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Resumo:

O Toxoplasma gondii, na maioria dos casos, necessita superar barreiras
fisicas e imunoldgicas do intestino delgado de seus hospedeiros afim de
exercer seu parasitismo. As células caliciformes produtoras de mucinas
neutras e sialomucinas labeis fazem parte da composicdo do epitélio
intestinal. Sendo assim, este estudo objetivou avaliar quantitativamente as
células caliciformes produtoras de mucinas neutras e sialomucinas labeis no
jejuno de ratos infectados com T. gondii. Utilizando ratos Wistar (Rattus
norvegicus), que foram distribuidos aleatoriamente em grupos (n=7) que
receberam inoculo por via oral contendo 5000 oocistos de T. gondii e
mantidos por 6 (GI1), 12 (GI2), 24 (GI3), 72 horas (Gl4), aléem do grupo
controle (GC) que recebeu solugéo salina estéril. ApGs periodo experimental
e a coleta do jejuno que passou por técnicas histolégicas, as laminas obtidas
foram coradas pelo método do &cido periédico de Schiff (PAS) para
determinacdo de células caliciformes produtoras de mucinas neutras e
sialomucinas labeis. Depois da quantificagdo pode-se notar diminuigcdo das
células caliciformes produtoras de mucinas neutras, sendo estatisticamente
significativa no GI1 (12,46 + 0,81%) e GI3 (12,44 £ 1,74%). Dessa forma,
houve alteracdo na composicao do epitélio intestinal em diferentes tempos
de infeccdo pelo T.gondii, caracterizado pela diminuicdo das células
caliciformes produtoras de mucinas neutras e sialomucinas labeis.

Introducao

Toxoplasma gondii € um parasito intracelular obrigatorio, agente
causador da toxoplasmose, uma das infec¢cdes parasitarias mais comuns do
homem e de varios animais domésticos e selvagens. Possui ciclo de vida
que se alterna entre hospedeiros intermediarios, definidos como hospedeiro
de estagios assexuados, e hospedeiro definitivo, aquele que alberga os
estagios sexuados do parasito. Os hospedeiros definitivos sao os felideos,
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sendo que os gatos domeésticos possuem papel fundamental na transmissao
do T. gondii para o homem e outros hospedeiros(DUBEY, 2009)

Durante seu ciclo de vida o parasito apresenta o estagio de oocisto
que é a forma de resisténcia que possui uma parede dupla bastante
resistente as condicdes ambientais . Além da ingestdo do oocisto, a infeccéo
pelo T. gondii pode ocorrer por meio da ingestdo de cistos teciduais
contendo bradizoitos ou por meio de taquizoitos livres encontrados nos
liguidos somaticos ou ainda por via congénita (NEVES et al., 2011).

Quando a infec¢ao ocorre por via oral, o T. gondii precisa atravessar
a barreira intestinal para sua disseminacéo. Desta forma, causa alteracoes
na mucosa intestinal que sdo marcados pela migracao de leucocitos como
parte dos mecanismos de resposta inflamatéria local (BUZONI-GATEL;
WERTS, 2006).

Entre as células do epitélio intestinal as células caliciformes sao
responsaveis pela sintese, armazenamento e liberacdo de mucinas. As
mucinas sao classificadas de acordo com a sua composicdo em neutras,
que auxiliam na digestdao, além de proteger o epitélio contra micro-
organismos e que conta em sua estrutura com monossacarideos de
manose, galactose e galactosamina(DEPLANCKE; GASKINS, 2001). A
avaliacdo das células produtoras dessas mucinas torna-se importante, tendo
em vista os eventos desencadeados alterando a homeostasia da parede
intestinal frente a infeccéo pelo T. gondii. Esse trabalho teve como objetivo
avaliar quantitativamente as células caliciformes produtoras de mucinas
neutras e sialomucinas labeis no epitélio do jejuno de ratos infectados com
T. gondii (cepa ME-49 gendtipo Il) em diferentes tempos da infec¢cado aguda.

Materiais e métodos

Desenho experimental

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 (GI1), 12 (Gl2), 24 (GI3), 72
horas (Gl4). Houve um grupo controle (GC). Cada rato dos grupos GI1 a GI6
recebeu por via oral 5000 oocistos de T. gondii esporulados (ME-49,
genatipo 1) e ressuspendidos em 1 mL de solucéo salina estéril, enquanto
0s animais dos grupos GC receberam apenas solucdo salina. Os animais
foram mantidos em biotério com temperatura controlada (24 + 2°C) e foto-
periodo de 12 horas (6hs — 18hs), recebendo ra¢édo padrédo para roedores e
agua ad libitum.

Coleta e processamento histologico das Amostras

Apébs os periodos especificos de infeccdo de cada grupo experimental os
ratos foram submetidos a eutanasia por aprofundamento anestésico com
vapor de halotano (Vivas et al. 2007). Apés laparotomia anéis de dois
centimetros do jejuno foram retirados, fixados em paraformaldeido 4%
durante 6 horas. Os segmentos foram desidratado em série ascendente de

—‘4UEM CAIXA BReS. @CNPq i

e e et ‘Gonselno Kacinal de Desenvoiimer a
z = Glaniico o Tecnl o




26° Encontro Anual de Iniciagcdo Cientifica : S T Y

6° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica JUnior

alcool etilico, diafanizados em xilol e incluidos em parafina para posterior
obtencdo dos cortes transversais semi-seriados de 5 ym. Posteriormente,
procedeu-se a coloracao das laminas pela técnica de PAS (acido periddico
de Schiff).

Contagem de células caliciformes

Quatro sec¢Oes de cada rato foram coradas com PAS. Foram capturadas seis
imagens de cada secdo com uma camera digital (camera Pro Series 3CCD)
acoplada a um microscopio 6ptico (Olympus BX50) com uma objetiva de
20X. O nimero de células caliciformes que estavam presentes em 0,96 mm?
na mucosa de cada animal foi quantificado usando o software ImagePro
Plus® (Media Cybernetics).

Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o software Bioestat 5.0® e Graph Pad
Prism versdo 5.0®. A distribuicdo de dados foi verificada com os testes de
normalidade de D'Agostino-Pearson. Todos os dados foram normalmente
distribuidos e, portanto, foram apresentados como média + desvio padréo.
Os dados foram analisados usando analise de variancia unidirecional
(ANOVA) seguida do teste de Tukey. O nivel de significancia foi de 5%.

Resultados e Discusséo

Em todos os tempos de infeccdo foi observada uma redugdo na
quantidade de células caliciformes produtoras de mucinas neutras coradas
com PAS, porém essa reducdo so foi significativa nos tempos de 6 horas
(12,46 + 0,81%) (p<0,01) e 24 horas (12,44 + 1,74%) (p<0,05) (figura 1).
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Figura 1. Células caliciformes coradas com PAS durantes as primeiras horas de infec¢céo
oral. Contagens de células caliciformes produtoras de mucinas neutras coradas com PAS
dos grupos controle e infectados. Asteriscos sobre as barras representam significancia
estatistica quando comparados ao grupo controle (*p<0,05, **p<0,01).

As células caliciformes produzem e secretam no limen as mucinas
constituintes do muco, durante infeccbes a composi¢cdo do muco pode ser
alterada para maior protecdo intestinal. Seis e 24 horas apo6s a infeccao
houve diminuicdo das células marcadas com PAS, ou seja, isso aconteceu
provavelmente como um mecanismo de defesa contra organismos capazes
de produzir doencas infecciosas aos hospedeiros podendo ainda
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compreender o processo inflamatério da parede intestinal causada pela
infeccdo. As mucinas neutras que compde o muco foram reduzidas, o que
acontece em algumas infeccGes por parasitos onde ocorre a diminuicdo de
mucinas neutras e um aumento nas &cidas para auxiliar na eliminagédo do
parasito.

Resultados semelhantes foram observados em estudos anteriores,
realizados com ratos Wistar infectados pelo T. gondii da cepa ME-49
(genetipo 1), que obtiveram como consequéncia a diminuicdo da secrecéo
de mucinas neutras(SANT'ANA et al., 2012). Ha& também estudos em que
ocorreram 0 aumento das células coradas com PAS, como € no caso dos
gatos domesticos infectados por T. gondii da cepa ME49 (tipo I1)(SILVA et
al., 2010). Esta divergéncia entre diminuicdo e o aumento de células
produtoras de mucinas neutras e sialomucinas, € compativel com a resposta
de diferentes hospedeiros quando infectados pelo T.gondii.

Conclusbes

Houve alteracdo na composicdo epitelial do intestino delgado dos ratos
infectados com T. gondii, onde observamos uma reducdo nas células
caliciformes produtoras de mucinas neutras em diferentes tempos de
infeccéo.
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