialmente, encontrados no duodeno de camundongos BALB/c e

C57BL/6 infectados ou nao.

8.10. A andlise histopatoldgica de camundongos, apds 8 dias de infeccdo com a
cepa ME-49 de T. gondii, revela um infiltrado inflamatério mais intenso no
intestino delgado de camundongos C57BL/6 do que no intestino delgado de
camundongos BALB/c.

8.11. T. gondii é encontrado no intestino delgado, figado e cérebro de

camundongos BALB/c e C57BL/6 ap6s 8 dias de infec¢do com a cepa ME-49.

8.12. O nimero de mastécitos do intestino delgado de camundongos BALB/c
ndo se altera apds 8 dias de infec¢do com a cepa ME-49 de T. gondii e apds 12

dias de tratamento ou nao com o composto 48/80.



8.13. O nimero de campos parasitados € maior no grupo de camundongos
BALB/c infectados com a cepa ME-49 de T. gondii e tratados ou nao com o
composto 48/80 quando comparado ao grupo de camundongos apenas

infectados, particularmente no duodeno, jejuno distal e ileo.

8.14. Pela primeira vez relacionou-se a susceptibilidade de camundongos
C57BL/6 e a resisténcia de camundongos BALB/c pela infec¢ao de 7. gondii
com o numero de mastocitos. E diante dos resultados é possivel sugerir que os
mastdcitos participem da resposta imunoldgica desenvolvida pela presenca de
T. gondii, durante a fase aguda, e que a susceptibilidade de camundongos
C57BL/6 e resisténcia de camundongos BALB/c pode estar ligada a escassez

deste tipo celular.
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