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To understand the development of the inflammatory responses in the wall of the gut, during the process of
expulsion of the parasitesfrom the host, samples of tissueswere removed from the small intestinesfrom four groups
of naturally infected buffalo calves with Toxocara vitulorum during the beginning of the infection, at the peak of
egg output, during the period of expulsion and post-expulsion of theworms, aswell asfrom uninfected calves. Cells
(mast cells, eosinophils, intragpithelial lymphocytes- |EL and goblet cells) present inthe epithelial layer (intragpithelial)
of the small intestine were counted. In the duodenum, jejunum and ileum, the popul ation of mast cells, eosinophils
and lymphocytesincreased significantly during the peak of theinfection. Goblet cell numbersincreased also during
the beginning and at the peak of theinfection. The decline of the number of these cells occurred during the periods
of expulsion of the worms reaching to uninfected control counts at the post-expulsion period indicating arole of
these cellsin the process of expulsion of T. vitulorumby the buffalo calves. Thelayers of theintestinal wall (villus,
crypt, submucosa and muscular) were also measured. Morphological examinations showed a significant vilar
atrophy, particularly in the duodenum during the beginning, peak and during the period of expulsion of theworms,

but smooth muscle hypertrophy or other alteration was not observed in any period of the infection.
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RESUMO

Paraestudar o papel de célulasimune/inflamatérias no proces-
so de expulsdo de Toxocara vitulorum por bezerros bifalos
naturalmente infectados, realizou-se a quantificacdo de
mastocitos, eosindfilos, linfocitosintragpiteliais (LIE) ecélulas
caliciformes na camada intraepitelial da mucosa do intestino
delgado. Para isto, amostras de tecidos foram retiradas do
duodeno, jegjuno e ileo de seis grupos de animais, de acordo
com o resultado do exame coprol6gico, ou sgja: animais que
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estavam no inicio ou ascensdo (1) e no pico (2) do parasitismo
e durante os periodos de declinio ou expulsdo (3), e de pés-
expulsdo dos parasitas (4), dém de dois grupos controles de
animais ndo parasitados por T. vitulorum com idade entre 30
(C30) 50 (C50) dias. No duodeno, jejuno eileo, apopulacdo de
LIE, mastocitos, eosindfilos e células caiciformes comegou a
aumentar no inicio dainfecgdo com nimero significativo, prin-
cipalmente durante o pico, com aumento mais acentuado para
LIE no jegjuno e eosindfilos no duodeno. Em seguida, estas
células comegaram a declinar durante o periodo de expulsao,
aproximando-se do nivel de animais ndo infectados (controle)
no periodo de pés-expulsdo. Estahiperplasiacelular maisinten-
sa, particularmente nafase de pico, indica uma participacéo
destas células no processo de expulsdo de T. vitulorum pelos
bezerrosbifal os. Parao estudo das alteragdes morfol dgicas da
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parede intestinal em relacdo ao parasitismo, as camadas da pa-
rede intestinal (vilo, cripta, submucosa e muscular) foram
mensuradas. Por estas mensuragdes, constatou-se somente uma
significativa atrofia vilar no duodeno, durante as fases de as-
censdo, de pico e de expulsdo do parasita, mas a hipertrofia
muscular ndo foi observada.

PALAVRAS-CHAVE: Toxocaravitulorum, bufalo, célulasin-
flamatdrias, alteragbes morfol ogicas.

INTRODUCAO

Toxocara vitulorum é um nematédeo pertencenteafamilia
Ascarididae que parasita o intestino delgado de ruminantes
(SMITH, 1994) principa mente de bufal os (Bubal us bubalis)
(ROBERTS, 1989). Toxocara vitulorum é preval ente parabe-
zerros bufalos com até quatro meses de idade onde o pico
méaximo da infeccdo ocorre em torno dos 30 aos 50 dias. A
partir de entdo ocorre uma auto-cura onde os bufalos elimi-
nam espontaneamente os parasitas com as fezes e, em segui-
da, raramente apresentam reinfecgdo intestinal (STARKE et
a., 1983; NEVES, 2003).

Na literatura, é reportado que os nematddeos parasitas in-
testinai s raramente causam infecgdesfataismas, alongo prazo,
debilitam osanimaise dteram asfuncdes normaise aestrutura
intestinal. Além disso, observa-se também que os animais
parasitados podem adquirir umaimunidade contraestesparasi-
tas, tornando o ambiente intestinal impréprio para o desenvol-
vimento dos parasitas possibilitando, assim, elimina-losparao
meio exterior. Neves et al. (2003) verificaram a ocorrénciado
aumento do nimero de mastécitos e eosindfilos naléminapré-
priadamucosa(vilo e cripta) do intestino delgado de bezerros
bufa osinfectados por T. vitulorumdurante o periodo de pico e
de expulsdo deste nematddeo do trato intestinal e concluiram
gue estas células contribuiram para este processo. Outro
parédmetro verificado por Neves et a. (2003) foi a eosinofilia
sangUiinea durante todo o periodo de parasitismo patente. Em
estudos sobre as reacdes inflamatdrias contra infecgdes por
hel mintos parasitas gastrointestinai srealizados em roedoresfi-
cou evidenciada a ocorréncia de mastocitose e eosinofilia
(JARRET; MILLER, 1982; STARKE; OAKS, 2001). Alémdisso,
ha relatos de que a ativagéo no local dainfeccéo e a elevacdo
dos niveis de produtos sistémicos de mastdcitos tém sido as-
sociados a expulsdo de certos parasitas (BEFUS;
BIENENSTOCK, 1982; JARRET; MILLER, 1982). SarkeeOaks
(1999) estudando em ratos a fase de recuperacgéo da infeccéo
por Hymenolepis diminuta, observaram que apds a expul sdo
dos parasitas, ocorria uma involucdo da mastocitose e da
eosinofiliatecidual ao nivel de mucosaintestinal. A diminuicéo
na populacdo destas células pode ocorrer por apoptose local
(STARKE; OAKS, 1999) ou pelamigracéo doseosinéfilospara
os linfonodos mesentéricos e dos mastocitos para 0 bago
(FRIEND etd., 2000).

Trabalhos recentes mostram a participacgéo de células do
sistema imune no processo de expulsdo de nematddeos
(STARKE; OAKS, 2001; MEEUSEN; BALIC, 2002; NEVESet
al., 2003) e acredita-se quelinfécitosintraepiteliais (LI E) for-
mem umaprimeiralinhade defesa contrainfecgdesem mucosas

Neves e Starke-Buzetti

pelaacdo de citocinas e de atividadesreguladoras (SIMECKA,
1998). O aumento napopul agéo de células caliciformes parece
estar associado a expulséo de helmintos do trato intestinal,
onde as mudangas fisicas na superficie luminal do intestino
causada pelo aumento do muco liberado por estas células
pode ter um importante papel nainteragéo fisicaentre o hos-
pedeiro e 0 parasitae assim dificultar suamigracdo dentro do
intestino (CLAMP, 1984; CARROLL et d., 1984; CARLISLE et
a., 1991; NAWA et al., 1994; STARKE; OAKS, 2001).

No entanto, a participagdo de mastécitos, eosindfilos,
linfocitosintraepiteliais e células caliciformes neste processo
ainda permanece obscura. M uitos trabal hos foram feitos para
esclarecer o papel destas células no processo de expulsdo
dos nematédeos, mas a grande maioria dos experimentos, no
entanto, foi realizada em animais de laborat6rio (ratos e ca-
mundongos) (JARRET; MILLER, 1982; STARKE; OAKS, 2001)
eagunsemovinos(ROTHWELL, 1993; WINTER et d., 1997),
mas muito pouco em bufalos(NEVESet d., 2003). Além disso,
pouco se conhece sobre as reacBes inflamatdrias e imunol 6-
gicas nestes animais, a0 nivel celular na mucosa intestinal,
gue favorecem a expulsdo destes parasitas pelos hospedei-
ros. Acredita-se que ocorra migracao de mastdcitos e eosino-
filos paraa camadaintraepitelial do intestino, que as células
caiciformeselinfocitosintragpiteliais sofram hiperplasiae que
ocorra uma ateragdo morfoldgica na camada epitelial do
duodeno e do jejuno, local onde se encontra 0 maior nimero
de parasitas adultos. O presente trabalho procurou monitorar
a participacdo das células intraepiteliais e a alteragéo
morfoldgica do intestino delgado durante os periodos de ini-
Cio ou ascensdo, pico do parasitismo, expulsdo e pos-expul-
s8o do T. vitulorum do trato intestinal.

MATERIAL EMETODOS

1. L ocal doexperimento

O experimento foi executado na Fazendade Ensino e Pes-
quisa (FEP) da Faculdade de Engenharia de Ilha Solteira —
Universidade Estadual Paulista(UNESP- [IhaSolteira), Situa
daamargem direitado Rio Parana, no municipio de Selviria, do
Estado de Mato Grosso do Sul. A execucdo laboratorial foi
realizadano Laboratdrio de Parasitologia/lmunologiado De-
partamento de Biologiae ZootecniadaUNESP- I lhaSolteira.

2. Animaiseexamespar asitol 6gicos

O rebanho bubalino foi constituido de 20 bifalas adultas
mesticas (Mediterréneo x Murrah), seus respectivos bezerros e
umtouro bufalo. Osbezerros que participaram deste experimento
nasceram de janeiro a maio nos anos de 2001 e 2002, ou sga,
foram constituidos dois grupos de 20 bezerros para cada ano.
Estesbezerros permaneceram juntoscom asméesem um piquete
de 12 haformado com Brachiaria brizantha e por um lago. As
bufaas ndo foram ordenhadas durante todo o periodo de execu-
¢80 da pesquisa e os bezerros foram desmamados natura mente.

Para os exames coprol 6gicos, asfezesforam colhidasdire-
tamente do reto de todos os bezerros bufalos do rebanho e
estesexamesforam realizados semana mente, durante o primei-
ro més de vida e quinzenalmente durante os cinco meses se-
guintes, no Departamento de Biologia e Zotecniada Unesp de
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IlhaSolteira. Os exames coprol 6gicosforam realizadosem c&-
maras de McMaster, segundo atécnicade WHITLOCK (1948).

Asbufalas, cujos bezerros pertenciam aos grupos contro-
les (C) ndo parasitados, foram tratadas com anti-helmintico
uma semana antes e no mesmo dia do parto com fosfato de
levamisol “Ripercol” nadose de 3,75 mg/Kg pv (20 ml). Nos
bezerros dos grupos controles o mesmo anti-helmintico foi
administrado no dia do nascimento e em seguida semanal-
mente paraevitar que os animais se infectassem. Além disso,
estes animais também foram tratados contra coccidiose com
medicamento a base de sulfadiazina“ Sulfamax” nadosede 5
ml/anima . Asfezesforam colhidas semanal mente paraexames
coprolégicos. Os animais dos grupos controles tinham em
média aproximadamente 30 (n = 5; idades 22, 22, 27, 30 e 45
dias) e50 diasdeidade (n= 3; idades 49, 51 e 52 dias).

As mées e 0s bezerros pertencentes aos grupos
parasitados ndo foram tratados com anti-hel minticos, mas ape-
nas com sulfa. Apds o nascimento, estes bezerrosforam sepa-
rados em quatro grupos de acordo com o resultado do OPG
(ovos por grama defezes):

1) Grupo daascensdo - ASC (n =4): compreendeu animais
no inicio da deteccdo dos ovos nas fezes e com idade média
de33dias.

2) Grupo do pico de eliminacdo de ovosnasfezes- PICO (n
=5): este periodo foi estimado através de dados de trabal hos
prévios, mostrando que 0s animais encontravam-se no pico
entre 30 e 50 dias deidade e com OPG médio superior a10.000
(Starkeet d., 1983; Souzaet al., 2001; Neveset al., 2003).

3) Grupo do declinio ou expulsdo - DECL (n=4): quando a
guantidade de ovos comecava adeclinar nasfezese com ida-
demédiade59 dias.

4) Grupo da p6s-expulsdo - PE (n =4): quando osovosndo
foram mais encontrados nasfezes por até um més consecutivo.
Estesanimaisencontravam-se comidade médiade 116 dias.

3. NecropsiaeHistopatologia

Osanimaisforam previamente sedados com Xilazina2 %
(dose = 0,25 a 1,50 mI/100 Kg pv IM) e anestesiados com
Ketalar (dose=0,15mL /Kgpv IM). Ap6so animal estar com-
pletamente anestesiado este foi posicionado em decubito
dorsal e a cavidade abdominal aberta. Apds ser devidamente
identificada cada porcdo do intestino del gado (duodeno, jejuno
e ileo) foi seccionada; 0 duodeno na sua regido cranial ou
mediana, o0 jejuno em sua regido cranial e mediana e o ileo
também em suaporcao cranial e mediana, porém, preferencial-
mente onde 0 enovelado dos parasitas era perceptivel. Em
seguida ocorreu a retirada dos segmentos. Os segmentos
seccionados foram de aproximadamente 15 cm e abertos no
sentido longitudinal. Estes segmentos foram lavados em so-
luggo salina tamponada (1,93g de NaHCO,, 0,37g de KCl e
14,4g deNaCl) etransferidos abertos paraumafolhadeisopor
umedecida com salinatamponada e em temperaturaambiente.
Com auxilio de bisturi, segmentos de dois a trés centimetros
foram seccionados, colocados abertos em papel cartéo etrans-
feridosimediatamente para o fixador. O fixador utilizado foi a
solucéo de Bouin. Ap6s a coleta dos tecidos, os animais fo-
ram sacrificados com cloreto de potéssio.

ApoGs 12 horas de fixagdo os tecidos foram desidratados
em & cool com concentragdes crescentes de 70% a100%, cla-
rificados em xilol e embebidos em parafina (ponto de fusio
56°C). Secges das amostrasem parafinaforam cortadas (5pum)
e montadas em laminas. Para a contagem de mastécitos e
eosindfilosintraepiteliais, foram utilizadas as técnicas de co-
loracdo especificapelo Azul deAstrae“Direct Red”, respecti-
vamente, segundo Duffy et al. (1993). Para a contagem de
linfécitos intraepiteliais foi utilizada a técnica de coloracao
pelahematoxilinae eosina. Ascélulascaliciformesforam cora-
das com o0 método de coloracéo do acido Periddico de Schiff
(PAS). Para exames morfol 6gicos, as secgdes intestinais fo-
ram coradas pelahematoxilinaeeosina(H.E.).

4. Contagem decélulaseanalisemorfolgica

A contagem de célulasfoi feitano epitélio dasvilosidades,
contando-se as células presentes entre as células epiteliais de
20 vilos consecutivos. Estas contagens foram realizadas a
“duplo cego” em microscopio de luz brancaetréslaminas de
cadaanimal foram analisadas. Ostecidos utilizados paraestas
contagens celulares pertenciam aos animais dos grupos: con-
trole com 30 dias de idade (C30), ascensao, pico, declinio e
pos-expulsdo dos parasitas.

Paraaandisemorfol dgica, foram andizadas 20 unidadesvilo-
cripta, escolhendo-se as vilosidades que mais se iguaavam em
aturaelargura, onde aaturado vilo, a profundidade dacripta,
espessura da submucosa e da camada muscular longitudinal e
circular foram medi dascom auixilio deumaocular micrométricaem
microscopio deluz. Estasmedidasforam redizadassob o micros-
copio etréslaminasde cadaanimal foram analisadas. Ostecidos
utilizados para estas medidas pertenciam aos animais dos gru-
pos: controlescom 30 (C30) e 50 dias deidade (C50), ascensdo,
pico, declinio e pés-expul sfo dos parasitas.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Hiperplasiadecélulasintraepiteliaisnointestino delgado

Toxocara vitulorum é um parasita de grande porte pre-
sente no limen do intestino delgado de bezerros bafalos,
principalmente nas primeiras por¢des (duodeno e jejuno
proximal), que quando numerosos podem permanecer enove-
lados comprimindo etraumatizando amucosaintestinal, o que
levaaumasensibilizacdo das célulasimune/inflamatoriasem
defesa ao hospedeiro. No presente trabalho, estudou-se a
participacdo de componentes celulares nas diferentes fases
dainfecgdo natural por T. vitulorum, no sentido derelaciona
los ao processo de expulsdo dos parasitas pelo hospedeiro o
gue normalmente ocorre nos bezerros bufalos quando eles
atingem em torno de 40 a 60 dias deidade. Destaforma, pela
quantificacdo de células presentes na camada intraepitelial
nastrés por¢des do intestino delgado (duodeno, jejuno eileo),
constatou-se que o nimero de mastécitos, eosinoéfilos,
linfécitosintraepiteliais(LI1E) ecdulascaiciformes apresenta
ram um aumento significativo nos animaisinfectados natural -
mente por T. vitulorum (fase de ascensdo e pico) quando com-
parado com o grupo nédo infectado .

Os LIEs, no duodeno (Figura 1), apresentaram-se em nu-
mero significativamente mais elevado na fase de pico do
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Mumero de Linfocitos intraepiteliz

Duodena Jejuno fleo

Figura 1. Numero médio de linfécito intraepitelial (LIE) no duodeno,
jejuno e ileo dos animais do grupo controle (C30) e dos grupos
infectados por Toxocara vitulorum durante a ascensdo (Asc), pico,
declinio ou expulsao (Decl) e pés-expulséo (PE). Desvio padréo da
média esta representado pelas barras verticais acima das colunas.
P <0,05

parasitismo (18,75 + 2,61) quando comparado com o grupo
controle (12,62 + 2,24). Este nimero regrediu rapidamente e
retornou ao nivel do controle nafase de pés-expulsdo do pa-
rasita(10,02 + 1,46). Estadinamicacelular foi semelhante no
jejuno enoileo, apesar do niimero destas células encontrar-se
bem maiselevado no jejuno (28,15 + 0,83) do quenoileo (20,6
+ 0,81). Este aumento de LIE, principamente nafase de pico
do parasitismo, coincidiu também com as maiores contagens
de OPG e 0 maior nimero dos helmintos adultos no intestino
(Tabelal). Embora néo se conhega exatamente a agdo deste
tipo celular no parasitismo, Simecka (1998) n&o descartou a
possibilidade de que os LIES possam gjudar na defesa da
mucosa contrainfeccles parasitariasdo [lUmen intestinal. Es-
tas células podem ter o papel deliberar citocinasparaolimen
ou podem ter atividade citotoxica. Estas suposi¢des podem
ser amparadas pel os estudos de Flexman et al. (1983) que su-
geriram que os L1Es podem efetuar uma atividade de células
exterminadoras naturais, o que confere a estas células afun-
¢&o de defesa do hospedeiro contra o parasita. Além disso, 0
aumento de LIE pode ser explicado pelo fato destas células
localizarem-se entre as células epiteliais e de constituirem o

Tabela 1. Dados médios de OPG e de contagens de
Toxocara vitulorum adultos encontrados durante as
necropsias de bezerros bufalos do grupo controle (C) e dos
grupos infectados nas fases de ascenséo (ASC), pico (PICO),
declinio ou expulsdo (DECL) e auséncia ou pés-expulsdo
(AUS) do parasitismo. llha Solteira, SP.

Grupos OPG Numero de Parasitas Adultos
Média’+ DP (machos e fémeas)
Variacdo Média £ DP
C 0 0 0
ASC 4.150 + 3.566 3-20 10+ 8
PICO 46.950 + 29.245 11-51 27 + 18
DECL 1.812 + 3.175 0-2 05+ 1
AUS 0 0 0

DP = Desvio Padrao
* = A média foi calculada, tendo como base somente os animais
positivos.
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primeiro componente do sistemaimune exposto aos antigenos
intestinais (SIMECKA, 1998). Os dados deste trabalho con-
cordam com osde Carroll et al. (1984), porém com adiferenca
de que 0 aumento na populagéo de LIEs nosratos, foi obser-
vado somente algumas semanas apos a expulsdo de
Strongyloides ratti.

O numero de eosindfilo presente nacamadaintraepitelia
do duodeno (Figura 2), foi drasticamente e significavamente
aumentado durante o periodo de pico do parasitismo (10,96 +
5,81) quando comparado com o grupo controle (0,08 + 0,16),
demonstrando que os eosinéfilos que normal mente ndo estéo
presentes nesta camada migram da lamina prépria paraaca-
madaintraepitelial em respostaa presencados parasitasjuve-
nis e adultos no lumen intestinal. Outros autores como
Eversoleet d. (1999) observaram eosindfilosmigrando dacripta
parao vilo, em direcdo aregido subepitelial e atravessando a
[&mina basal para a regido intraepitelial na infeccdo por N.
brasiliensis em camundongos. Além disso, estudos in vitro
mostram que eosindfil os aderem aumavariedade de helmintos
opsonisados com imunoglobulinas e complemento, liberando
o contetdo de seus granulos e secretando fatores solUveis
paramatar larvashelminticas (BUTTERWORTH, 1984). Re-
centemente, Meeusen e Balic (2002) reportaram que
mastécitos, células exterminadoras naturais (NK) e LIEs, po-
deriam secretar IL-5 induzindo aproliferacdo eamigracéo de
eosinéfilos da medula 6ssea. No jejuno (Figura 2), embora
levemente inferior ao duodeno, a populacdo de eosindfilos
também encontrava-se elevada em animais na fase de pico
(3,27 £ 1,71) quando comparadacom osanimais controles (0,25
+ 0,16), retornando a normalidade apds este periodo. O au-
mento na populagdo de eosindfilos associado com helmintos
gastrointestinais jafoi relatado também por vérios autoresem
diversas espécies animais (ROTHWELL, 1993; WINTER et
al., 1997; STARKE; OAKS, 2001; ALDAWEK et al., 2002;
KLION; NUTMAN, 2004). JAem bifal os, Neveset al. (2003)
verificaram que os eosindfilos comegaram aaumentar em nu-
mero jano inicio dainfeccdo por T. vitulorum tanto na cripta
como no vilo do duodeno e do jgjuno. Estas células continu-
aram sempre em nimero elevado durante o pico e durante a

mso
w 189 a O Asc

Mimero de Eosindfilos Intraepateli

[ =Y
—

Cuodeno Jejunn flea

Figura 2. Numero médio de eosinéfilo na camada intraepitelial do
duodeno, jejuno e ileo dos animais do grupo controle (C30) e dos
grupos infectados por Toxocara vitulorum durante a ascenséo (Asc),
pico, declinio ou expulsdo (Decl) e pos-expulsédo (PE). Desvio pa-
drédo da média esta representado pelas barras verticais acima das
colunas. P <0,05
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fase de expulsdo dos parasitas pelos bezerros bufalos, para
alcangar o nivel do controle apos a expulsdo dos mesmos.
Estes autores ndo detectaram eosinéfilos nacamada muscular
do intestino, sugerindo que os eosindfilos provavel mente
chegaram até a lamina propria através de vasos sangliineos
presentes neste local ou na submucosa e dai migraram paraa
camadaintraepitelial amediadaem que ainfeccéo progredia
Outro tipo celular também bastante importante e sempre as-
sociado ainfecgdes parasitérias s8o 0s mastocitos. Estas cdlulas
também ndo sfo encontradas em condi¢Bes normais na camada
intragpitelial mas, no presente trabalho, estas células estavam
hiperplésicas nesta camada, tanto no duodeno como no jejuno e
no ileo, durante a ascensdo e o pico dainfeccdo (Figura 3). No
duodeno, o nimero médio + desvio padréo destascélulas foi de
0,04+ 0,08 no controle (C30), de 1,63+ 1,08 no periodo de ascen-
sdo ede 2,0+ 0,95 no pico. Janos periodos de expulsio e pds
expulsdo, estes nimeros queforamde 0,67 + 0,72€0,17 + 0,13,
respectivamente, retornaram proximos ao do controle. A
hiperplasia de mastécitos na ascensdo e no pico dainfeccéo por
T. vitulorum, com retorno a normalidade apds a expulsio dos
vermes, sugere que estas células, além das outras células menci-
onadasediscutidasaqui, desempenharam umimportante e coor-
denado papel naexpul sdo do parasitapel 0 hogpedeiro. Possivel-
mente mastocitos sgjam uma das primeiras células a chegar a0
locdl dainfeccéo e, com aliberacdo de seusmediadoresinflama:
térios, atraiam outras cél ulasinflamatérias natentativade provo-
car um ambiente desfavoravel asobrevivénciado parasitaefaci-
litar aexpul so pel o hospedeiro. Jonese Emery (1991) observa
ram atos niveis de mediadoresinflamatérios (prostaglandinaF,
leucotrienos (C4), tromboxanos (B2) € histaminas) no muco in-
testinal deovinosimunizadosfrenteaT. colubriformis, principal-
mente no periodo em que ocorreu a expulsdo do parasita pelo
hospedeiro, indicando a importancia dos mediadores de
mastdcitos neste processo. Além disso, pelo exame histol dgico,
ficou evidente no presente trabal ho a presenca de mastécitos na
camadaepitdid e, algumasvezes, atravessando-aem direcéo ao
I[dmenintestinal, provavel mente atraido pel o parasitaparapoder
liberar seus mediadores 0 mais proximo possivel do [imen. O
entendimento deste mecanismo ainda ndo esté claro, mas sabe-

Mamero de Wasticitos Inise pite lis
I

Todero Jejuro

Figura 3. Numero médio de mastécito na camada intraepitelial do
duodeno, jejuno e ileo dos animais do grupo controle (C30) e dos
grupos infectados por Toxocara vitulorum durante a ascenséo (Asc),
pico, declinio ou expulsdo (Decl) e pés-expulsédo (PE). Desvio pa-
dréo da média esta representado pelas barras verticais acima das
colunas. P < 0,05

se que quando mastécitos sdo sensibilizados liberam citocinas
importantes paraarespostaimune, comoallL-3, IL-4, IL-5eou-
tras que induzem a proliferag@o celular na medula 6ssea,
quimiotaxiade outras células e sintese de IgE peloslinfdcitos B
presentesnamucosaintestind (MARSHALL ; BIENENSTOCK,
1990) e podem também facilitar ofluxo deanticorposparadentro
dolumenintestind (MURRAY et al., 1968; ASKENASE, 1980).
Além disso, aagdo dos mediadoresinflamatorios é bastante am-
pla podendo promover infiltragdo de eosindfilos, aumento da
contragcdo da musculatura lisa intestinal (MARSHALL;
BIENENSTOCK, 1990), hipersecrecdodemuco (NUTMAN, 1993),
agregacdo de plaguetas e aumento da permeabilidade vascular
(TIZARD, 1996).

No jejuno (Figura 3), os mastécitos demonstraram um
leve aumento na fase de pico, porém este aumento néo foi
estati sticamente significativo em relacéo ao controle. Talvez
pela presenca de T. vitulorum adultos em maior quantidade
no duodeno, estas células tenham sido requeridas com mai-
or intensidade nesta regiéo onde, provavelmente, suas fun-
¢cdesforam mais eficazes. No entanto, mesmo em menor nu-
mero no jejuno, os mediadores liberados pelos mastdcitos
podem ter contribuido para o desencadeamento da resposta
inflamatorialocal que, segundo Nutman (1993), contribuem
paracriar um ambiente desfavoravel asobrevivénciado pa-
rasitaefacilitam suaexpulsdo. Além disso, Neveset al. (2003)
também observaram que o nimero de mastocitos encontra-
va-se significativamente elevado na lamina prépria (vilo e
cripta) do duodeno e jejuno de bezerros bufal os infectados
por T. vitulorum durante o periodo de ascens&o, pico e ex-
pulsdo, retornando a normalidade apds a expulsdo do para-
sita

As células caliciformes so encontradas normalmente na
camada intraepitelial do intestino, mas mostraram-se
hiperpléasicas nos bezerros bufalos infectados com T.
vitulorum. No duodeno elas estavam hiperplésicas, principal -
mente nafase de pico do parasitismo (24,30 + 0,73) em com-
paracéo com o grupo controle (12,65 + 5,64), mesmo periodo
em que o OPG dosanimais parasitados também encontrava-se
elevado (Tabela 1 e Figura 4). A hiperplasia destas células
pode estar diretamente relacionada com atentativa do hospe-
deiro em expulsar o parasita, jaque aprincipal fungéo destasé
[ubrificar e proteger o epitéliointestinal. Essalubrificacdo fa-
cilitaria a remocéo do parasita para as regides terminais do
intestino. No jejuno também observou-se células caliciformes
hiperplési cas nasfases de ascensdo (25,33 + 2,33) epico (27,55
+ 5,60), declinando abruptamente durante aexpul sdo do para-
sitapelo hospedeiro (14,97 + 2,65) (fase de declinio). O nime-
ro destas células voltou a normalidade apés a expulsdo dos
mesmos (Figura4). Levy e Frondoza (1983), estudando aimu-
nidadeintestinal contraN. brasiliensis, verificaram que a€eli-
minagdo dos parasitas do trato gastrointestinal provavelmen-
tetenhaocorrido em resultado da combinacdo do aumento de
anticorpos 1gG e de muco secretado por uma populacdo
hiperpléasicade célulascaliciformes, estimulados por mecanis-
mos imune T-dependente, que podem interferir com a habili-
dade do parasita em sobreviver nos espagos entre os vilos do
jgjuno.
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Figura 4. Numero médio de células caliciformes no duodeno, jejuno e
ileo dos animais do grupo controle (C30) e dos grupos infectados
por Toxocara vitulorum durante a ascenséo (Asc), pico, declinio ou
expulsdo (Decl) e pos-expulsdo (PE). Desvio padrdo da média esta
representado pelas barras verticais acima das colunas.

P <0,05

Interessante comentar que, embora os parasitas néo te-
nham sido encontrados no ileo durante as necropsias dos
bezerros bufalos naturalmente infectados com T. vitulorum,
todos ostipos celulares estudados no presente trabalho, como
LIE (Figural), eosindfilos(Figura?2), mastécitos (Figura3) e
célulascaliciformes (Figura4) foram observados aumentados
nacamadaintraepitelial. AscéulascaliciformeseosLIEscomo
sd0 habitual mente encontrados em grande nlimero namucosa
deste 6rgéo, apresentaram um leve aumento, embora signifi-
cativo. Ja os eosinéfilos apresentaram um aumento menos
acentuado no ileo do que no duodeno e no jejuno, mas os
mastécitos foram as células que mais se €l evaram em quanti-
dade neste 6rgdo. Segundo Simecka (1998), apesar deum es-
timulo antigénico ocorrer em um local particular na mucosa
intestinal, como por exempl o na primeira porg¢éo do intestino
delgado, arespostaaeste estimulo, como a secrecéo de medi-
adoresinflamatorios e asensibilizag&o celular, poderiaesten-
der-se para outras porcdes intestinai's, possivelmente através
dacirculagdo sanguineaou linfética que drenatodaamucosa
intestinal, as placas de Peyer e/ou oslinfonodos mesentéricos.
Destaforma, amucosadetodo ointestino e mesmo asmucosas
mai s distantes, como por exemplo do trato urogenital e respi-
ratorio, estariam também protegidas contra possiveisinvaso-
resfuturos. Estaexplicagéo poderiaser aplicavel ao estimulo
antigénico do T. vitulorum que estaria sensibilizando os me-
canismos efetores de toda a mucosa intestinal. No entanto,
estudos posteriores deveriam ser realizados para comprovar
esta hipotese.

Andlissmorfolégicadaparedeintestinal

A aturado vilo, aprofundidade da cripta, a espessura da
submucosa e da camada muscular longitudinal e circular das
diferentes regifes intestinais (duodeno, jejuno e ileo) foram
analisadas morfologicamente nos animais infectados por T.
vitulorum, em cada fase do parasitismo (ascens&o, pico,
declinio e pés-expulsdo) e nos animais ndo infectados (gru-
poscontroles C30 e C50).

No duodeno, de acordo com os dados das medidas de
comprimento dosvilos, nasfases deascensdo (0,5mm + 0,11),
pico (0,5mm+ 0,02) edeclinio (0,4mm+ 0,06), observou-seque
nestaregido houve umaatrofia significativa quando os dados
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foram comparados com os dos grupos controles C30 (0,65mm
+0,07) eC50 (0,65mm + 0,05). Estaatrofiadecorreu-seem fun-
¢do daacdo mecéanicaeirritativados helmintos sobreamucosa
intestinal. A cripta e asubmucosa, no entanto, ndo apresenta-
ram alteragdes morfol dgicas significativas, enquanto que as
camadas musculares intestinai s apresentavam-se significati-
vamente hi pertréficas nos animais que se encontravam nafase
de ascensdo (0,87mm + 0,07), pico (0,91mm + 0,06), declinio
(2,0mm £ 0,09) eno periodo pds-expulsdo dos parasitas (0,9 £
0,08) quando estas medidas foram comparadas com as dos
animaisdo grupo controle C30 (0,48mm + 0,05) (Tabela2). No
entanto, este espessamento ndofoi significativo com relacéo
a0 grupo controle C50 onde osanimais eram maisvelhos (ida-
de média de 50 dias). Desta forma, péde-se inferir que este
aumento nas medidas da musculatura do duodeno ocorreu
maisem funcéo do desenvolvimento dos animaisdo que pro-
priamente em decorrénciadainfecgéo, provavelmenteem fun-
¢&o do pegueno nimero de helmintosquefoi insuficiente para
causar hipertrofiamuscular.

Como pode ser visualizado nas Tabelas 3 e 4, pelas medi-
dasdojejuno e do ileo, respectivamente, ndo foram detecta-
das alteracdes morfol 6gicas significativas nas dimensdes do
vilo, cripta, submucosae muscular em todas as fases parasi-
térias estudadas (ascenséo, pico e declinio do parasitismo)
guando comparadas aos controles. No entanto, Dwinell et
al. (1998) e Starke e Oaks (1999) constataram no ileo deratos
infectados com H. diminuta, aumento na profundidade das
criptase hipertrofia damuscular, entre os dias 20 e 32 pos-
infeccdo. Estas alteragbes morfol 6gicas foram explicadas pe-
los autores como sendo em decorrénciadamigragdo noturna
do parasitado ileo ao duodeno parater acesso ao alimento
ingerido pelo animal anoite. Estamovimentacdo do parasita
alterou o padr&o de contratibilidade intestinal e favoreceu o
espessamento muscular. Segundo Gabella (1990) doencas
de obstrucdo do intestino, com consequente diminuic¢éo do
trénsito intestinal, resultaram em aumento do tamanho das
células musculares préximas a esta estenose e no aumento
do “trabalho” intestinal, ou seja, da contratibilidade, levan-
do a hipertrofiadamusculatura. Sabe-se que os ascarideos,

Tabela 2. Dimens®es do vilo, da cripta, da submucosa e da
muscular do duodeno dos bezerros bufalos dos grupos con-
troles (C30 e C50) e dos grupos infectados por Toxocara
vitulorum durante o periodo de ascenséo (Asc), pico, declinio
ou expulsédo (Decl) e pés-expulsdo (PE). Ilha Solteira, SP.

Grupos Medidas do Duodeno (mm)
Vilo Cripta Submucosa Muscular
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
C30 065+0,07a 032+008a 01+003ab 048+005b
C50 065+0,05a 025+0,09a 019+002a 08=*0,16a

Asc 05%0,11 bc
Pico 0,5+ 0,02 bc
Decl 0,4+0,06c

PE 0,6+0,08ab

0,31+0,02a
0,31+0,04a
0,35+ 0,04 a
0,30+ 0,03 a

0,13+0,04ab 0,87+0,07a
0,12+ 0,07ab 091+0,06a

0,1+002b 1,0+£0,09a
0,15+ 0,05ab 0,9+0,08a

Médias com letras distintas nas colunas, diferem estatiscamente
(p<0,05).
DP = Desvio Padrao.
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Tabela 3. Dimens@es do vilo, da cripta, da submucosa e da
muscular do jejuno dos bezerros bufalos dos grupos con-
troles (C30 e C50) e dos grupos infectados por Toxocara
vitulorum durante o periodo de ascenséo (Asc), pico, declinio
ou expulséo (Decl) e pés-expulsédo (PE). llha Solteira, SP.

Grupos Medidas do Duodeno (mm)
Vilo Cripta Submucosa Muscular
Média + DP Média+ DP Média+ DP Média + DP
C30 117+016a 032+x004a 014+0,02a 0,57 +0,07 bc
C50 117+0l1a 022+0,06a 012+0,04a 051+004c
Asc 114+003a 032+0,07a 011+006a 0,56+0,02bc
Pico 1,12+014a 029+0,03a 0,11+0,0la 0,78+0,02ab
Decl 092+01la 0,24+003a 0,07+0,02a 0,68+ 0,08 abc
PE 11+01a 0,280,07a 0,17+009a 0,83+0,07a

Médias com letras distintas nas colunas, diferem estatiscamente
(p<0,05).
DP = Desvio Padrao.

Tabela 4. Dimensdes do vilo, da cripta e da muscular do ileo
dos bezerros bufalos dos grupos controles (C30 e C50) e
dos grupos infectados por Toxocara vitulorum durante o pe-
riodo de ascenséo (Asc), pico, declinio ou expulsao (Decl) e
pés-expulsdo (PE). llha Solteira, SP.

Grupos Medidas do ileo (mm)

Vilo Cripta Muscular

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

Médias com letras distintas nas colunas, diferem estatiscamente
(p<0,05).
DP = Desvio Padrao.

por serem de grande porte e principalmente quando numero-
sos, formam enovelados e obstruem o lUmen intestinal difi-
cultando a passagem do bolo alimentar e, destaforma, po-
dem ocasionar alteracfes do padréo mioel étrico contrétil do
intestino. Com relagdo ao T. vitulorum, quando bezerros en-
contram-se altamente infectados, com centenas de parasitas
adultos no lumen intestinal, é freqliente ocorrerem obstru-
¢Oes, impedimento naabsorcdo alimentar (ENY ENIHI, 1969b,
SUKHAPESNA, 19814a) e alteragdes namucosae nacamada
muscular daparedeintestinal (SRIVASTAVA, 1963). No en-
tanto, no presente trabal ho, emboratenha ocorrido aumento
populaciona de células imune/inflamatdrias na parede in-
testinal levando, possivelmente, aumamaior contratibilidade
intestinal e a expulsdo dos parasitas pelos hospedeiros, al-
terag6es morfol dgicas significativas, como por exemplo a
hipertrofiamuscular, ndo ocorreram. Umaexplicagéo paraeste
fato, pode ser em funcéo do nimero de parasitas presentes
(méximo de 51 exemplares adultos), que provavel mente ndo
foi suficiente para causar aobstrucéo e dificuldades no tran-
sito intestinal, sobrecarregando a muscul atura paramanter o
ritmo normal do peristaltismo e da homeostasia intestinal,
como foi observado pelos autores acima citados.

CONCLUSDES

De acordo com os resultados pdde-se concluir que a in-
feccdo por T. vitulorumem bezerros bufal os estimulaamigra-
¢&o de células como mastécitos e eosindfilos da lamina pré-
priaintestina paraacamadaintraepitelial e o aumento da po-
pulacéo delinfdcitosintraepiteliaise célulascaliciformes.

Estas alteracGes namigracéo e na hiperplasiacelular, em-
bora também observadas nos periodos de ascensao e expul-
s8o dos parasitas, foram maisintensas durante o pico. Como a
populacéo destas células declinou e retornou quase a norma-
lidade apds a expulsdo dos parasitas acredita-se que elas
desempenhem um importante papel no processo de expulsdo
de T. vitulorum pelos hospedeiros.

A drofiavilar foi evidente somente no duodeno, locd prefe-
rencia do parasitismo, durante o periodo deascensio, pico e ex-
pulsdo do parasita, sugerindo queairritagéo e o contato fisico do
parasitacom amucosa, tenha contribuido para esta alteracdo.

N&o houve hipertrofia significativa da musculatura in-
testinal em nenhumafase parasitarianastrésregidesintesti-
nais estudadas (duodeno, jejuno e ileo), possivelmente em
func&o do nimero de parasitas (inferior a51) no limen intes-
tinal, ndo suficiente para causar obstrugdo e hipermotilidade
intestinal.
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