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Resumo:

Intestino delgado é um 6rgéo tubular revestido por epitélio contendo células
caliciformes secretoras de muco acido ou neutro. O tecido conjuntivo local é
composto principalmente por colageno tipo | mais resistente, associado ao
colageno tipo Il de cicatrizagdo. Esse estado fisiol6gico pode ser alterado na
infeccdo por Toxoplasma gondii, parasito intracelular obrigatério adquirido
via oral por 4gua e alimentos contaminados. Neste estudo utilizamos 45
Rattus norvegicus Wistar machos com 60 dias de idade, distribuidos
aleatoriamente em 9 grupos (n=5): controle (ndo infectado), Gi6éh, Gil2h,
Gi24h, Gi48h, Gi72h, Gi7d e Gil5d, infectados oralmente com 5000 oocistos
de T. gondii cepa ME-49 gendtipo Il e mantidos por 6h, 12h, 24h, 48h, 72h, 7
dias e 15 dias respectivamente. O controle recebeu salina estéril. Os ratos
foram eutanasiados, retirou-se o ileo e este passou por técnicas histolégicas
para estudo de células caliciformes, parede intestinal e fibras colagenas. Foi
verificado que a infeccdo aguda por T. gondii altera subpopulacdes de
células caliciformes produtoras de mucinas acidas e neutras e provoca
remodelamento das fibras coldgenas do tipo | e lll, além de aumento na
espessura da parede do ileo de ratos.

Introducao

O trato digestivo assemelha-se a um tubo oco de parede seletivamente
permeavel. No segmento delgado, € constituido pelas camadas mucosa,
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submucosa, muscular e serosa, permeado por tecido conjuntivo, cujo
principal componente é o colageno. A proteina colageno tipo |, que forma
fiboras espessas, estd em maior quantidade nos tecidos, geralmente
associado ao colageno tipo Ill, denominado fibra reticular, abundante na
formacao do tecido cicatricial. Com a progressdo da cicatrizagao, as fibras
do tipo Il sdo substituidas pelas do tipo I, mais resistentes. Dentre 0s
patbgenos que provocam alteracdes intestinais estd o Toxoplasma gondii,
um parasito intracelular obrigatério adquirido via oral, cujo principal sitio de
replicacdo é o ileo, provocando diarreia e atrofia. Estima-se que um ter¢o ou
mais da populacdo mundial apresente anticorpos contra o parasito. O
epitélio intestinal possui diversos tipos celulares, dentre eles células
caliciformes (CCs), produtoras de mucinas acidas (sulfomucinas e
sialomucinas) e neutras, formando uma camada de muco que permite
absorcdo de nutrientes e atua como primeira linha de defesa inata do
individuo. A secrecao rapida e em grande quantidade de muco pelas CCs
faz com que os patdégenos figuem presos a esse material, inibindo sua
entrada através do epitélio (DA SILVA et al., 2010). O objetivo deste trabalho
foi analisar o efeito da infeccao aguda por T. gondii sobre a parede intestinal,
fibras colagenas tipo | e Il e células caliciformes do ileo de ratos.

Materiais e métodos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Estadual de
Maringé, protocolo n° 013/2013. Neste estudo, foram utilizados 45 Rattus
norvegicus Wistar machos, com 60 dias de idade, distribuidos
aleatoriamente em 9 grupos (n=5), grupo controle (ndo infectado), e grupos
Gi6h, Gil2h, Gi24h, Gi48h, Gi72h, Gi7d e Gil5d, inoculados oralmente com
5000 oocistos de T. gondii, e mantidos em biotério com temperatura
controlada (24 + 2°C) e foto-periodo de 12 horas (6hs — 18hs), recebendo
racdo padrdo para roedores e agua ad libitum, e eutanasiados apos 6h,
12h, 24h, 48h, 72h, 7 dias e 15 dias respectivamente.O grupo controle
recebeu solucdo salina estéril. Foi retirado 2 cm do ileo terminal e corado
com Alcian Blue pH 1.0 e 2.5, Acido Periddico de Schiff (PAS) e Picro
Sirius para evidenciacao de sulfomucinas, sialomucinas, mucinas neutras e
colageno tipo | e Ill, respectivamente. Das |aminas coradas com PAS e
Alcian-Blue, foram capturadas 6 imagens de cada corte transversal através
de microscopia Optica com objetiva de 40x, digitalizadas e analisadas
através dos softwares Q Capture Pro® (5.1, Media Cybernetics, USA) e
Image Pro Plus® (4.5, Media Cybernetics, USA), respectivamente. Nas
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laminas coradas por PAS também foram mensuradas as tunicas
musculares, mucosa, submucosa, altura de 08 vilos e parede total. As
laminas coradas por Picro Sirius foram analisadas da mesma forma em
microscoépio Optico de luz polarizada. Os resultados obtidos foram
submetidos a analises estatisticas através do programa GraphPad Prism®
(5.0, GraphPad Software, Inc.), expressos como média + erro padrdo. Foi
realizada andlise de variancia One-way ANOVA, seguida de Tukey. O nivel
de significancia foi de 5%.

Resultados e Discussao

Durante o periodo de infeccdo ndo houve diferenca significativa na
guantidade de caliciformes secretoras de sulfomucinas, enquanto as de
mucinas neutras e sialomucinas tiveram sua quantidade reduzida no grupo
Gi24h (Tabela 1). Uma possivel causa dessa perda é a lise celular devido a
saida do parasito, através de ruptura mecanica da membrana celular ante a
tensdo exercida pelo aumento do vacuolo parasitoforo, ou inducdo da perda
de potassio pela célula hospedeira, resultando em sinalizacdo por ions
calcio no parasito, ativando sua motilidade. Outra causa seria mudancga na
composicdo do muco, explicando a diferenca entre as subpopulacbes de
CCs. A alteracdo de mucinas poderia ocasionar uma mudanga na
viscosidade, deixando o parasito menos moével e com dificuldade de se
alimentar, levando a sua morte e expulsdo por peristaltismo, além de
proteger melhor a barreira intestinal contra a entrada de taquizoitos (DA
SILVA et al., 2010). CCs produtoras de mucinas neutras recuperaram sua
guantidade em relacdo ao controle em 15 dias de infeccdo, podendo ser
consequéncia da regeneracdo do epitélio intestinal. Durante a infeccao, os
macréfagos das camadas musculares intestinais sao 0s primeiros a
responder a invasao tecidual, liberando citocinas e fatores de crescimento.
Ocorreria migracdo de macrofagos e células imunes das placas de Peyer
(agregados linfoides presentes principalmente no ileo) em grande
gquantidade, resultando em hipertrofia muscular, contribuindo para a
expulsdo do parasito por hipercontratibilidade. A resposta imunologica
contra o parasito provoca aumento na proliferacdo de células-tronco nas
glandulas intestinais, resultando em aumento no tamanho dos vilos.
Verificou-se um remodelamento na camada submucosa apos 12 horas de
infeccdo, com aumento de colageno tipo |, e de 72 horas em diante, houve
substituicdo por colageno tipo Ill, indicando processo de regeneracdo
tecidual frente a invaséo parasitaria.
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Tabela 1 — Morfometria da parede intestinal e fibras colagenas do tipo | e lll
em ratos controle e infectados por T. gondii nos respectivos tempos
experimentais. Dados expressos em média + erro padrao.

GC Gi6h Gil2zh  Gi24h Gi48h Gi72h Gird Gil5d

Parede total 450+2.6 443 £33 419+35 485+37 648+55 445+1.2 471+116 493+2.6
Mucosa 379+1.2  369+27 369 £33 414 +34  537+7.7 398 +2.5 407 +8.4 §419+1.38
Vilo 1952 228+14 217 +13 246+37  289+7.2 §247+21 238+3.4 1216 + 1.3
Submucosa 26+15 20+0.9 18+0.6 18+0.9 27+1.3 153+0.7 17+1.2 29+1.3
Muscular 45 +1.5 53+6.6 32+29 5341 8459 31+1.4 47 +3.4 45+ 0.6
Col1l 1+01 1.3+0.2 5#1.3 6+0.7 5+0.3 4+£12 4+ 12 3.4 +0.2
Col 3 0.9+0.1 §1.3104 3+04 6+0.5 5+14 9+1.8 11+238 3.7+0.6
Sulfomucina 1038+117 1024+114 86859 769+54  931+73.6 784+ 854 1025+119 1043 +101
Sialomucina 997+71 67254 771+49 8487 62 669+425 541+448 707+56.1 678102
Neutra 689 +14 631+54 538 +40 8351 +48 535+24.2 498+48.6 569+38.9 797134

t p<0.005; § p < 0.08; Col 1 e Col 3: colagenos tipo 1 e 3.
Conclusoes

A infeccdo aguda pelo Toxoplasma gondii altera as subpopulacdes de
células caliciformes intestinais e consequentemente a composi¢do do muco.
A inflamacdo provocada pelo parasito promove hipertrofia muscular,
proliferacdo celular nas glandulas intestinais e remodelamento nas fibras
colagenas tipo | e lll na camada submucosa, evidenciando regeneracgao
ante a infeccao.
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