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Resumo: O Toxoplasma gondii (T. gondii) € o parasito intracelular
obrigatorio causador da Toxoplasmose. A infeccdo se da pela ingestdo de
alimentos e agua contaminada. O objetivo do presente estudo foi avaliar a
quantidade de Células Gliais Entéricas (CGE), presente em 1 mmz2 do plexo
submucoso do duodeno de ratos submetidos a diferentes tempos de
infeccdo aguda por T. gondii.Ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos com
60 dias de idade (n=5), foram distribuidos em trés grupos: controle néo
infectado (GC); grupo infectado por 6 (G6) e 12 horas (G12), os quais
receberam por via oral suspensdo contendo 5000 oocistos esporulados do
parasito (cepa ME-49). Os animais foram submetidos a eutanasia, e o
duodeno coletado, fixado e submetido a técnica de imunomarcagdo da
proteina S100, para evidenciacdo da populacdo total de CGE. Foram
contados as CGE presentes em 50 campos microscépicos. Os dados foram
apresentados pela média + desvio padrdo e comparados entre 0S grupos
pelo teste de variancia Anova-um critério e comparados entre 0s grupos pelo
teste de Tukey. O nivel de significancia € o de 5%. Nao foi observado
diferenca significativa quanto ao numero total de CGE dos grupos infectados
(G6 e G12), quando comparado ao GC (p<0,05). Conclui-se que a infeccéo
aguda por T. gondii ndo causou alteracdo no numero das Células Gliais
Entéricas no plexo submucoso do duodeno de ratos.
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Introducao

A toxoplasmose, causada pelo Toxoplasma gondii (T. gondii) € uma
das infecc¢des parasitarias mais comuns em animais homeotérmicos. Estima-
se que cerca de um terco dos seres humanos ja foi exposto a esse parasito
em algum momento da vida (HILL; DUBEY, 2013).
A infeccdo ocorre por ingestdo de oocisto e ao chegar no trato digestério,
transpde barreira intestinal, migrando para diversos tecidos e infectando
qualquer célula nucleada (REY, 2001). O parasito forma cistos teciduais, nos
quais se reproduz lentamente em diversos 6rgdos do hospedeiro como
cérebro, musculos e intestino. A presenca de cistos induz a inflamacéo local
e pode resultar em lesdes teciduais (MONTELEONE et al., 2016). As
alteracdes teciduais causadas pelo parasito podem afetar as ceélulas
epiteliais, imunoldgicas e outras como as células da glia entérica (EGCs)
comprometendo também o funcionamento do Sistema Nervoso Entérico
(SNE). As células da glia entérica (CGEs) exercem papel importante na
regulacdo da homeostase intestinal. Dentre suas funcdes estdo: manutencéo
neuronal, regulacdo da motilidade intestinal e participacdo na
neurotransmisséo e processos inflamatérios (GRUBISIC et al., 2018).
O objetivo deste estudo foi avaliar a quantidade de EGCs presente em 1
mm?2 do plexo submucoso do duodeno de ratos submetidos a diferentes
tempos de infeccado aguda por T. gondii.

Materiais e métodos
Delineamento Experimental

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Maringa sob numero
de registro 013/2013.

Para esta pesquisa foram utilizados 15 ratos Wistar (Rattus norvegicus) com
60 dias de idade. E estes distribuidos aleatoriamente em grupo controle
(GC) e em grupos inoculados por T. gondii e mantidos infectados por 6 horas
(G6) e 12 horas (G12).

Os animais dos grupos infectados receberam por via oral 5000 oocistos
esporulados de T. gondii (cepa ME-49, genotipo Il) ressuspendidos em 1 mL
de solucdo salina estéril, enquanto os animais do GC receberam apenas
solucéo salina.

Coleta e processamento das Amostras

Apés os periodos experimentais, todos os ratos foram submetidos a
eutanasia por aprofundamento anestésico com vapor de halotano.
Apés laparotomia vertical o duodeno foi retirado, lavado, fixado em
paraformoldeido 4% e estocado em PBS com azida sédica na concentracéo
de 0,08% a 4°C. Posteriormente um fragmento do intestino de cada animal
foi dissecado para obtencdo do plexo submucoso. Em seguida, foram
incubados em solugdo contendo anticorpo primario anti-S-100 (marcador
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pan-glial), depois de 48h foram incubados anticorpo secundario (anti-
primério, conjugado com fluoresceina).

Andlise quantitativa da glia entérica

Foram contadas todas as células da glia entérica S100 imunorreativos
(IR) presentes em 50 campos microscopicos de cada animal em imagens
capturadas por camera de alta resolu¢éo acoplada a microscépio de luz com
filtros para imunofluorescéncia e lente objetiva de 20x. Entédo, foi somado a
area destes campos e calculada a proporcdo de CGE em 1mm2. As
imagens foram transferidas para microcomputador e analisadas com o
software para andlise de imagens ImagePro-Plus.

Analise estatistica

O teste D"Agostino-Pearson verificou a distribuicdo dos dados, que
apresentaram distribuicdo normal, e por isso foram apresentados pela média
+ 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

N&o foi observado diferenca significativa quanto ao numero total de
CGE dos grupos infectados (G6 e G12), quando comparado ao GC
(p<0,05)(Tabela 1).

Tabela 1. Densidade de Células da Glia Entérica imunorreativas (S100-IR)
do plexo submucoso de ratos do GC e dos grupos infectados por T. gondii,
por 6 e 12 horas (G6 e G12) em 1 mm?.

Células da Glia entérica

GRUPOS S-100-IR (mm?)
G 266.14 £ 29.03
Go 292.17 +20.52
G12 293.11 £15.71

Média + desvio padrédo. N&o houve diferenca estatistica significativa (p<0,05). Andlise de Variancia ANOVA, teste
Tukey.

Estudos descreveram aumento da expressdao de CGEs em processos
inflamatérios com perda neuronal, normalmente em infecgbes por bactérias
ou em doencas inflamatérias intestinais (GRUBISIC;GULBRANSEN,2017).
Sabe-se que as CGEs expressam fatores neurotroficos que atuam sobre os
neurénios e sobre elas mesmas (LIU et al., 2010), além disso, auxiliam na
sintese da glutationa, que € um antioxidante importante na protecdo dos
neurénios (VINCENT et al., 2004). Portanto, a manutencdo do numero

destas células observada em nosso estudo, sugere que a infec¢do aguda
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| por T. gondii_por 6 e 12 horas nao foi suficiente 6ara depredacdo das Células
Glias Entéricas presentes no plexo submucoso do duodeno de ratos.

Conclusbes

A infeccdo aguda por T. gondii ndo causou alteracdo no numero das
Células da Glia Entérica do plexo submucoso de duodeno de ratos.
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