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Resumo:

A toxoplasmose € uma doenca parasitaria causada pelo T. gondii. A infeccdo na
maioria dos casos ocorre por via oral e o0 parasito dissemina-se por todo trato
gastrointestinal. O Sistema Nervoso Entérico (SNE), comanda fun¢des intestinais
importantes, sendo as células da glia entérica (CGE’s) importante componentes
deste sistema. O objetivo deste trabalho foi analisar quantitativamente CGE’s do
SNE de camundongos C57BL/6 submetidos a infec¢cdo aguda pelo T. gondii. Os
animais foramseparados aleatoriamente em dois grupos (n=7): grupos controle (GC)
e 0 grupo infectado (Gl) que recebeu uma suspensdo contendo 1.000 oocistos
esporulados de T. gondii. Apos 5 dias de infeccdo os animais foram submetidos a
eutanasia e o duodeno, jejuno e ileo coletados. O material foi fixado e dissecado
para exposicdo do plexo mientérico e submetido a técnicas de imunohistoquimica
pela marcacdo panglial do anti-S100 e revelados com imunofluorescéncia para
posterior contagem das CGE’s. Utilizamos o teste T para analise estatistica, p <0,05.
O duodeno ndo marcou, 0 jejuno ndo apresentou diferenca significativa entre em
relacdo ao GC. Por outro lado, observamos que no ileo ocorreu um aumento
significativo de CGE's no Gl (330.7£11.76/mm?) se comparado ao GC
(388.4+13.23/mm?2). Sendo assim, a preservacdo das CGE’s no jejuno pode estar
associada a um mecanismo de defesa, na tentativa de promover a manutencao dos
neurdnios apos o estabelecimento da infeccédo parasitaria.

Introducéo:

A toxoplasmose é uma infeccédo causada pelo T. gondii. Constitui uma das zoonoses
mais difundidas no mundo, podendo atingir mais de 80% da populacdo em
determinados paises. A infeccdo ocorre principalmente através da ingestdo de
oocistos presentes em agua e verduras contaminadas, ou consumo de carne crua
ou malcozida contendo cistos teciduais do parasito. A primeira barreira que o
parasito enfrenta é a barreira intestinal (NEVES et al., 2016). O trato gastrointestinal
(TGI) é composto por varios tipos celulares, dentre eles, células da glia entérica
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(CGE’s), presentes nos plexos entéricos, que juntamente com 0S neurdnios
intestinais, compdem o sistema nervoso entérico (SNE). O SNE possui dois plexos
ganglionados, o submucoso e o mientérico, com fun¢des mdltiplas, que contribuem
para integridade do epitélio, absorcdo de nutrientes e motilidade (FURNESS, 2012).
O rompimento do epitélio intestinal acarreta danos ao tecido e células adjacentes,
incluindo os neurdnios mientéricos (TREVIZAN, et al.,, 2018), esséncias para a
homeostase do organismo. Sendo assim, o objetivo do nosso trabalho foi avaliar
quantitativamente as CGE’s presentes no plexo mientérico, ja que estas, participam
ativamente da resposta inflamatdria e exercem prote¢do neuronal.

Materiais e métodos:

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comiss&o de Etica no
Uso de Animais da Universidade Estadual de Maringd (CEUA/UEM) sob n°
4092040517.

Delineamento experimental, eutanasia e coleta de amostras.

Foram utilizados 14 camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 com 28 semanas
de vida distribuidos aleatoriamente em dois grupos (n=7) um grupo controle (GC) e
infectado (Gl). Os pertencentes ao Gl receberam por gavagem 1.000 oocistos de T.
gondii (cepa ME49), enquanto os pertencentes ao GC receberam apenas solucdo
salina estéril. Os camundongos foram anestesiados por meio de aprofundamento
anestésico por vapor de halotano, submetidos a eutanasia, e em seguida realizada a
laparotomia e coletados o duodeno, jejuno e o ileo para realizacdo da
imunohistoquimica das CGE'’s.

Imunohistoquimica das CGE’s

Um segmento de 4 cm do duodeno, jejuno e ileo foi lavado com tampéo fosfato
salinado (PBS), em seguida preenchido com paraformaldeido 4%, fixado por 3 horas
em temperatura ambiente. Apds fixacdo, o segmento foi aberto ao longo da borda
mesentérica e lavado 2 vezes de 10 minutos em PBS 0,1M pH 7,4, ficando estocado
em PBS com azida 0,08%. Com auxilio de um estereomicroscoépio, fracbes de 1
centimetro dos segmentos intestinais foram dissecados para obtengcdo dos plexos
mientérico. Na tinica muscular evidencia-se o plexo mientérico que foi obtido com a
remocdo das tunicas mucosa e submucosa. A técnica imunohistoquimica de
marcacao da proteina S100 em células da glia entérica foi empregada.

Andlise Quantitativa das CGE’s

No plexo mientérico foram contadas todas as CGE’'s S100 (marcador panglial)
presentes em 32 imagens de campos microscopicos, capturados na objetiva de 20x
de forma aleatéria em todas as areas da circunferéncia de todos os segmentos do
intestino delgado, por meio do de imagens FSX100 Olympus integrado a um
microscépio de luz com filtros para imunofluorescéncia. As imagens foram entédo
transmitidas para um microcomputador e a contagem de células foi realizada no
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software de analise de imagens Image-Pro Plus versado 4.5.0.29 (Media Cybernetics,
Silver Sfring, MD, EUA). A densidade glial foi expressa como o niumero de células
por mm<,

Anélise estatistica

Para verificar a distribuicdo de dados utilizamos o software BioEstat 5.3 e para a
comparacoes entre grupos o GraphPad Prism 5 (San Diego, Ca, EUA). Resultados
com p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Para isso, utilizamos
o teste T e os dados foram apresentados por media + erro padrao.

Resultados e Discussao:

As CGE’s sdo numerosas e essenciais para a integridade e func¢des intestinais,
exercendo diversas fungbes na plasticidade e motilidade do sistema digestorio,
realizando um importante papel na regulacdo da neurotransmissdo, e na resposta
imune (ORIA, BRITO, 2016). Essas células tém uma ac&o neuronal anti-apoptética e
participam da modulacdo da atividade neuronal (GRUBISIC, et al., 2017).

Trevizan e colaboradores (2018) observaram diminui¢do significativa no numero de
neurdnios do plexo mientérico do duodeno de ratos infectados com 5000 oocistos de
T. gondii nos tempos de 24h, 48h, 72h, 7, 10 e 15 dias.

Em nossos estudos, néo foi possivel marcar o duodeno e o jejuno ndo apresentou
diferenca significativa entre os grupos Gl (286.0£24.58/mm?) e GC (335.4%13.62/
mm?2) (Figura 1A). A preservacdo das CGE’'s no jejuno pode ser atribuida a
resisténcia das CGE’s, como um mecanismo de defesa, na tentativa de promover a
manutencdo dos neurbnios apO0s o estabelecimento da infeccdo parasitaria
(TREVIZAN et al., 2018). Por outro lado, observamos aumento das CGE’s no ileo do
Gl (388,4+13,23/mm?3), quando comparado ao controle (330.7+11.76/mm?2) (Figura
1B,1C e 1D). O aumento na expressao de CGE’s, estdo associadas a perda
neuronal, geralmente causadas por infec¢cdes bacterianas ou doencas inflamatérias
intestinais (GRUBISIC, et al., 2017).
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Figura 1 — Células da glia entérica (CGE’s) por mmz2 do jejuno (A) e ileo (B), marcadas por
imunohistoquimica da proteina S100. * indica diferenga do grupo infectado (GI) em relagao ao grupo

fversi FUNDACAO
YAN UEM g ARAUCARIA
- R .  GOVERNO

DO ESTADO DO PARANA




28° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica 28°EAIC
8° Encontro Anual de Iniciagcao Cientifica Junior | 8oE A |G
4

| 1011 de outubro de 2019

LY 4

controle (GC). Fotomicrografia do ileo, evidenciando CGE'’s (set) do grupo controle (C) e do grupo
infectado (D).Objetiva de 20x, Barra 40 pm

Conclusoes:

A infeccdo aguda por T. gongii promoveu aumento de CGE’'s no ileo de
camundongos C57BL/6.
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