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Resumo: Durante sua disseminacdo o T. gondii transpde a barreira
intestinal causando inflamacé&o local. Objetivo desse projeto foi avaliar
guantitativamente as células caliciformes produtoras de mucinas acidas em
jejunos infectados com T. gondii (cepa ME-49 gendétipo II) em diferentes
tempos da infeccdo aguda. Ratos Wistar (Rattus norvegicus) foram
distribuidos em grupos (n=7) com 60 dias de idade. Estes receberam 5000
oocistos de T. gondii e mantidos por 6 horas (GI1), 12 horas (GI2), 24 horas
(GI3), 48 horas (Gl4), 72 horas (GI5), 10 dias (GI6) e grupo controle néo
infectados (GC). Ap0s o periodo experimental houve eutanasia e coleta do
jejuno para analise histologica. As laminas obtidas foram coradas pelo
método Alcian Blue (pH 1,0 e 2,5). Por fim, observou-se diminuicao
significativa das células caliciformes que secretam mucinas neutras nos
periodos de 6 e 24 horas e das secretoras de mucinas acidas nos de 12 e 24
horas apds infeccao.

Introducao

Toxoplasma gondii (T. gondii) € um parasito intracelular obrigatério, agente
causador da toxoplasmose, zoonoses mais difundidas entre as populacdes
humana e animal (TENTER et al., 2000). Os hospedeiros definitivos sdo os
felideos, sendo que os gatos domésticos possuem papel fundamental na
transmissdo do T. gondii para 0 homem e todos 0s outros homeotérmicos
(WEISS &KIM, 2007).

Para sua disseminagéo o T. gondii precisa atravessar a barreira intestinal. O
parasito desencadeia uma resposta inflamatéria no intestino delgado de
diferentes espécies animais, alterando aspectos morfolégicos quanto a
estrutura, numero de células caliciformes e funcionamento do intestino
(TREVISAN et al., 2016).

Entre as células do epitélio intestinal as células caliciformes séo
responsaveis pela sintese, armazenamento e liberacdo de mucinas. As
mucinas sao classificadas de acordo com a sua composicdo em neutras,
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que auxiliam na digestdo, além de proteger o epitélio contra micro-
organismos e que conta em sua estrutura com monossacarideos de
manose, galactose e galactosamina (DEPLANCKE & GASKINS, 2001). Ha
também as mucinas éacidas, que sdo divididas em dois subgrupos, as
sulfatadas e as ndo-sulfatadas. As ndo-sulfatadas também conhecidas como
sialomucinas atuam na protecdo e lubrificacdo intestinal, contendo sua
porcao glicosidica ligada ao acido sialico (DEPLANCKE & GASKINS, 2001)
Diante da grande relacdo do parasito no intestino e dos estudos prévios, o
presente projeto pretende avaliar quantitativamente as células caliciformes
produtoras de mucinas acidas em jejuno de ratos infectados com T. gondii
(cepa ME-49 gendtipo Il) em diferentes tempos da infeccdo aguda.

Materiais e métodos

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Maringad (Parecer
n.079/2013). Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus) com 60 dias
de idade provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de
Maringa. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em grupos (n=7) que
foram inoculados por T. gondii e mantidos por 6 horas (GI1), 12 horas (Gl2),
24 horas (GI3), 48 horas (Gl4), 72 horas (GI5) e 10 dias (GI6). Foi mantido
um grupo controle ndo infectado (GC). Cada rato dos grupos GI1 a GI6
recebeu por via oral 5000 oocistos de T. gondii esporulados (ME-49,
gendtipo 1) ressuspendido em 1 mL de solugdo salina estéril, enquanto os
animais dos grupos GC receberam apenas solucéo salina. Os animais foram
mantidos em biotério com temperatura controlada (24 + 2°C) e foto-periodo
de 12 horas (6hs — 18hs), e receberam racéo padrdo para roedores e agua
ad libitum.

Coleta e processamento histolégico das Amostras

Apés os periodos especificos de infeccdo de cada grupo experimental os
ratos foram submetidos a eutanasia por aprofundamento anestésico com
vapor de halotano. ApGs laparotomia anéis de dois centimetros do jejuno
foram retirados e fixados em paraformaldeido 4% durante 6 horas. Os
segmentos foram desidratado em série ascendente de alcool etilico,
diafanizados em xilol e incluidos em parafina para posterior obtencdo dos
cortes transversais semi-seriados de 5 uym. Posteriormente, procedeu-se a
coloracdo das laminas pela técnica de PAS-Alcian Blue em pH 1,0 e 2,5.
Contagem de células caliciformes

Foram contadas cerca de 2.000 mil células do epitélio da tunica mucosa de
cada animal. Em seguida foram contadas as células caliciformes presentes e
calculadas a proporcao de células caliciformes/100 células epiteliais.

Andlise estatistica

Os testes foram definidos de acordo com a distribuicdo de dados, assim o
teste D"AgostinoPearson e/ou de Shapiro-Wilk para verificar a distribuicdo
dos dados. Aqueles com distribuicdo normal poderao ser apresentados pela
média + desvio padrdo e comparados entre 0s grupos pelo teste T de
Student. Quando houver distribuigéo livre, foi utilizado o Kruskall-Wallis e os
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resultados expressos como mediana e percehtirs (P25; P75). Em todos os
testes foi considerado um nivel de significancia de 5%.
Resultados e Discusséo

Foi observado diminuicdo significativa quanto ao percentual de células
caliciformes que secretam mucinas neutras nos periodos de seis e 24 horas
apos infeccdo em relacdo ao grupo controle (p<0,05). Houve diminuic&o
significativa no percentual de células caliciformes secretoras de mucinas
acidas, nos periodos de 12 e 24 horas apos infeccdo em pH 2,5. Em pH 1,0
ndo se observou alterac¢des significativas quanto o percentual destas células
quando comparados com o GC (p<0,05) (Figura 1). Em algumas infeccdes
parasitarias, ha uma redugcdo na producdo de mucinas neutras devido ao
aumento na producao de mucinas acidas (ISHIKAWA et al., 1993).
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Figura 1. Percentual de células caliciformaes durante as primeiras horas de
infec¢@o oral PAS- Alcian Blue em pH 1.0 e 2.5. Média com desvio padréo (*
p <0,05, ** p <0,01).

Conclusbes

A infeccdo por T. gondii promove diminuicdo significativa quanto ao
percentual de células caliciformes que secretam mucinas neutras e mucinas
acidas na fase aguda da infeccéo.
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