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Resumo:

O Toxoplasma gondii € o parasito causador da Toxoplasmose e sua transmissao
ocorre principalmente por via oral. Ao ser ingerido atravessa a barreira intestinal
provocando a migracdo de células inflamatorias para o local. Dentre as células
migratorias estdo 0s mastocitos serotoninérgicos que secretam 5-Hidroxitriptamina
(5-HT/IR) que, assim como as células enteroendocrinas (5-HT/IR) participam da
resposta inflamatdria intestinal diante da entrada do parasito. Por isso, objetivou-se
guantificar mastdcitos (5-HT/IR) e células enteroenddcrinas (5-HT/IR) no duodeno
de ratos durante a fase aguda da infeccdo. Os ratos foram distribuidos em grupo
controle (GC) que recebeu solucdo salina, e grupos infectados por diferentes
tempos entre 6 horas e 10 dias, que receberam 5000 oocistos esporulados do
parasito (via oral). Os animais foram mortos e os duodenos retirados. Foi realizada a
técnica imunohistoquimica de 5HT e as contagens das células realizadas com o uso
de microscopio Optico. Houve aumento significativo no nimero de mastécitos no
G10d quando comparado com o GC, e de células enteroenddcrinas no G72h e no
G10d também em relacdo ao GC. Conclui-se que a infeccdo aguda por T. gondii
leva ao aumento no numero de ceélulas enteroenddcrinas e mastocitos
serotoninérgicos no duodeno de ratos Wistar, levando possivelmente a maior
liberacdo de serotonina que atua na resposta imune aumentando o numero de
mastocitos para impedir a entrada do parasito no duodeno.

Introducao

A toxoplasmose é uma zoonose causada pelo parasito Toxoplasma gondii (T.
gondii), sendo uma das infec¢des parasitarias mais difundidas no mundo. Os
hospedeiros podem infectar-se pela ingesta de carne crua ou mal-cozida contendo
cistos teciduais ou pela ingesta de agua e alimentos contaminados por oocistos. Ao
chegar no trato digestorio, os oocistos rapidamente se proliferam, invadindo o
intestino e infectando qualquer célula nucleada, alcancando diversos tecidos
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(WEISS; KIM, 2007). Todavia, é preciso transpor a barreira intestinal para atingir os
demais 0Orgdos, e o0 intestino possui uma populacdo residente de células
inflamatorias, como eosinéfilos e mastocitos. Os mastocitos estdo expostos ao
ambiente, para responder a antigenos estranhos que possam cruzar a barreira
epitelial. Os mastoécitos possuem granulos contendo mediadores pré-formados e
armazenados, tais como aminas vasoativas e proteases, permitindo uma resposta
imediata (BISCHOFF; KRAMER, 2007). Dentre as células epiteliais que constituem a
barreira intestinal estdo as células enterocromafins (EC), um subtipo de célula
enteroenddcrina intestinal que produz serotonina (5-hidroxitriptamina; 5-HT) e pode
influenciar na motilidade, secrecao e hipersensibilidade gastrointestinal (Gl). A 5-HT
€ um neurotransmissor importante para os neurbnios entéricos e um hormdnio
autocrino, quando liberado de células enterocromafins (EC) na mucosa intestinal
(MAWE; HOFFMAN, 2013). Visando entender melhor a resposta inflamatoria
intestinal e o papel destas células diante da infec¢do aguda pelo T gondii, realizou-
se este estudo em que foram quantificados mastocitos e células enteroenddcrinas 5-
HT imunorreativas no duodeno de ratos durante diferentes tempos de infecgcao
aguda por T. gondii.

Materiais e métodos

Delineamento Experimental

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Estadual de Maringa (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 esporulados de T. gondii (cepa ME-49, gendtipo Il)
ressuspendidos em 1 mL de solugdo salina estéril, enquanto os animais do GC
receberam apenas solucéo salina por via oral.

Coleta de Amostras e Processamento Histol6gico

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 Paraformaldeido a 4% por 6 horas. Os duodenos foram incluidos em parafina
e cortados em micr6tomo em 4 cortes transversais semi-seriados de 4 pm.

Imunohistoquimica 5-HT e andlise estatistica

Os cortes foram desparafinizados, reidratados, sofreram recuperacdo antigénica e
foram expostos ao anticorpo primario anti-5HT over night. Apos, foi adicionado um
polimero conjugado a peroxidasse por 30 minutos e revelado pela coloracao
castanha do cromogeno diamino benzidina (DAB) por 5 minutos. Por fim, foi feita a
contra-coloracdo com hematoxilina e a lamina foi montada.

A andlise foi feita em microscépio Optico, realizando separadamente a contagem de
células enteroenddcrinas e de mastécitos S5HT-IR presentes em 50 campos
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microscopicos na objetiva de 40X presentes na tunica mucosa e tela submucosa do
duodeno. Os resultados foram expressos como numero de células enteroenddécrinas
e mastécitos 5HT-IR por mm?. Os dados apresentaram distribuicdo normal e foram
expressos como média + desvio padrdo. Foi feita a analise de variancia Anova-um
critério e os grupos foram comparados entre si pelo teste Tukey. Foi considerado um
nivel de significancia de 5%.

Resultados e Discussao

A contagem de mastécitos 5HT-IR presentes no duodeno demonstrou um aumento
significativo no G10d (99,74 £ 11,65 mastocitos/mm2) em comparacdo com o GC
(67,19 * 6,94 mastocitos/mm2) (p < 0,05). Os demais grupos infectados (G6h: 59,93
+ 5,52 mastocitos/mm?; G12h: 84,63 + 11,56 mastocitos/mmz2; G24h: 60,31 + 7,32
mastocitos/mmz2; G48h: 72,92 + 8,42 mastécitos/mm?;, G72h: 82,01 + 8,86
mastécitos/mmz2; G7d: 84,20 + 8,85 mastdcitos/mms2) ndo demonstraram alteracdo na
quantidade de mastocitos quando comparados com o GC. (Figura 1). Os mastocitos
sao células inflamatdrias da mucosa intestinal que sédo ativadas durante a infeccéo
oral por T. gondii. Secretam triptases, histamina e serotonina (5-HT), para combater
o parasito (TURNER et al., 2014), o que foi detectavel apos 10 dias de infeccéo
aguda por T. gondii.

Quanto as células enteroendocrinas 5HT-IR, houve um aumento significativo no
G72h (31,2 £ 0,91 células enteroenddcrinas/mm?) e no G10d (50,6 + 1,21 células
enteroenddcrinas/mmz2) em relacéo ao GC (3,4 + 0,23 células enteroenddcrinas/mm?2)
(p < 0,05. Os demais grupos infectados (G6: 10,8 + 0,45 células
enteroendocrinas/mm?; G12: 19,2 + 0,71 células enteroendocrinas/mmz; G24: 9,8 +
0,48 células enteroenddcrinas/mmz?; G48: 14,8 + 0,58 células enteroenddcrinas/mm2
G7d: 16 + 0,63 células enteroendocrinas/mm?) nao tiveram diferenca significativa
com o GC (Figura 1). Estas células produzem 95% da serotonina do organismo, e
anormalidades na regulacdo desta producdo estdo diretamente ligadas a
patogénese da inflamacgé&o intestinal. A producao e liberacéo de serotonina pode ser
induzida por contracdes de tunicas musculares ligadas a funcdo nervosa do
intestino, em resposta a um fator que causa disturbios ou inflamacgdes intestinais
(LINAN-RICO et al., 2016). Portanto, 0 aumento expressivo dos dois tipos celulares
estudados indicam uma resposta inflamatoria local causada pela entrada do T.
gondii no duodeno.
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Figura 1. Fotomicrografias da imunomarcacédo de 5-HT no duodeno de ratos Wistar, demonstrando
aumento no nimero de mastécitos e células enteroendécrinas 5-HT-IR no G10d em comparacao ao
GC. As setas vermelhas indicam mastécitos e as setas pretas indicam células enteroendécrinas na
tela submucosa e tanica mucosa do duodeno. Objetiva 40x. Barra 50 um.

Conclusbes

Conclui-se que a infeccdo aguda por T. gondii aumenta o numero de células
enteroenddécrinas e de mastécitos (5-HT/IR) no duodeno de ratos Wistar. Portanto, o
aumento na producgdo e liberagdo de serotonina pelas células enteroenddcrinas
pode atuar na resposta imune aumentando o nimero de mastdcitos e influenciando
na motilidade intestinal para combater a entrada do parasito no duodeno.
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