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Resumo:

O Toxoplasma gondii € o agente etiologico da toxoplasmose. Esta doenca pode
causar perturbacdes no trato gastrointestinal, uma vez que o intestino delgado é a
principal porta de entrada para o parasito. Sendo assim, 0 0rgdo necessita de
defesas contra patdgenos, dentre elas, os mastocitos, células do sistema imune que
participam dos processos infecciosos. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi analisar os
mastocitos totais e serotoninérgicos presentes no intestino delgado de camundongos
C57BL/6 frente a infeccdo aguda pelo T. gondii. Foram utilizados 14 animais,
divididos em dois grupos (n=7): grupo controle e o grupo infectado com 1.000
oocistos de T. gondii. Com 5 dias de infec¢cdo, os animais foram eutanasiados e
apos laparotomia, foram coletados o duodeno, jejuno e o ileo. Esses orgaos foram
processados histologicamente, sendo desidratados, diafanizados e embebidos em
parafina para a realizacao de cortes histologicos semi-seriados de 4um. Utilizando a
técnica de azul de toluidina, foram avaliados os mastocitos totais e com o uso de
imunohistoquimica foi determinada a quantidade de mastocitos produtores de
serotonina. Nossos resultados demonstraram um aumento na quantidade dos
mastocitos totais apenas no duodeno. Ja a quantidade de mastécitos
serotoninérgicos aumentou significativamente nos trés segmentos quando
comparamos o0 grupo infectado com o controle. Assim, podemos concluir que a
infeccdo aguda por T. gondii causa mastocitose no duodeno de camundongos
C57BL/6 e promove uma maior producdo de serotonina em todos 0os segmentos do
intestino delgado.

Introducéo

A toxoplasmose é uma doenca parasitaria causada pelo protozoario Toxoplasma
gondii (NEVES, 2016). Este parasito € capaz de infectar a maioria dos animais,
incluindo os humanos, principalmente por meio da ingestdo de oocistos presentes
em agua e alimentos contaminados e de cistos teciduais em carne crua ou
malcozida (NEVES, 2016).

A principal porta de entrada do protozoario € o intestino delgado, que é dividido em
trés porgdes distintas: duodeno, jejuno e ileo, que juntas desempenham a funcéo de
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secrecdo, digestdo, absorcdo e excrecdo. Os trés segmentos apresentam uma
morfologia bastante semelhante, constituida pela tinica mucosa, tela submucosa,
tunica muscular e tunica serosa (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2017).

A tunica mucosa é composta pelo epitélio, muscular da mucosa e a lamina prépria,
onde encontram-se vasos sanguineos e linfaticos e células responsaveis pela
defesa do hospedeiro, como os mastocitos (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2017).
Essas células participam de processos infecciosos (KANNEN, 2018) e produzem
citocinas, quimiocinas, e mediadores quimicos como a histamina, heparina, sulfato
de condroitina e a serotonina (5-HT). Esta ultima € um importante neurotransmissor
que estimula as vias pré-inflamatérias no intestino (KANNEN, 2018).

Apesar de existirem estudos que avaliam a interagéo da infecdo por T. gondii com
essas células em ratos (PASTRE, 2019), ndo foram encontrados relatos em
camundongos C57BL/6. Sendo assim, nés avaliamos quantitativamente o0s
mastocitos totais e serotoninérgicos frente a infec¢cdo aguda por T. gondii.

Materiais e métodos

Animais

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comiss&o de Etica no
Uso de Animais da Universidade Estadual de Maringa sob n° 4092040517. Foram
utilizados 14 camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 com 28 semanas de vida,
provenientes do Biotério do Laboratério de Inflamacédo da Universidade Estadual de
Maringa - UEM.

Delineamento experimental

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos (n=7), um grupo
controle (GC) e infectado (Gl). Os camundongos pertencentes ao GC receberam por
gavagem solucdo salina estéril, enquanto os do Gl receberam por gavagem 1.000
oocistos de T. gondii da cepa ME49. Os animais foram mantidos em biotério com
temperatura controlada (24+2°C) e foto-periodo de 12 horas (6h—18h), recebendo
racao e agua ad libitum.

Coleta de material biolégico

Apos 5 dias de infeccdo, os camundongos foram anestesiados por meio de
nebulizacdo com vapor de halotano e submetidos a eutanasia por meio de
aprofundamento anestésico. Entéo, foi realizada a laparotomia e seguido da coleta
de aproximadamente 1lcm do duodeno, jejuno e ileo para realizacdo da técnica
histoldgica.

Processamento e analises histologicas

O material biologico foi fixado em paraformaldeido 4% tamponado, desidratado,
diafanizados e embebidos em parafina. Os segmentos intestinais foram entao
cortados em micrétomo transversalmente de forma semi-seriada em 4um para a
realizacdo das analises.

A coloracdo de azul de toluidina foi utilizada a fim de quantificar o nidmero de
mastoécitos totais presentes em 100 campos microscépicos por animal (objetiva de
100x) e os resultados expressos em niimero de mastécios (Um?).

Para a andlise dos mastdcitos serotoninérgicos, o material foi submetido a técnica
de imunohistoquimica. Apds ser desparafinizado e reidratado, ele passou por um
processo de recuperacdo antigénica e foi exposto a anticorpos primarios anti-5HT
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overnight, a fim de realizar a marcacédo células imunorreativas. Em seguida, foi
adicionado um polimero conjugado com a peroxidasse e posteriormente revelado
pela coloracdo castanha do cromégeno diamino benzidina. A analise foi realizada
em microscopia optica, sendo quantificados os mastécitos reativos em 50 campos
por animal (objetiva de 40x), os resultados foram expressos em numero de
mastdcitos imunorreativos para SHT (5-HT—IR) em pm?.

Andlise Estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente a medida que foram sendo obtidos. A
distribuicdo de dados foi considerada normal pelo teste de Shapiro-Wilk e a analise
estatistica entre os grupos foi realizada pelo teste T de Student. Os dados foram
apresentados pela média = desvio padrdao. Em todos os testes foi considerado um
nivel de significancia de 5% com 95% de confianc¢a (p<0,05).

Resultados e Discussao

A infeccéo pelo T. gondii se d& principalmente por via oral, sendo o intestino delgado
a principal porta de entrada para o protozoario, que penetra nas células intestinais e
se replica no seu interior (NEVES, 2016). Ao chegar a lamina prépria, o parasito
desencadeia um processo inflamatério com o aumento do fluxo sanguineo, secrecao
de mediadores inflamatérios e migracao de células imunes (REF).

De fato, nos nossos resultados podemos observar um aumento no numero de
mastdcitos totais no duodeno do Gl (497,3 + 24,4 mm? em relacdo ao controle
(312,5 + 4,2 mm?), demonstrando uma maior migracéo dessas células, nesta que é a
primeira porcdo intestinal, portanto o local preferencial para a penetragédo do T.
gondii (Figura 1).
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Figura 1 — Nimero de mastdcitos totais e serotoninérgicos em 1 mm?® no duodeno, jejuno e ileo de
camundongos infectados por T. gondii. GC: Grupo controle. Gl: Grupo infectado. 5-HT-IR: Serotonina
imunorreativo. * representa p<0,05.

Dentre 0s mecanismos que também participam da inflamacdo intestinal esti
relacionada a secrecdo 5-HT, que pode ser produzida pela subpopulacdo de
mastocitos que avaliamos. Essa substancia desempenha um importante papel na
imunidade mediada por células atuando na ativacdo e recrutamento de leucécitos
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(KANNEN, 2018, ARREOLA, 2015) e estimula a secrecao de citocinas (ARREOLA,
2015).

Nossos resultados demonstraram que houve um aumento significativo de 274,9% no
duodeno, 271,5% no jejuno e 191,2% no ileo nos mastécitos serotoninérgicos dos
camundongos infectados em relacdo aos controles (Figura 1). Assim, podemos
sugerir que ha uma maior secrecao de 5-HT na mucosa intestinal desses animais. O
aumento da secrecdo poderia levar ao acumulo desse neurotransmissor nas
terminagbes nervosas, que acabam atuando como fonte da mesma contribuindo
para a regulacédo da imunidade intestinal e inflamacao (KANNEN, 2018).
Observamos entéo, que a infec¢cdo aguda pelo T. gondii por 5 dias leva ao aumento
no numero de mastécitos no intestino delgado. Isso significa que ocorre a ampliacao
da resposta imune contra o parasito no local, que por outro lado, pode gerar uma
inflamacao intestinal, que pode ser prejudicial se ndo controlada.

Conclusbes

A infeccdo aguda por T. gondii leva ao aumento de mastdcitos totais no duodeno e
da subpopulacdo produtora de serotonina nos trés segmentos constituintes do
intestino delgado de camundongos C57BL/6. Podemos sugerir que infeccdo leva a
ativacdo da resposta imune intestinal, o que pode acarretar um processo inflamatorio
no 6rgdo e assim gerar alteracdes histopatolégicas. Outros estudos precisam ser
realizados para uma melhor compreensao da relacao parasito-hospedeiro.
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