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Resumo

O Toxoplasma gondii é o parasito responsavel pela toxoplasmose, infec¢ao
que pode acarretar modificagfes na mucosa intestinal. O colageno faz parte
da estrutura das tunicas do tubo digestorio. Objetivou-se avaliar o colageno
no duodeno de ratos na infeccdo aguda por T. gondii. Os ratos foram
distribuidos em grupo controle (GC) que recebeu solucédo salina, e grupos
infectados por 6 horas (G6), 12 horas (G12), 24 horas (G24), 48 horas
(G48), 72 horas (G72), 7 dias (G7d) e 10 dias (G10d), que receberam 5000
oocistos esporulados do parasito (via oral). Os animais foram mortos, os
duodenos fixados em bouin e embebidos em parafina, e posteriormente
cortados em micrgtomo. Foram realizadas as coloracdes de Azan e Picro
Sirius. Capturamos 16 imagens (objetiva 20x) e mensuramos a area dos
colagenos (um?) no Image Pro Plus. A analise estatistica foi feita no Bioestat
5.0. Houve aumento significativo nas areas de colageno total e no colageno
tipo Ill no G72h quando comparado com o GC. Conclui-se que apos 72
horas de infeccdo pelo T. gondii ocorre aumento na area dos colagenos total
e do tipo Il no duodeno de ratos.

Introducao

O Toxoplasma gondii (T. gondi) é o parasito intracelular obrigatério
causador da Toxoplasmose, uma das zoonoses mais difundidas pelo mundo
(DUBEY, 1995). De forma natural os hospedeiros podem infectar-se pela
ingesta de carne crua ou malcozida contendo cistos teciduais ou pela
ingesta de agua e alimentos contaminados por oocistos, sendo essa ultima a
sua principal via de infeccdo (WEISS; KIM, 2007). Ao chegar no trato
digestorio, os oocistos rapidamente se proliferam, invadindo o intestino e
alcancando diversos tecidos, infectando qualquer célula nucleada por
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penetracdo ativa (REY, 2001). A transposicao da barreira intestinal gera uma
resposta inflamatéria local, marcada principalmente pela migracdo de
linfocitos. A doenca inflamatodria intestinal em humanos tem como
complicacéo a fibrose cistica, que é caracterizada pelo acumulo de colageno
na matriz extracelular (MONTELEONE et al., 2016). O colageno € o tipo de
proteina mais abundante no organismo e esta presente entre as tunicas dos
diversos segmentos do intestino, variando em graus de rigidez, elasticidade
e forca de tenséo, dependendo dos tipos de fibras que possuem. Por isso, 0
objetivo deste estudo foi avaliar a distribuicdo do coldgeno no duodeno de
ratos submetidos a diferentes tempos de infec¢cdo aguda por T. gondii.

Materiais e métodos

Delineamento Experimental

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Estadual de Maringd (UEM) (protocolo 013/2013). Utilizamos
ratos Wistar (Rattus norvegicus) com 60 dias de idade provenientes do
Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa. A partir dos 45 dias
de idade esses ratos foram distribuidos aleatoriamente em grupo controle
(GC) e em grupos inoculados por T. gondii e mantidos por 6 horas (G6), 12
horas (G12), 24 horas (G24), 48 horas (G48), 72 horas (G72), 7 dias (G7d) e
10 dias (G10) (n=5). Os ratos infectados receberam por via oral 5000
oocistos de T. gondii esporulados (cepa ME-49, gendtipo IlI) e
ressuspendidos em 1 mL de solucdo salina estéril, enquanto os animais do
GC receberam apenas solugéo salina.

Coleta de Amostras e Processamento Histologico

Os ratos foram submetidos a eutanasia por aprofundamento anestésico com
vapor de halotano. Foi realizada laparotomia vertical e os duodenos foram
abertos pela borda mesentérica, fixados em isopor com auxilio de espinhos
e colocados no fixador Bouin (6 horas). Os duodenos foram emblocados em
parafina e cortados em microtomopara obtencdo de 4 cortes transversais
semi-seriados de 4um, para coloracdo de Picro Sirius, e 10 um, para
coloracdo de Azan.

Andlise do Colageno Estrutural

Esses cortes foram desparafinizados e corados pelas técnicas de Azan e
Picro Sirius. Com auxilio de uma camera digital (Pro series 3CCD camera)
acoplada a um microscopio 6ptico (Olympus BX50) foram capturadas 4
imagens de cada um dos 4 cortes corados, totalizando 16 imagens
capturadas por animal (objetiva de 40x). A analise foi feita no software Image
Pro Plus (Media Cybernetics), onde foi possivel selecionar a area de
colageno total e dos colagenos tipo | e tipo 1l (um2).

Andlise Estatistica
O teste D’Agostino-Pearson verificou a distribuicdo dos dados, que
apresentaram distribuicdo normal, e por isso foram apresentados pela média
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+ desvio padrdo. Foi feita a analise de variancia Anova e os grupos foram
comparados entre si pelo teste Tukey. Foi considerado um nivel de
significancia de 5%.

Resultados e Discussao

A mensuracdo da area de colageno total presente nos cortes de duodeno
corados pela técnica de Azan demonstrou um aumento significativo apenas
no G72h (131,48 = 52,09 um?) comparado com o GC (94,48 £+ 32,42 um3)(p
<0,05) (Figura 1). Ja na técnica de Picro Sirius, a area do colageno tipo | néo
apresentou alteracdo nos grupos estudados, enquanto a area do colageno
tipo Ill demonstrou aumento significativo também no G72h (16,64 + 4,21
pm?), em relagéo ao GC (11,74 + 3,46 um?) (p < 0,05) (Figura 1).

O colageno é uma proteina que esta presente entre as tunicas dos diversos
segmentos do intestino, inclusive no duodeno. Quando o T. gondii entra no
organismo do hospedeiro ocorre uma forte resposta inflamatéria, com
aumento no fluxo sanguineo e consequente aumento de células e
mediadores inflamatérios para o local da inflamacdo. Esses fatores
desencadeiam um aumento da concentracdo de fibronectina e de fibras
colagenas ao redor do tecido inflamado (FREYRE et al.,, 2001). Apés 72
horas de infec¢do o parasito ja atravessou o epitélio intestinal e comecga a se
disseminar pelo organismo. A transposi¢cao do parasito pelo duodeno pode
ter causado um processo inflamatoério que explica o0 aumento do colageno
tipo 1ll, que é formado por fibras novas, corroborando com o aumento do
coladgeno total apdés o mesmo periodo de infeccao.
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Figura 1. A- Fotomicrografias da coloragdo de Azan, demonstrando aumento da area
corada em azul no G72 em relacdo ao GC. B- Fotomicrografias da coloracdo de Picro Sirius
na luz polarizada, demonstrando aumento na area corada em verde no G72 em relagédo ao

GC. Objetiva 20x. Barra 100um.

Conclusbes

Conclui-se que a infeccdo aguda pelo T. gondii causa aumento na area do
colageno total e do colageno tipo Il no duodeno de ratos Wistar apés 72h
de infecgao.
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