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Resumo:

O protozoério Toxoplasma gondii € agente etiolégico da toxoplasmose, uma doenca
distribuida mundialmente que afeta diversas espécies animais, inclusive o homem. O
aparecimento de sintomas depende da suscetibilidade do hospedeiro e aspectos
relacionados ao parasito. Estudos demonstraram o desenvolvimento de dano
tecidual no intestino de camundongos C57BL/6, decorrentes da infeccdo por este
protozodrio. Desta forma, este estudo avaliou as possiveis alteracdes causadas pela
infecccdo aguda pelo T. gondii no c6lon de camundongos C57BL/6. Utilizou-se 12
camundongos com 28 semanas de vida distribuidos aleatoriamente em dois grupos
(n=6), um grupo controle (GC) e grupo infectado (Gl). Os animais do GI receberam
por gavagem 1.000 oocistos de T. gondii, e apds 5 dias da infeccdo foram
submetidos a eutanasia por aprofundamento anestésico, seguido pela coleta de
aproximadamente 1 cm do colon para processamento histolégico e obtencdo de
laminas, coradas pela técnica de hematoxilina e eosina. Estas, foram utilizadas para
mensurar a espessura das camadas musculares, da submucosa e parede intestinal
total, além da profundidade e largura de criptas. Nas mesmas laminas, foram
quantificados os linfécitos intraepiteliais e realizada a avaliagdo histopatoldgica. Os
resultados obtidos demonstraram aumento significativo de linfocitos intraepiteliais e
alteracdes nas camadas muscular longitudinal e submucosa, bem como na
profundidade de criptas quando comparado o grupo infectado ao controle, indicando
gue de fato, a infeccdo aguda pelo T. gondii pode causar alteracbes no coélon.

Introducgao

O protozoario T. gondii € o0 agente etiologico da toxoplasmose, uma doenca
zoonotica que afeta diversas espécies animais, como aves e mamiferos no mundo.
A infeccdo ocorre pela ingestdo de &gua, solo ou alimentos contaminados por
oocistos esporulados, carne crua ou mal cozida contendo cistos teciduais ou ainda
pela via vertical, ou seja, da mée para o feto. A toxoplasmose € uma doenca que
nao possui sintomas caracteristicos, mas que pode causar inflamacgdes intestinais
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devido a passagem do parasito pelo 6rgdo (SIKORSKI, 2021). O intestino se
diferencia nas por¢des delgado e grosso, sendo o ultimo, dividido anatomicamente
em segmentos que possuem, em geral, estrutura histolégica semelhante, exceto
pelo reto: a camada muscular, que € constituida pelas camadas circular e
longitudinal, seguida pela tinica submucosa e mucosa, que possui invaginacgoes,
chamadas criptas, estruturas alongadas ricas em células caliciformes em seu epitélio
(ORIA; BRITO, 2016), onde também se encontram os linfocitos intraepiteliais (LIES).
A funcéo dos LIEs € proteger e manter a integridade da barreira mucosa, sendo
divididos em “naturais” e “induzidos”, sendo os naturais linfocitos CD8" que adquirem
o fenotipo para expressao de TCRyd ou aff durante o desenvolvimento no timo a
partir de antigenos proprios, e os induzidos células CD4" ou CD8" ativadas ap0s
maturacdo timica em resposta a antigenos especificos (ORIA; BRITO, 2016).
Estudos como o de Sikorski et al. (2021) mostram que a infeccdo aguda pelo
protozoario pode levar a alteracdes significativas no colon. Desta forma, o objetivo
do nosso trabalho foi avaliar a morfometria da parede intestinal, bem como os LIEs
na infec¢do aguda por T. gondii.

Materiais e Métodos

Aspectos éticos

Os procedimentos experimentais adotados foram aprovados pela Comissio de Etica
no Uso de Animais da Universidade Estadual de Maringda (CEUA/UEM) sob o
n°4092040517. Sendo utilizados 12 camundongos fémeas da linhagem C57BL/6
com 28 semanas de vida, oriundos do Biotério do Laboratorio de Inflamacéo
localizado na sala 106 do bloco K68 da Universidade Estadual de Maringa - UEM.
Delineamento experimental

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos (n= 6), grupo controle
(GC) e infectado (Gl). Aqueles pertencentes ao Gl receberam por gavagem 1.000
oocistos de T. gondii (cepa ME49), enquanto os pertencentes ao GC receberam
solucdo salina estéril. Os animais foram mantidos no biotério em temperatura
ambiente controlada (24 + 2°C) e fotoperiodo de 12 horas (6h - 18h), recebendo
racdo e 4gua ad libitum.

Coleta e processamento de amostras

Apos 5 dias de infeccdo, os animais foram submetidos a eutanasia por
aprofundamento anestésico. Em seguida, foi realizada laparotomia e coleta de
aproximadamente 1 cm do colon para realizar o processamento histolégico para a
obtencdo dos cortes histolégicos de 5 ym. O material foi cortado transversalmente
de forma semi-seriada para confeccdo de laminas que foram coradas pela técnica
de hematoxilina e eosina.

Analises histoldgicas

Para a mensuragéo da parede intestinal, os cortes foram divididos em 4 quadrantes
e foram capturadas 16 1imagens do coOlon de cada animal (1
imagem/quadrante/corte) com o auxilio de um microscopio 6tico trilocular (Olympus
CX31) acoplado a uma camera digital (Moticam 2000, 2.0 Megapixel). Nestas
imagens, foram realizadas 64 medidas (4 medidas/imagem; Motic Images Plus,
versao 2.0) de cada um dos seguintes parametros por animal: espessura das
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camadas musculares (longitudinal, circular e total) e da submucosa e a profundidade
e largura das criptas. Nestas mesmas laminas foi realizada a contagem dos LIEs,
sendo quantificadas o nimero dessas células presentes entre 2560 células epiteliais
por animal. Foi calculada a proporcédo de LIEs por 100 células epiteliais. Por fim,
também foi analisada a presenca de alteracdes histopatoldgicas.

Andlise estatistica

Com o software GraphPad Prism (verséo 8.0.1), verificou-se que a distribuicdo dos
dados foi normal e a comparacdo dos grupos foi realizada pelo teste T. Os dados
foram apresentados em média + desvio padrdo e p < 0,05 foi considerado
significativo estatisticamente.

Resultados e Discussao

A infeccdo pelo T. gondii tem como local primério de inducdo de resposta imune o
intestino delgado (SIKORSKI, 2021), que é o principal 6rgdo dos estudos com o
parasito. Contudo, em nosso estudo, observamos infiltrados inflamatérios no célon
dos animais, demonstrando que a inflamacdo também atinge o intestino grosso.
Sendo, assim, outros parametros morfoldgicos foram analisados. Nossos resultados
demonstraram um aumento de 61,7% na espessura da camada muscular
longitudinal no GI (Tabela 1), o que pode ser relacionado ao aumento de motilidade
intestinal, que é funcdo da camada muscular (RICCI, 2020). Por outro lado,
observamos a reducéo de 31,6% na tanica submucosa do Gl (Tabela 1), o que pode
estar relacionado ao remodelamento de fibras colagenas. Estas sdo encontradas
abundantemente nesta camada intestinal e ja foram encontradas alteradas
juntamente com a reducdo da submucosa no intestino delgado de ratos durante a
infeccédo aguda por T. gondii (PASTRE et al. 2019).

Tabela 1 — Morfometria da parede intestinal e propor¢cdo de LIEs no colon de
camundongos C57BL/6 na infec¢cao aguda por T. gondii

GC Gl

Muscular longitudinal 19,43 + 2,27 31,43+4,14*
Muscular circular 106,60 £ 9,04 105,80 +£ 10,17
Muscular Total 124,40 £ 12,18 139,7 £13,40
Tanica submucosa 50,57 £ 15,37 34,64 £5,76 *
Profundidade de cripta 170,80 * 20,56 86,52 +5,29 *
Largura de cripta 26,07 +1,64 25,16 + 1,555
Proporcao de LIEs 4,12 + 2,66 8,38+1,75*

Dados apresentados em média + desvio padrédo. * indica valor p < 0,05, ao comparar o grupo infectado (Gl) ao controle (GC).

A profundidade das criptas também sofreu reducdo de aproximadamente 50%
(Tabela 1), o que pode levar a diminuicdo da proliferacédo celular no 6rgéo (GOIS et
al. 2016), que pode estar prejudicada devido a resposta inflamatéria contra o
parasito. A inflamacdo também foi observada na propor¢cdo de LIEs, que dobrou
apos a infeccao (Tabela 1). Esse aumento de LIEs no colon foi observado também
na infecgéo cronica pela mesma cepa de T. gondii em ratos, sendo relacionado ao
aumento da resposta inflamatéria e protecdo contra o parasito (GOIS et al. 2016).
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Conclusoes

A infeccédo aguda pelo T. gondii em camundongos C57BL/6 resultou em alteragbes
na histoarquitetura do 6rgdo o que poderia levar a alteragBes funcionais, além das
alteracdes sugestivas de um processo inflamatério no colon. Sendo assim, outros
estudos sdo necessarios para uma melhor compreensédo das altera¢cdes no érgao na
toxoplasmose aguda.
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