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Toxoplasma gondii causa alteragcdes na tlnica mucosa e no plexo submucoso do
jejuno e do célon proximal de ratos

RESUMO

Introducdo: Doencas inflamatorias do intestino séo caracterizadas por alteracdes que afetam
as células da mucosa intestinal, as células caliciformes, células do sistema imune local, alem
de causar danos as células do sistema nervoso entérico.A secre¢do no epitélio intestinal é
coordenada pela acdo do plexo submucoso do sistema nervoso entérico, por meio de
mediadores quimicos produzidos e liberados por enterdcitos, linfocitos e células caliciformes,
que interagem com neurbnios e células da glia entérica regulando a mucosa intestinal no
intuito de ampliar a resposta imunobioldgica, facilitar o transito intestinal e promover uma
acdo direta contra agentes infecciosos, dentre eles, o Toxoplasma gondii, agente etiolégico da
toxoplasmose, zoonose de distribuicdo mundial. Objetivo: Investigar os efeitos da infeccdo
crénica causada pelo T. gondiisobre a tinica mucosa, tela submucosae o plexo submucoso do
jejuno e do colon proximal de ratos.Metodologia: Foram utilizados 20 Rattus norvegicus,
distribuidos em grupo controle (GC), que receberam um mL de solucdo salina estéril por via
oral e grupo infectado (Gl), inoculados com solugcdo contendo 500 oocistos da cepa ME-49 de
T. gondiiem um mL de &gua destilada pela mesma via. Trinta e seis dias apos,foram
submetidos ao procedimento anestésico, seguido pela eutandsia. Amostras do jejuno e do
célon proximal foram coletadas, fixadas e submetidas ao processamento histoldgico para
avaliacdo da tunica mucosa e tela submucosa,coradaspelas técnicas de Hematoxilina eosina,
Periodic Acid Schiff e Alcian Blue. Foram elaborados preparados totais do plexo submucoso
para evidenciar neurbnios e células da glia entérica através das técnicas de Giemsa,
histoquimica para enzima NADH-diaforase e imunohistoquimica para evidenciar o
polipeptideo intestinal vasoativo e a proteina pan glial S-100B, respectivamente.Foram
coletados oOrgaos para realizacdo de bioprova em camundongos. Resultados: O protocolo
experimental foi eficaz na inducdo da infeccdo nos ratos do Gl, nos quais anticorpos anti-T.
gondiiforam detectados em exame sorologico e cistos teciduais foram isolados por meio da
bioprova. No jejuno observamos:reducao de 12,3% da espessura da tunica mucosa;aumento
de 7,9% da espessura da tela submucosa; 7,10% na altura dos vilos e 17,37% da profundidade
das criptas. O nimero de neurdnios evidenciados pelas técnicas de Giemsa e NADH-diaforase
positivos sofreu reducdo de 15,38 e 40,71%, enquanto as areas dos corposcelulares
aumentaram 5,57 e 23,60%, respectivamente. Houve reducdo de 19% de celulas da glia
entérica no plexo submucoso do jejuno. No célon proximal, houve aumento na espessura da
tunica mucosa e da profundidade das criptas em 48,14 e 43,02%, respectivamente. A
populacdo total de neurdnios submucosos evidenciados pela técnica de Giemsa reduziu em
16,20%. Ja os neurdnios evidenciados pela imunohistoquimica parapolipeptideo intestinal
vasoativo aumentaram em 25,95%. Os linfdcitosintra-epiteliais aumentaram 62,86%. As
células caliciformes produtoras de sulfomucinas reduziram em 22,87%. Conclusdo: A
infeccdo cronica provocada pelo Toxoplasma gondiicausou alteracfes significativas na tanica
mucosa e tela submucosa, provocou a morte de células da glia entérica no plexo submucoso
do jejuno e em neurdnios submucosos do jejuno e do célon proximal de ratos.

Palavras-chave: Toxoplasmose. Sistema Nervoso Entérico. Células da Glia
Entérica.Bioprova.



Toxoplasma gondii causes alterationsin tunica mucosa and submucosal plexus of
the jejunum and proximal colon of rats

ABSTRACT

Introduction: Intestinal inflammatory diseases are characterized by alterations that affect the
intestinal mucosal cells, goblet cells, local immune system cells and enteric nervous system
cells. The secretion of the intestinal epithelium is coordinated by the action of the
submucosal plexus through chemical mediators, produced and released by enterocytes,
lymphocytes and goblet cells that interact with neurons and enteric glial cells (EGCs),
regulating the intestinal mucosa to amplify the immunobiological response, facilitate the
intestinal transit and provide a direct action against infectious agents, among them
Toxoplasma gondii, an etiological agent of toxoplasmosis, a worldwide-spread zoonosis.
Objective: To investigate the effects of the chronic infection caused by T. gondii on the
mucosal tunica, tela submucosa and submucosal plexus of the jejunum and proximal colon of
rats. Methodology: 20 Rattus norvegicus were utilized, and distributed into a control group
(CG), which received one mL of sterile saline solution orally, and an infected group (IG),
orally inoculated with a solution containing 500 oocysts of ME-49 strain of T. gondii in one
mL of distilled water. Thirty-six days later, they were submitted to anesthetic procedure and
euthanized. Samples of the jejunum and the proximal colon were harvested, fixed and
submitted to histological processing to evaluate the submucosal tela and tunica using
Hematoxilyn eosin, Periodic Acid Schiff and Alcian Blue staining techniques. Total
preparations of the submucosal plexus were also done with Giemsa, histochemistry for
NADH-diaphorase enzyme and immunohistochemistry to stain nervous and enteric glial cells,
vasoactive intestinal polypeptide and S-1008 pan glial proteins, respectively. Organs were
harvested to perform bioassays in mice. Results: The experimental protocol was efficient to
induce infection in rats of IG in which anti-T. gondiiantibodies were detected in a serum exam
and tissue cysts were isolated by bioassay. The following was observed in the jejunum:
decrease of 12.3% of the tunica mucosa thickness, increase of 7.9% of the submucosal tela,
7.10% of villus height and 17.37% of crypt depths. The number of stained neurons by Giemsa
and NADH-diaphorase decreased 15.38%and 40.71%, whereas the areas of the cell bodies
increased 5.57 and 23.60%, respectively. There was a 19% reduction in the number of EGCs
in the jejunum submucosal plexus. In the proximal colon, the tunica mucosa thickened
48.14% and the crypts deepened 43.02%. The total population of submucosal neurons stained
by Giemsa decreased 16.20%. However, the neurons stained by immunohistochemistry for
vasoactive intestinal polypeptide increased 25.95%. Intra-epithelial lymphocytes increased
62.86%. Goblet cells capable of producing sulfomucins were reduced by 22.87%.
Conclusion: The chronic infection caused by T. gondii significantly altered the tunica
mucosa, submucosal tela and induced the death of neurons in the submucosal plexus of the
jejunum and proximal colon of rats.

Keywords: Toxoplasmosis. Enteric Nervous System.Enteric glial cells.Bioassay.
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CAPITULO 1

Revisao Bibliografica

Tese apresentada segundo normas aprovadas pelo Conselho Académico do Curso de Pos-
Graduacdo em Biologia Comparada do Centro de Ciéncias Bioldgicas da UEM.
Resolucéo n°. 068/2012-PGB aprovada em 04/09/2012.
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1. Introducéo

Toxoplasma gondii (T. gondii), agente etioldgico da toxoplasmose, € um membro do
filo Apicomplexa que inclui outros protozodrios, parasitos intracelulares obrigatérios que
compartilham vérias caracteristicas estruturais e funcionais. Esta entre os parasitos de maior
sucesso,infectal0-50% da populacdo humana e diversos animais homeotermos. Embora a
infeccdo seja muitas vezes consideradacomo assintomatica, a toxoplasmose aguda €
caracterizada pela rapida reproducdo e disseminacdo de taquizoitos em células de diferentes
tecidos do corpo do hospedeiro, podendo causar febre, fadiga e dor de cabeca. Quando
adquirida durante a gestacdo pode trazer graves complicacdes para o feto incluindo
malformacdes e aborto.

Os seres humanos infectam-se pela ingestdo de cistoscontidos em carne crua ou mal
cozida. Podem também infectar-se com &gua oualimentos contaminados por oocistos
eliminados por felideos.Quando ingeridos, ao chegar no trato gastrintestinal (TGI), o parasito
encontra a barreira epitelial constituidapor enterocitos, linfécitos intra-epiteliais (LIES) e as
células caliciformes que desempenham um importante papel mecénico e imunobiologico.
Todo esse aparato, na maioria das vezes, ndo € capaz de evitar a progressdo da infeccdo e o
parasito se instala, multiplica e invade células vizinhas disseminando-se via sanguinea e

linfatica para todo o hospedeiro.

No interior dos cistos, bradizoitos se reproduzem lentamente e sobrevivem em
diversos 6rgdos do corpo, incluindo o cérebro, musculos e visceras intestinais. A presenca
destes cistos induz a inflamacgéo local causando a producgdo de anticorpos e citocinas que
recrutam celulas do sistema imune as quais mobilizam respostas celulares que muitas vezes,

além de neutralizar o parasito, causam danos no préprio hospedeiro.

Evidéncias indicam que doencas inflamatdrias do intestino sdo caracterizadas por
alteracdes que afetam as células epiteliais, imunoldgicas, neurdnios e células da glia entérica
(EGCs).

Vérios autores demonstraram que a toxoplasmose modifica o TGI, porém ainda sdo
poucos 0s estudos sobre as alteragdes morfométricas e quantitativas dos estratos que compée
a parede intestinal e dos neurbnios entéricos tanto em situaces de infeccdo aguda gquanto

cronica.
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Desta forma, buscamos compreender os danos causados pelo parasito e as respostas
locais frente a infeccdo pelo T. gondii, com o objetivo de avaliar os danos apresentados na
fase crénica nos componentes da tlnica mucosa,tela submucosa e plexo submucoso do jejuno
e do colon proximal de ratos infectados por oocistos de T. gondiipor meio de andlises

quantitativa e morfométricas.

Esta tese € apresentada em trés capitulos, sendo uma breve introdugdo seguida por
revisdo bibliografica no primeiro capitulo, e dois artigos originais apresentados no segundo e

terceiro capitulos.
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2.RevisdoBibliografica
2.1 Toxoplasma gondii

O Toxoplasma gondiipertencente ao Filo Apicomplexa, Classe Sporozoa, Subclasse
Coccidia, Ordem Eucoccidiida, Familia Sarcocystidaee Subfamilia Toxoplasmatinae
(MONTOYA,; LIENSENFELD, 2004) foi descrito primeiramente no Brasil por Splendore
(1908) em coelho e por Nicolle e Manceaux (1908) no Norte da Africa em um roedor
(Ctenodactylus gundi).E um parasito intracelular obrigatérioe esta entre os de maior sucesso,
com 10-50% da populacdo humana infectada (TENTER et al., 2000;HALL et al., 2001;KIM;
WEISS, 2004; DUBEY, 2007; DUBEY, 2010; COHEN; DENKERS, 2014; FLEGR et al.,
2014). E capaz de infectar todas as espécies de animais homeotérmicos, incluindo seres
humanos e animais de importancia econdmica (TENTERet al., 2000; CARRUTHERS, 2002;
SIBLEYet al., 2009; DUBEY, 2010; FLEGR et al., 2014).

Ajioka et al. (2001) descreveram a estrutura populacional doT. gondii, concluiram que
é altamente clonal, indicando que na natureza a reproducdo assexuada é predominante e a
divergéncia gendmica entre os genotipos é de cerca de 1% apenas.Utilizando técnicas
moleculares Howe e Sibley (1995) descreveram um sistema de tipificacdo de cepas, baseado
na diferenciacdo multilocus por PCR-RFLP, que possibilitou subdividir a populacdo deste
parasito em trés linhagens clonais distintas, denominadas I, Il e Ill. Apés esta definicdo, as
classificagdes passaram a ser realizadas com apenas um locus, o gene SAG2, localizado no
cromossomo VIII e que codifica entre outros, o antigeno de superficie p22 do parasito
(MONDRAGON et al., 1998; AJIOKA et al.,2001;da SILVA et al., 2005; SABAJ et al.,
2010). Freyre et al. (2001) classificaram os genotipos de acordo com o fendtipo para
viruléncia, sendo as cepas do genotipo | altamente virulentas, gendtipo Il deviruléncia
intermediaria e gendtipo Illde baixa viruléncia. As cepas do gendtipo Il e 11l levam a infeccédo
crbnica e producdo de cistos teciduais em ratos e camundongos, enquanto as do tipo | sdo
extremamente virulentas para camundongos, causando niveis significativos de mortalidade
(HOWE; SIBLEY, 1995; DUBEY, 2010).

Durante o ciclo de vida, o T. gondiipode se alternar em hospedeirosdefinitivos e
intermediarios. Osdefinitivos sdo membros da familia Felidaee os intermediarios outros
animais homeotérmicos(BARRAGAN; SIBLEY, 2003) como demonstrado na figura 1.Nos

Felideos, apos a ingestdo de alimentos contendo cistos teciduais ou oocistos, 0s bradizoitos ou



17

esporozoitos liberados no intestino infectam os enterdcitos, multiplicam-se por uma série de
esquizogonias e diferenciam-se em gametas masculinos e femininos (WEISS; KIM, 2007;
DUBEY, 2010). A fusdo desses gametas resulta na formacdo de um zigoto dipldide (oocisto)
nao esporulado.O oocisto é liberado no ambiente nas fezes do animal, esporula formando dois
esporocistos contendo quatro esporozoitos cada. Portanto, para cada oocisto, oito progénies
hapléidessao formadas podendo resultar em oito esporozoitos (WONG; REMINGTON, 1994;
SIBLEYet al., 2009).

Merogony Mal v a

gamete ©
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d Dcve opmg
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shc:edydin Food- or water-
9 borne transmission
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oocypst ( conversion ! éw r

. v - 4 1
/ ‘ Tchyzones !r b
[ @ o ! =
. w2 KeElC (i
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a J

porulmon

Sporulated oocyst

Kk Environmental transmission /

Nature Reviews | Microbiology

Figura 1. Ciclo de vida do Toxoplasma gondii. A reproducdo sexuada ocorre em enterdcitos
da tanica mucosa do intestino de felideos (a) e resulta na eliminacdode oocistos (b), que
esporulam naturalmente no ambiente originando esporozoitos, estes podem contaminar agua e
alimentos (b'). Durante a fase aguda da infeccio (c), taquizoitos replicam-se rapidamente por
endodiogenia e podem ser transmitidos da mae para o feto (d). Na fase crénica cistos (e)
contendo bradizoftos sdo formados nos tecidos de vérios 6rgaos do hospedeiro (e*). (adaptado
de HUNTER; SIBLEY, 2012).
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Na reproducdoassexuada (endodiogenia) duas células-filhas sdo formadas no interior
da célula-mée que lisa ao final do processo liberando as células-filhas. Esta forma de diviséo
ocorre durante a formagdo de taquizoitos e bradizoitos do parasito (WEISS; KIM, 2007,
DUBEY, 2010). O ciclo celular do parasito durante a endodiogenia possui quatro fases
facilmente detectadas por marcadores de ciclo celular: G1, S, M e C. A fase G1 é marcada
pela replicacdo do complexo de Golgi, seguido da translocacdo do centrossomo da parte
anterior para a posterior do nucleo. A fase S é iniciada com a duplicacdo do centrossomo,
coincidindo com o inicio da duplicacdo do material genético. Na fase M ocorre a formacéo de
dois novos complexos apicais rudimentares, que irdo guiar o complexo interno de membrana,
definindo desta forma, as duas células-filhas dentro da célula-mé&e. Progressivamente, na fase
C, o nacleo termina o processo de replicacdo e as células-filhas estendem-se, consumindo
toda a célula-mée, dando origem a dois novos parasitos (GAllet al.,, 2001; FRANCIA;
STRIEPEN, 2014) (Figura 2). De acordo com Soldati e Meissner (2004) e Dos Santos et al.
(2011), taquizoitos de T. gondiiinvadem e egressam de células hospedeiras,
preferencialmente, na fase G1 do ciclo celular do parasito. Este fato se da pelo controle de sua
expressdo génica. Na fase G1, genes responsaveis pela adesdo, invasdo e resisténcia ao
ambiente extracelular sdo fortemente expressos. Nas fases S e M/C, os parasitos mostraram-se

menos invasivos, visto que a demanda de energia é voltada para o processo de divisédo.

Figura 2: Fases do ciclo celular de taquizoitos de Toxoplasma gondii. Fase G1: inicio do
processo de replicacdo. Fase S: duplicacdo do material genético e do centrossomo. Fase M:
formacdo de complexos apicais rudimentares. Fase C: citocinese (RADKE et al., 2001).
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Morisaki etal. (1995) descreveram duas maneiras distintas que o T. gondiiutiliza para
invadir as células, as quais resultam em respostas imunoldgicas diferentes: 1 - a penetracdo
ativa e 2 - fagocitose. Napenetragdo ativaa invasdo das células hospedeiras é coordenada pelo
préprio parasito,caracteristica dos membros do filo Apicomplexa que apresentam um conjunto
de organelas caracterizadas por vesiculas secretoras na regido apical (BLACKMAN;
BANNISTER, 2001). Estas organelas secretoras como as roptrias, micronema e granulos
densos sdo fundamentais para que a invasdo ocorra (DUBREMETZ et al., 1993; BECKERS
et al., 1994; CARRUTHERS; SIBLEY, 1997; SIBLEY; ANDREWS, 2000; BLACKMAN;
BANNISTER, 2001; HAJJ et al., 2007). Segundo Soldati e Meissner (2004) o processo
inicia-se com a adesdo, a seguir oT. gondiidesliza,sobre amembrana da célula alvo, momento
no qual ocorre a secrecdo de proteinas provenientes do micronema (MICs)que se ligam a
célula hospedeira (DUBREMETZ et al., 1998; SIBLEY; ANDREWS, 2000; SINAI; JOINER,
2001; BROSSIER et al., 2003).

Durante o processo de penetracdo ativa, o T. gondiipode inibir vias de sinalizacdo na
célula hospedeira envolvidas na protecdo contra a infeccdo. O parasito consegue evadir-se das
defesas celulares do hospedeiro bloqueando fatores de transcricdo como o STATle NF-
kB(HUNTER; SIBLEY, 2012). Culturas de fibroblastos infectados com cepas dos trés
genaotipos de T. gondii, ndo respondem aos efeitos do interferon-gama IFN-ye isto parece ser
devido a falha na sinalizacdo da via mediada por STAT1 (KIMet al., 2007). Segundo Hunter e
Sibley (2012) o sucesso do parasito encontra-se nas estratégias desenvolvidas para

enfraquecer importantes vias imunologicas da célula hospedeira.

A medida que o parasito se evade e subverte a resposta imune (BUZONI-GATEL,;
WERTS, 2006), um vacutolo rente ao seu corpo, denominado vacuolo parasitéforo (VP) é
formado. Este vaclUolo possui composicdo membranar diferenciada, tornando-se néo-
fusogénico ao sistema endomembranar da célula hospedeira. O vacuolo é essencial para a
sobrevivéncia do parasito, pois, assim, enzimas lisossomais da célula hospedeira ndo chegam
até ele (SIBLEY et al., 1985; MORDUE et al., 1999). A membrana do VP é formada por
componentes produzidos pelo parasito e pela célula hospedeira. Esta membrana possui a
capacidade de selecionar a passagem de nutrientes da célula hospedeira para o interior do VP
atuando como “peneira molecular” (termos original molecular sieve), permitindo, assim, a

nutricdo do parasito durante seu desenvolvimento. Isto se da através de poros localizados na
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membrana do VP, que permitem a passagem de solutos de baixo peso molecular (SCHWAB
et al., 1994).

Mercier et al. (2002) descreveram uma rede tubulovesicular que interliga a membrana
do parasito a membrana do VP, funcionando como uma via de transporte de moléculas entre a
célula hospedeira e T. gondii.A estabilidade estrutural da rede tabulo vesicular é dada por
proteinas provenientes dos granulos densos, entre outras ainda ndo descritas (MERCIERet al.,
2005). A proteina ROP2, secretada pelo parasito e presente na membrana do VP, tem sua
cauda N-terminal exposta através do VP, esta insere-se na membrana externa da mitocondria
da célula hospedeira. A associacdo vacuolo parasitéforo-mitocdndria, disponibiliza energia
para manutencdo e desenvolvimento do parasito (BECKERS et al., 1994).

T. gondiié capaz ainda, de entrar em células hospedeiras através do mecanismo
fagocitico. A invasdo por fagocitose para Trypanosoma cruzi eT. gondiifoi descrita por
Sibley; Andrews, (2000) e ocorre em macrofagos, células dendriticase mondcitos. Segundo 0s
autores, 0s mecanismos fagociticossdo semelhantes entre os patdgenos intracelulares. Durante
a fagocitose, o T. gondiié envolvido e interiorizado pela célula hospedeira e ndo ocorre a
secrecdo de proteinas pelo parasito (MORISAKIet al., 1995). Apos a ingestdo, forma-se um
vacuolo ao redor do parasito que se converte em fagossomo ao qual, posteriormente, fundem-
se lisossomos originando uma organela denominada fagolisossomo (DESJARDINS, 1995),
que libera diversas enzimas hidroliticas capazes de destruir o parasito (SIBLEY et al., 1985;
MORISAKI et al., 1995; MORDUE; SIBLEY, 1997).

Os estagios parasitarios infectantes sdo 0s oocistos, 0s bradizoitos e os taquizoitos.
Humanos naturalmente infectam-se pela ingestdo de cistos teciduais em carne mal cozida ou
crua e/ou pela ingestdo de oocistos presentes na agua ou alimentos contaminados (DUBEY,
2010). Apo6s a ingestdo, os bradizoitossdo liberados dos cistos teciduais e 0s esporozoitos
dosoocistos, a seguir invadem a tdnica mucosa do TGI infectando enterdcitos, células
caliciformes e linfocitos intra-epiteliais (LIES) (SPEER; DUBEY, 1998). Estas duas formas
de contrair a toxoplasmose fazem da via oral a principal via de infeccdo (LIESENFELD,
2002; BARRAGAN; SIBLEY, 2003; SANT’ANA et al., 2012).

O T. gondiipode também ser transmitido pela via transplacentéaria ao feto durante a
infeccdo aguda de fémeas no periodo de gestacdo (WEISS; KIM, 2007; BLADER; SAELJ,

2009) neste caso, taquizoitos multiplicam-se assexuadamente, invadem células, e
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disseminam-se pelo sangue e linfa para todo o hospedeiro (FRENKEL, 1973; BLADER,;
SAELJ, 2009; SIBLEY et al., 2009).

Courret et al. (2006) afirmam que taquizoitos também sdo lancados na corrente
sanguinea apés o rompimento da membrana da célula invadida e carreados por
leuctcitospossibilitando a disseminacdo do parasito para outros tecidos do hospedeiro. Esta
infeccdo inicial caracteriza a fase aguda da toxoplasmose. Quando o sistema imune do
hospedeiro inicia a resposta contra os taquizoitos, o parasito sofrediferenciacdo e forma cistos
teciduais. A auséncia de taquizoitos circulantes e a presenca de cistos caracteriza a fase
cronica da doenca (FRENKEL, 1973; BLADER; SAELJ, 2009; SIBLEYet al., 2009).

2.2 Toxoplasmose

A toxoplasmose € uma zoonose de distribuicdo mundial (TENTER et al., 2000;
FLEGR et al., 2014). Estima-se que 10 - 50% da populacdo mundial sejamsoropositivos para
T. gondii(MONTOYA; LIESENFELD, 2004). No Brasil, a soroprevaléncia varia entre 50 e
80% da populacdo (CANTOSet al., 2000), em gestantes a prevaléncia atinge 50%
(FONSECA et al., 2012) chegando a 65% no noroeste do Parand (FEREZIN et al., 2013).

Segundo Wong e Remington (1993) a maioria das infec¢bes primarias pelo parasito é
assintomatica. Frenkel (1973) relata natoxoplasmose aguda febre, fadiga, dor de cabeca, e
linfadenopatia cervical como sintomas tipicos. Quando adquirida durante a gestacdo pode
trazer graves complicacbes ao feto, incluindo malformagdes e aborto (WONG;
REMINGTON, 1994; LIESENFELD, 2002; DUBEY, 2010).

A presenca do parasito ativa o sistema imune do hospedeiro que reage por meio de
citocinas expressadas pelas células de defesa. Isto promove a transi¢cdo da toxoplasmose
aguda em latente. Neste estagio da doenca, cistos teciduais sao formados e podem persistir até
o final da vida do hospedeiro sendo um sitio de reativacdo muito importante (LIESENFELD,
2002; DUBEY, 2010). Em pacientes imunocomprometidos (transplantados, portadores de
cancer e sindrome da imuno deficiéncia adquirida (SIDA), a toxoplasmose pode ser fatal
(LUFTet al. 1993; ISRAELSKI; REMINGTON, 1993).

De acordo com Liesenfeld (2002) e Barragan e Sibley (2003) os bradizoitos, no
interior de cistos, se reproduzem lentamente e sobrevivem em diversos tecidos do hospedeiro,

incluindo encéfalo, musculos e visceras intestinais. A presenca dos cistos induz a inflamagéo
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local (FLEGR, 2013) causando a producdo de anticorpos e citocinas que recrutam células do
sistema imune as quais mobilizam resposta celular do tipo Thl. Macrofagos, mondcitos,
células dendriticas e neutrofilos sdo ativados e constituem a primeira linha celular de defesa
contra T. gondii. Mondcitos e macrofagos secretam interleucina-1 (1L-1), IL-6 e IL-12, 6xido
nitrico e TNF-a. Ja as células dendriticas ao reconhecerem este patdgeno, secretam IL-12.
Estas respostas estimulama producdo de IFN-ypor células Natural Killer (NK). O IFN-y ¢é
responsavel por desencadear a atividade celular microbicida, sendo reconhecido por um
receptor especifico ligado a membrana de macréfagos, mondcitos e neutréfilos. A presenca
destas citocinas pré-inflamatérias(TNF-a, IFN-y, IL-1, IL-6 e IL-12) podem além de
neutralizar o parasito (LIESENFELD, 2002; BUZONI-GATEL; WERTS, 2006; EGAN et al.,
2012; HUNTER,; SIBLEY, 2012; COHEN; DENKERS, 2014), resultar em les6es no tecido
adjacente (FLEGR, 2013).

A infeccdo por T. gondiiem células de mamiferos, induz muitas alteragdes na
transcricdo de genes na célula hospedeira, incluindo os genes envolvidos no metabolismo de
energia e as respostas imunologicas (HUNTER; SIBLEY, 2012).Eganet al. (2012)
demonstraram que a infeccdo oral por T.gondii, desencadeia injariainflamatoria
assemelhando-se as lesdes observadas durante a doenca inflamatoria intestinal (DI1) humana
(doenca de Crohn e a Colite ulcerativa) e por outro lado a doenca de Crohn desencadeia

resposta similar a do T.gondii.

2.3 Estratos que compde a parede do intestino delgado, grosso e Sistema Nervoso Entérico:
breve descricéo

Constituindo a parede do intestino delgado e grosso podemos citar a tinica mucosa,
tela submucosa, tunica muscular e tanica serosa. Histologicamente, cada um desses estratos
apresenta particularidades e evidéncias de que o intestino de modo geral, desenvolve uma
barreira com complexas funcbes de selecdo e defesa, tanto de carater morfoldégico como
fisiologico. Dessa relacdo, decorre nossa prépria sobrevivéncia (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008).

2.3.1 Tdnica mucosa

A tlnica mucosa ¢ altamente vascularizada e composta por epitélio, lamina prépria e
muscular da mucosa (limite entre a tinica mucosa e a tela submucosa) em ambos 0s 6rgaos.

No jejuno, é possivel observar projecGes digitiformes da lamina propria em dire¢do ao limen
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intestinal, denominados vilos. Estes sdo recobertos por epitélio de revestimento simples
prismatico, conferem ao 6rgéo papel fundamental na absorcéo de nutrientes. Em funcdo desta
particularidade em relacdo ao célon, é sensato ao descrever o epitélio de revestimento do
jejuno, dividi-lo em: epitélio de revestimento das criptas e epitélio de revestimento presente
nas vilosidades (WOLSKI et al., 1999; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

O epitélio de revestimento das criptas estd em contato com a ldmina prépria no jejuno
e no colon proximal. A lamina propria é constituida por tecido conjuntivo frouxo, sendo
continua ao redor das criptas e nodulos linfaticos e abrigando diversos vasos sanguineos e
linfaticos de pequeno calibre e EGCs (subepiteliais, Figura 4b) (WOLSKI et al., 1999;
GARTNER; HIATT, 2003; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; GULBRANSEN; SHARKEY,
2012). A tanica mucosa do colon proximal apresenta diversas pregas visiveis a olho nu.
(MELLO et al., 1996). Nos espacos entre os vilos (intervilares) do jejuno encontram-se
numerosas glandulas, normalmente denominadas de criptas intestinais (WOLSKI et al.,
1999). Contudo, no colon ndo existem descri¢bes de vilos para ratos (MELLO et al., 1996).
Em ambos os 6rgdos, as criptas tém constituicdo e funcbes semelhantes, sdo glandulas
simples tubulares que circundam a base dos vilos no jejuno e continuas com as pregas
observadas no colon e se abrem como perfuracdes do revestimento interno do intestino; as
criptas respondem pela proliferacao celular do epitélio intestinal, devido a atividade mitdtica.
A maior profundidade da cripta reflete uma maior atividade proliferativa, visando garantir
adequada taxa de renovacéo epitelial (PLUSKE et al., 1997; MELLO et al., 1996; WOLSKI
et al., 1999; RUHL et al., 2001; NEUNLIST et al., 2007; BACH-NGOHOU et al., 2010).

O epitelio de revestimento das vilosidades na tinica mucosa no jejuno difere daquele
existente no colon proximal, pelo fato de ndo existir vilos no colon e a distribuicdo de
enterdcitos e células caliciformes se alternarem nos dois 6rgdos (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008).

2.3.2 Células do epitélio intestinal

2.3.2.1 Enterécitos

No epitélio de revestimento das vilosidades, as células mais numerosas sdo 0S
enterdcitos. Entretanto, no célon a distribuicdo é mais equilibrada. Os enterdcitos apresentam-
se unidos por complexos juncionais denominados complexo unitivo. Este é constituido por
trés tipos de juncdes: a juncdo de oclusdo, a juncao aderente e os desmossomos. Essas células

sdo responsaveis pela digestdo terminal de macromoléculas e absorgdo de agua e nutrientes,
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além de modificar acidos graxos em triglicerideos, carreiam nutrientes para vasos sanguineos
e linfaticos localizados na Idmina préopria (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). Os enterdcitos
também desempenham importante papel na resposta imune diante de processos inflamatorios
e infecciosos podendo funcionar como células apresentadoras de antigenos ou ainda atuar na
producdo e secrecdo de citocinas com atividade quimiotéxica e pro-inflamatoria no epitélio
intestinal (ELIA; SOUZA, 2001; SANTAOLALLA; ABREU, 2012).

Em algumas regifes, a tunica mucosa do c6lon € invadida por foliculos linfaticos que
se estendem desde a submucosa e se projetam em direcdo ao limen, apresentando areas
recobertas apenas pelo epitélio intestinal, que nestes locais é constituido por células
diferenciadas, nas quais ndo se identifica forma colunar tipica, tampouco a borda em escova

comum nos enterdcitos funcionais (MELLO et al., 1996).

2.3.2.2 Células caliciformes

O segundo tipo celular mais abundante na tunica mucosa do jejuno sdo as células
caliciformes, glandulas unicelulares com formato de célice, com sua base apoiada na lamina
basal e com seu polo apical repleto de vesiculas secretoras revestidas por membranas voltadas
para o limen intestinal, de modo a deslocar o citoplasma para a periferia da célula e o nacleo
para 0 polo basal. No colon, encontram-se distribuidas na mesma proporcdo que oS
enterdcitos. Essas células possuem a funcdo de produzir e secretar mucinas, cuja forma
hidratada ¢ o componente fundamental do muco que reveste o lumen intestinal. O muco
lubrifica e protege o epitélio contra a abrasdo e acdo da microbiota intestinal, embora tambéem
sirva como fonte de nutrientes para esses microrganismos (ELIA; SOUZA, 2001). As células
caliciformes exercem um papel importante na manutencdo da integridade do epitélio
intestinal, pois além das mucinas, produzem peptideos antibacterianos, peptideo TFF3
(trefoilfactor3) resistin-likemolecule B (RELMP), and Fc-y binding protein (Fcgbp) que atuam
no combate a antigenos luminais (BERGSTROM, et al., 2008).

2.3.2.3 Linfocitos intra-epiteliais (LIES)

LIEs representam um dos componentes do tecido linféide difuso mais extensivamente
estudado, tendo sido objeto de numerosas revisdes. Os LIEs estdo presentes no epitélio das
mucosas e expressam uma diversidade ilimitada de receptores antigénicos. Estes linfocitos
sdo considerados células efetoras da imunidade inata, atuam na defesa do hospedeiro

secretando citocinas para o recrutamento e sinalizagdo celular (ELIA; SOUZA, 2001).
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Ocorrem distribuidos entre os enterdcitos ou ainda entre enterdcitos e células caliciformes ao
longo da tdnica mucosa. Quando estimulados migram a partir da lamina prépria para o limem
(ELIA; SOUZA, 2001; GARTNER; HIATT, 2003; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008;
SANT’ANA et al., 2012).

Luangsay et al. (2003) relataram que a infeccdo oral provocada pelo T. gondii induz a
migracdo de LIEs no intestino de camundongos, como parte dos mecanismos protetores da
infeccdo e da resposta inflamatéria. A expresséo de receptores especificos para T. gondii pelos
LIEs, como o CCR5 ocorre a partir do 7° dia ap6s a infeccao.

Fenotipicamente LIEs sdo linfocitos T CD8", o contrario daqueles residentes na
lamina prépria que sdo predominantemente CD4" (JOURET et al. 1999). A ligacdo seletiva
dos LIEs através de seus receptores a proteinas CD8 indicam a apresentacao de antigenos via
MHC de classe Il caracterizando a resposta a microrganismos luminais (BJORKMAN et al.,
1997). Existem evidéncias da citotoxidade dos LIEs contra alguns tumores de linhagem
epitelial, através da producéo de TNF-B1. O papel supressor dos LIEs ¢ mediado por citocinas
que tanto contribuem para a resposta imune inata (IL-4, IL-6, IL-10) quanto para a resposta
imune celular (IL-1pB, IL-2, IL-6, TNF-a e INF-y) (KLEIN, 1995). A presenca de LIEs
qualifica os processos infecciosos do sistema digestorio (ELIA; SOUZA, 2001; COHEN;
DENKERS, 2014). Cerca de 50% dos linfocitos da mucosa intestinal de camundongos e aves
sdo LIEs e expressam os receptores yo. Essa observacao nao ¢ valida para humanos, em que

somente 10% dos LIEs expressam estes receptores (JOURET et al., 1999).

2.3.3 Tela submucosa

A tela submucosa apresenta-se como uma lamina delgada, constituida
predominantemente por feixes de fibras colagenas associados com pequenos feixes de fibras
elasticas, em geral com a presenca de numerosos vasos sanguineos e linfaticos de maior
calibre (arteriolas e vénulas) em ambos os 6rgaos. Nas areas em que estdo presentes pregas na
tunica mucosa, a tela submucosa espessa-se indo em direcdo ao dapice das pregas e,
geralmente, na base destas € permeada por vasos e ganglios nervosos. Proximo ao apice das
pregas, as fibras colagenas e elasticas estendem-se em direcdo a tunica mucosa e envolvem a
base das glandulas intestinais. Em algumas regides, sdo encontrados foliculos linfaticos

isolados ou agregados (mais frequentes no colon) (MELLO et al., 1996). Na tela submucosa,
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tanto no jejuno quanto no colon, sdo encontrados neurdnios e células da glia entérica (EGCs)

isolados e/ou reunidos em géanglios formando o plexo submucoso.

2.3.4 Sistema Nervoso Entérico

O plexo submucoso é proeminente no intestino delgado e grosso de grandes
mamiferos, como suinos e humanos, os ganglios submucosos apresentam-se interligados e
distribuidos em dois ou trés niveis: plexo submucoso interno (de Meissner) logo abaixo da
tinica mucosa, plexo submucoso externo (plexo de Schabadash) junto a camada muscular
circular e o plexo intermediario localizado entre os dois (SCHABADASCH, 1930; GUNN,
1968; HOYLE; BURNSTOCK, 1989; LOMAX, 2010; TIMMERMANS et al., 2001,
FURNESS, 2006). Em pequenos roedores, apresenta-se em um unico nivel, provavelmente
devido a menor espessura da tela submucosa (GUNN, 1968; FURNESS; COSTA, 1987,
BREHMER et al., 2010).

Juntos, o plexo mientérico presente na tunica muscular e o plexo submucoso presente
na tela submucosa formam a parte ganglionar do sistema nervoso entérico (SNE) (FURNESS,
2006) que segundo Langley (1921), é o terceiro componente do Sistema Nervoso Autdbnomo
(SNA) (Figura 3).

Plexo mientérico ~ Camada muscular

circular
Plexo muscular profundo

Plexo submucoso

Camada muscular
longitudinal

TuUnica mucosa
Muscular da
mucosa

Artéria
submucosa

Figura 3. Esquema explicando a disposicdo dos neurénios em ganglios e plexos na parede do
trato gastrintestinal (adaptado de FURNESS, 2012).
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2.3.5 Plexo submucoso

O plexo submucoso possui fibras mais finas, com ganglios menores que 0s
encontrados no plexo mientérico, contudo, sdo interconectados, tanto nas suas subdivisdes

quanto em relagdo ao plexo mientérico.

Relatos detalhados da morfologia, tamanho e a distribuicdo dos ganglios do plexo
submucoso sdo descrito nos trabalhos de Dogiel (DOGIEL, 1899apudFURNESS, 2006);
Schabadasch (1930) e Irwin (1931) para diferentes espécies, como cobaia, ovelha e gato.
Apesar da semelhanca filogenética entre os mamiferos, Hoyle e Burnstock (1989);
Timmermans et al. (2001) sugerem que o arranjo dos neurdnios submucosos seja espécie

especifica.

Os tipos funcionais de neurdnios submucosos séo: neurénios motores (excitatorios e
inibitorios), interneurdnios, neurdnios intrinsecos primarios (IPANS) e neur6nios intestino
fugais (IFANs). Com base no codigo quimico, varios neurotransmissores foram descritos.
Dentre eles destacam-se adenosina trifosfato (ATP), 6xido nitrico (NO), Substancia P e o
Polipeptideo intestinal vasoativo (VIP) (FURNESS, 2006).

O VIP liga-se a receptores presentes em células musculares, células imunologicas,
enterdcitos e celulas caliciformes, modulando a vasodilatacdo, inflamacdo, proliferacdo
celular e liberacdo de mucinas, respectivamente (WEBER et al., 2001; NEUNLIST et al.,
2003; EKBLAD et al., 2004; TOUMI et al., 2004; FURNESS, 2006; SAVIDGE et al., 2007;
NEUNLIST et al., 2013). Os neurdnios VIPérgicos representam 45% da populacdo neuronal
submucosa (FURNESS; COSTA, 1987) atuam ainda sobre outros neurdnios (FURNESS,
2006) e células da glia entérica (EGCs) (NEUNLIST et al., 2013).

A semelhanca do plexo mientérico, o plexo submucoso é constituido por neurdnios e
EGCs (FURNESS, 2006; SAVIDGEet al., 2007; GULBRANSEN; SHARKEY 2012;
NEUNLIST et al., 2013).

Hanani e Reichenbach, (1994) foram os primeiros a propor uma Unica classificacao
para a populacdo de EGCs baseando-se em diferencas morfoldgicas com os astrocitos.
Descreveram tipo | e tipo Il. O primeiro representa aquelas presentes dentro dos ganglios dos
plexos mientérico e submucoso - intraganglionares. O tipo Il refere-se aquelas dispostas

dentro dos feixes de fibras nervosas que conectam os plexos entéricos - interganglionares.
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Gulbransen e Sharkey (2012), revisando os estudos de Savidge et al. (2007) e
Vanderwinden et al. (2003) sugeriram os tipos 1l e IV baseando-se na morfologia e também
em aspectos bioquimicos e moleculares. O tipo Il representa as EGCs localizadas na tdnica
mucosa. Consideradas subepiteliais e o tipo 1V refere-se aquelas associadas as fibras nervosas

dentro das camadas longitudinal e circular na tanica muscular (Figura 4).
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Figura 4. Esquema mostrando a disposicdo e classificacdo das células da glia
entérica.Subpopulac6es de células da glia entérica dispostas na parede do trato gastrintestinal
(a), populacdo de células de glia entérica na ldamina propria da tdnica mucosa (b) também
denominadas subepiteliais; Em (c)células da glia entérica presentes em ganglios nervosos e
(d) células da glia entérica entre as fibras musculares lisas (GULBRANSEN; SHARKEY,
2012).

Esta classificacdo nos auxilia a compreender suas fungdes. Como cada subpopulacao
reside em compartimentos distintosda parede do intestino, este provavelmentedetermina o
fendtipo destas células (GULBRANSEN; SHARKEY, 2012).

Vaérios autores demonstraram que ha diferenca na expressdo de receptores (NASSER
et al., 2006; COSTAGLIOLA et al., 2009) e funces (MAUDLEJ; HANANI,1992; RUHL et
al., 2004) mesmo entre EGCs intraganglionares em ambos os plexos e em diferentes regides
do intestino.As EGCs sdo semelhantes aos astrocitos em aspectos morfologicos e funcionais
(RUHL et al., 2004; GULBRANSEN; SHARKEY,2012). Ambos expressama proteina glial
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fibrilar &cida, avimentina, a glutamina sintetase (De WINTER; De MAN, 2010) e aproteina
estrutural S-100B (marcador pan glial) (FERRI et al., 1982), possuem receptores e produzem
citocinas como IL-1B, IL-10 (RUHL et al., 2001), TGF-B1 (NEUNLIST et al., 2007).

Atuam na defesa da tunica mucosa, interagem com a microbiota intestinal
(NEUNLISTet al., 2013; COHEN; DENKERS, 2014) participam na motilidade (BASSOTTI
et al., 2007), na inflamacdo (BUSH et al., 1998; SAVIDGE et al., 2007; VON BOYEN et al.,
2011), na neuroprotecdo (CABARROCAS et al, 2003; DE GIORGIO et al., 2012),
gliogénese, neurogénese e neuromodulagdo (GULBRANSEN; SHARKEY, 2012).

As EGCsformam junto com neurdnios submucosos e celulas epiteliais uma unidade
glial-neuronal-epitelial (NEUNLIST et al., 2013). Desempenhampapel decisivo na
manutencdo da integridade da barreira epitelial, regulacéo da resposta imune e proliferacéo
celular na tGnica mucosa (BUSH et al., 1998; RUHL et al., 2001;CABARROCAS et al.,
2003; NEUNLIST et al., 2003; NEUNLIST et al., 2007; SAVIDGE et al., 2007; VAN
LANDEGHEM et al., 2009; BACH-NGOHOU et al., 2010; NEUNLIST et al., 2013; YU,; LI,
2014).

A deplecdo de EGCs em camundongos provoca um quadro de jejunoileite fulminante
em apenas duas semanas. Esse quadro € independente de processos infecciosos, sendo o
mesmo caracterizado por degeneracdo de neurb6nios mientéricos e hemorragia intestinal
(BUSH et al., 1998). A reducdo de EGCs ou sua menor atividade esta relacionada as
caracteristicas histopatoldgicas da enterocolite necrosante (CORNET et al., 2001; SAVIDGE
et al., 2007), doenca inflamatoria intestinal (CABARROCAS et al., 2003), sindrome do

intestino irritavel, diabetes e doencas autoimunes (SAVIDGE et al., 2007).

2.3.6 TuUnica muscular

A tunica muscular no jejuno é formada por duas camadas de musculo liso: uma
camada orientada no sentido longitudinal (externa) e outra no sentido circular (interna). Essas
fibras musculares sdo inervadas por neurbnios organizados em ganglios formando o plexo
mientérico, situado entre suas duas camadas (FURNESS, 2006). No colon, a tanica muscular
voltada para a face mesocolica, possui uma unica camada constituida por fibras musculares
com disposicdo circular. Entre as fibras musculares observa-se feixes de fibras colagenas
dispostas obliqguamente e muitas fibras elasticas praticamente transversais em relacdo as fibras
musculares. No extremo oposto, ou seja, na face antimesocélica, a tunica muscular também se

apresenta constituida apenas pela camada circular. Lateralmente as faces mesocoélica e
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antimesocolica (regiGes intermediarias), a tunica muscular apresenta duas camadas distintas,
uma orientada no sentido longitudinal (externo) e outra no sentido circular (interna). Os
ganglios do plexo mientérico, nas faces mesocolica e antimesocdlica, localizam-se entre as
fibras musculares e o tecido conjuntivo subseroso. Nas regides intermediarias, os ganglios séo
encontrados entre as duas camadas de musculo liso e por vezes, entre as fibras musculares do
estrato circular (MELLO et al., 1996; FURNESS, 2006).

2.3.7 Tlnica serosa

A tlnica serosa a partir da flexura duodeno-jejunal € formada por duas laminas de
tecido conjuntivo que recobre externamente todo o 6rgdo e permite que artérias, veias e
nervos penetrem sua estrutura (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). No célon a parte proximal
encontra-se presa a parede abdominal pelo mesocolo, sendo histologicamente identificados
dois folhetos externos delgados, onde séo observados feixes de fibras colagenas e elasticas.
Infiltrados adiposos séo encontrados permeando os folhetos. Em meio ao tecido adiposo, sdo
encontradas artérias, veias e nervos (MELLO et al., 1996).

2.4Respostas intestinais a diferentes modelos experimentais de infecgdo por Toxoplasma
gondii

Estudos previos realizados por nosso grupo de pesquisa mostraramque a infecgdo oral
pelo T. gondii pode causar alteragdes quantitativas e morfométricas em neurdnios entéricos

bem como na estrutura da parede intestinal.

Sugauaraet al. (2008) demonstraram quendo houve perda neuronalno plexo mientérico
do ileo e no célon de ratos inoculados com 10 mil taquizoitos da cepa M7741 (genotipo 1)
de T. gondiipor via oralmantidos por 24 horas e 30 dias. No ileo, os neurbnios sofreram
atrofia na fase crénica (30 dias) da infeccdo, enquanto que nenhuma alteracdo ocorreu na fase
aguda (24 horas). J& no colon descendente, 0s neurdnios tornaram-se hipertroficos na fase

crénica da infeccdo, em oposicédo a atrofia observada na fase aguda.

Utilizando outro estagio parasitario e gendtipo deste parasito, Sugauara et al. (2009)
relataram hipertrofia em neurdnios no plexo mientérico do ileo,enquanto nenhuma alteracéo
morfométrica foi observada no colon descendente de ratos infectados com 20 cistos teciduais
da cepa ME-49 de T. gondii(gendtipo Il). Contudo, ndo foram descritas perdas neuronais em

ambos 0s 6rgdos apds 24 horas de infec¢éo.
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Shiraishi et al. (2009) estudando os efeitos da toxoplasmose sobre a morfometria da
parede intestinal e a dinAmica de mucinas secretadas no ileo de frangos de corte inoculados
com cistos teciduais da cepa ME-49 (gendtipo I1) e com 1000 oocistos da cepa M7741
(genotipo 111) de T. gondii durante 60 dias, observaram aumento da espessura da parede
intestinal, sobretudo na tdnica mucosa, tunica muscular e muscular da mucosa, além de
aumento na secre¢io de mucinas neutras (PAS®) nos animais infectados com da cepa de
genotipo 1l. Naqueles inoculados com a cepa do gend6tipo 111, os autores relataram reducdo da

espessura da tunica mucosa e aumento na secre¢do de mucinas neutras.

Bonapaz et al. (2010) investigando o duodeno de frangos de corte inoculados por via
oral com 1000 oocistos da cepa M7741 de T. gondii (gen6tipo I11) e mantidos por 60 dias,
relataram que estes apresentaram diarréia e infiltrados inflamatdérios na tunica mucosa,
reducdo da espessura da parede intestinal e aumento do nimero das células caliciformes.
Reducéo de 70% da densidade dos neurdnios no plexo mientérico evidenciados com a técnica

de Giemsa e atrofia da area do corpo celular, citoplasma e ndcleo dos remanescentes.

Braga et al. (2011) com a mesma condicdo experimental adotada por Shiraishi et al.
(2009), descreveram alteracdes na tinica mucosa, tela submucosa e tanica muscular do célon
de frangos de corte. Os autores destacaram que os frangos inoculados com a cepa do genétipo
Il foram os que apresentaram maiores alteracdes. Os autores demonstraram atraves de cortes
histoldgicosa presenca de cisto tecidual do parasito na tela submucosa 60 dias apos a

inoculacgéo.

No jejuno de suinos inoculados com 5000 oocistos da cepa M7741 (gendtipo I11) de T.
gondii, Silva et al. (2010) descreveram atrofia aos 30 dias e hipertrofia da parede deste 6rgédo
aos 60 dias ap6s a infeccdo. Tanto na atrofia quanto na hipertrofia, a tunica mucosa foi o
estrato que mais sofreu com a infeccdo. Ndo foram observadas alteragdes na dindmica da
producdo e liberacdo de mucinas. Por outro lado, a infeccdo toxoplasmica provocou reducdo

no niimero de LIEs aos 60 dias.

Com esta mesma condicdo experimental, Odorizzi et al. (2010) demonstraram
alteracdes quantitativas e morfométricas em subpopulacdes neuronais no plexo mientérico do
jejuno destes animais. Os autores relataram o aumento do nimero de neurdniosNADPH-dp
(nitrérgicos) acompanhado por hipertrofiada area do corpo celular, citoplasma e nicleo. Por

outro lado, os autores demonstraram redugdo de cerca de 50% do numero de neurbnios
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NADH-d(metabolicamente mais ativos) e reducdo de sua area nuclear ap6s 30 dias de
infeccdo. Os autores relatam também presenca de sinais clinicos como a diarreia nos animais

infectados a partir do 13° dia.

Pereira et al. (2010) estudando a populagdo neuronal metabolicamente mais ativa
NADH-d (NADH-diaforase) no plexo mientérico do jejuno de ratos inoculados com 500
oocistos da cepa M7741 (gendtipo 111) de T. gondii, relataram que apds 24 horas (infeccéo
aguda) aanalise macroscopica ndo demostrou alteracbes no 6rgdo. Analise quantitativa
demonstrou que a inoculacdo de 500 oocistos deste parasito ndo foi capaz de provocar
alteragcBes em neurdnios NADH-dno plexo mientérico em um periodo de 24 horas. Por outro
lado, foi suficiente para provocar alteraces morfométricas no corpo celular (hipertrofia), no
nucleo (atrofia) e no citoplasma (hipertrofia) destes neurdnios.

Hermes-Uliana et al. (2011) demonstraram que a infeccdo crbnica induzida por T.
gondii causa alteracGes neuroplasticas no plexo mientérico do jejuno em ratos.Os autores
inocularam em ratos500 oocistos da cepa M7741 (genotipo 111) de T. gondiie os mantiveram
por 30 e 90 dias infectados. Ndo foram encontradas alteracbes quantitativas na populacdo
neuronal total evidenciada com a técnica de Giemsa e na subpopulacdo de neurdnios
nitrérgicos NADPH-diaforase (NADPH-d). Entretanto, ambas as populacfes neuronais
sofreram alteracdes plasticas, com atrofia nos neurénios evidenciados pelas duas técnicas nos
ratos do grupo inoculado e mantido por 30 dias, e uma tendéncia para a hipertrofia neuronal
naqueles inoculados e mantidos por 90 dias. Contudo, os ratos ndo apresentaram sinais

clinicos da toxoplasmose ou lesdes macroscépicas e microscopicas na parede do jejuno.

Zaniolo et al. (2012) demonstraram que a infecgdo toxoplasmica provoca alteracdes
morfoldgicas nos neurénios mientéricos do ceco de ratos.Ratos foram inoculados oralmente
com 100 mil taquizoitos da cepa BTU IV (gen6tipo 1) ou com a mesma quantidade de
taquizoitos da cepa BTU Il (gendtipo I11). Os autores demonstraram que ambas as cepas
foram capazes de provocar alteracbes morfométricas nos neurdénios mientéricos do ceco.
Entretanto, somente a cepa do gendtipo | foi capaz de provocar perda neuronal no segmento

estudado.

Sant’ana et al. (2012) relataram que infecgdo cronica induzida por T. gondiicausou
reducdo de 28,3% dos neurbnios VIP-IR submucosos e atrofia da area dos corpos celulares

dos remanescentes. Segundo os autores, a infeccdo toxoplasmica promove alteragcBes na
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tinica mucosa de ratos. Ao avaliar a tlnica mucosa, os autores relataram reducdo 12,7% de
células caliciformes que produzem mucinas neutras (PAS"), as que produzem e secretam
mucinas acidas (sulfomucinas - AB pH 1,0%) diminuiram 18,3%. Os autores atribuiram estes
achados a infeccdo causada pelo protozoario. Ndo houve alteracGes quantitativasnos LIEs da
tinica mucosa do jejuno de ratos infectados com 500 oocistos da cepa ME-49 (gendtipo I1)

deT. gondiipor 36 dias.

Diante destes resultados, observamos que as alteracbes na morfologia da parede
intestinal e em neurdnios entéricos sdo correlacionadas entre si e dependentes daviruléncia do

parasito, estagio parasitarioutilizado, da duracdo da infeccdo e da espécie de hospedeiro.
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Resumo

A secrecdo no epitélio intestinal é coordenada pela acdo do plexo submucoso sob a producéo
de mediadores quimicos que regulam a mucosa intestinal no intuito de ampliar a resposta
imunobiologica, facilitar o transito intestinal e promover uma acdo direta a agentes
infecciosos, dentre eles o Toxoplasma gondii, agente da toxoplasmose, que se encontra
distribuido mundialmente. No presente estudo objetivou-se analisar os efeitos da infeccéo
crénica pelo T. gondiisobre a morfologia da tunica mucosa e de neurbnios entéricos
submucosos do colon proximal de ratos. Foram utilizados 20 Rattus norvegicus com 60 dias
de idade, distribuidos em grupo controle (GC) e grupo infectado (Gl). Os animais receberam
por via oral 500 oocistos da cepa ME-49 de T. gondii. Apds 36 dias, os animais foram mortos
e amostras dos colons proximais foram fixadas e submetidas ao processamento histologico
para avaliacdo da tunica mucosa, e as técnicas de Giemsa e imunorreatividade ao VIP (VIP-
IR) para evidenciacdo neuronal. Apos 36 dias, a populacdo total de neurénios evidenciados
por Giemsa reduziu em 16,20%. Os neurdnios VIP-IR aumentaram em 25,95% e os linfocitos
intra-epiteliais aumentaram em 62,86%. As células caliciformes produtoras de sulfomucinas
reduziram em 22,87%. Houve aumento na espessura da tunica mucosa e das profundidades
das criptas em 48,14% e 43,02%, respectivamente. Conclui-se que a infecgcdo cronica pelo T.
gondii induz morte e hipertrofia em neurdniosentéricos submucosos remanescentes e
alteracdes na tunica mucosa no colon proximal de ratos.
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1 Introdugdo

A toxoplasmose € uma das zoonoses parasitarias mais comuns, tanto no homem, como
nos animais, apresentando ampla distribuicdo geografica. Estima-se que mais de um terco da
populacdo humana ja foi infectada pelo parasito Toxoplasma gondii, protozoario pertencente
ao filo Apicomplexa e causador dessa doenca (Sibley 2003; Weiss e Kim 2007; Flegr et al.
2014). A principal forma de infeccdo dos hospedeiros intermediarios se da por via oral, pela
ingestdo de oocistos liberados pelas fezes de felideos, que podem estar presentes no solo, na
agua e nos alimentos (Dubey et al. 1997; Speer e Dubey 1998). Ap6s a ingestdo, 0s 00cCistos
chegam ao trato gastrointestinal e encontram a superficie da mucosa intestinal (Jackson e
Hutchison 1989; Weiss e Kim 2007), constituida de células epiteliais que desempenham um
importante papel na funcdo de barreira mecanica as agressdes do meio externo (Neunlist et al.
2013; Cohen e Denkers 2014).

No epitélio intestinal, destacam-se entre 0s enterocitos, linfocitos intra-epiteliais (LIES)
que por estarem muito proximos da superficie mucosa exercem um papel inicial na imunidade
das mucosas contra patdgenos e outros antigenos (Elia e Souza 2001; Cohen e Denkers 2014).
Também neste epitélio estdo as células caliciformes, responsaveis pela producéao e liberacéo
de mucinas, que em contato com o lumen formam um filme que lubrifica e protege o epitélio
intestinal contra patdégenos (Deplancke e Gaskins 2001; Foong e Bornstein 2009; Gwynne et
al. 2009). Estas células e a composicdo das mucinas secretadas sofrem alteracdes em resposta
a infeccdo por microrganismos e parasitos incluindo o T. gondii(Deplancke e Gaskins 2001;
Moal e Servin 2006; Shiraishi et al. 2009; Sant’Ana et al. 2012).

Nossos estudos anteriores demonstraram que a infecgdo pelo T. gondiiinduz diversas
alteracdes morfométricas na parede intestinal e em neurdnios entéricos correlacionados entre
si e em diferentes animais como: gatos (Da Silva et al. 2010); suinos (Odorizzi et al. 2010;
Silva et al. 2010); frangos (Shiraishi et al. 2009; Bonapaz et al. 2010; Braga et al. 2011); e
ratos (Hermes-Uliana et al. 2011; Sant’Ana et al. 2012).

O sistema nervos entérico (SNE) é formado por dois plexos ganglionados: o
mientérico e o submucoso (Furness 2012). Ambos sdo constituidos por neurénios e células da
glia (Neunlist et al. 2013). O primeiro controla a motilidade intestinal, o segundo coordena o
fluxo sanguineo e a secrecdo da tunica mucosa (Furness 2012). As funcdes do plexo

submucoso dependem de alguns neuromediadores, dentre eles, o polipeptideo intestinal
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vasoativo (VIP) o qual induz a vasodilatacdo e modula a liberacdo de mucinas, controla a
proliferacdo de células caliciformes, enterdcitos e linfocitos na lamina prépria e na tela
submucosa. Os neurbnios VIPérgicos representam 45% da populacdo neuronal submucosa.
No entanto, sdo poucos o0s estudos que avaliam as alteragdes quantitativas e morfométricas da
tinica mucosa, da tela submucosa e de neurdnios do plexo submucoso em integracdo com
pardmetros quantitativos referentes a células caliciformes, enterdcitos, LIEsS, populagéo total
de neurbnios e subpopulacdo VIPérgica em infecgdes crénicas provocada por oocistos de T.
gondiie os existentes sdo restritos ao intestino delgado (Sant’Ana et al. 2012).

Diante do interesse em compreender os danos causados pelo parasito e as respostas
locais frente & infeccdo pelo T. gondiirealizamos este trabalho com o objetivo de avaliar 0s
danos apresentados na fase cronica pela tunica mucosa, tela submucosa e neurénios do plexo
submucoso do célon. Buscamos também avaliar e compreender as respostas adaptativas e de
defesa de natureza morfoldgica e quantitativa presentes na populacao total de neurdnios e na

subpopulacéo VIPeérgica, em integracdo com os LIEs, células caliciformes e enterocitos.

2 Material e métodos

Delineamento experimental

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Experimentacdo Animal (CEPEEA) da Universidade Paranaense (Protocolo n°® 12361/2008)
(Anexo 1).

Foram utilizados 20 Rattus norvegicus Wistar machos, com 60 dias de idade e massa
corporal de 258,58 + 13,64 g. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos
experimentais (n=10): grupo controle (GC) e grupo infectado (GI) experimentalmente com

oocistos do Toxoplasma gondii, da cepa ME-49 (gendtipo I1).

Para obtermos 0s oocistos, trés gatos (Felis catus) foram inoculados por via oral com
cistos teciduais de T. gondiicepa ME-49 (genotipo Il) isolados de camundongos (Mus
musculus) infectados. Fezes dos gatos foram coletadas durante os sete primeiros dias apos
inoculacdo. Os oocistos foram concentrados utilizando o método de Sheather e esporulados

em solucdo de &cido sulfurico a 2%(Sloss et al. 1999).
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Inoculagéo

Os ratos do GC receberam por via oral, um mL de solucdo salina estéril. Os ratos de
GI receberam pela mesma via 500 oocistos esporulados do T. gondiiressuspendidos em um
mL de solucdo salina estéril. Ambos os grupos foram mantidos por 36 dias em um biotério
setorial com temperatura e luminosidade controladas, recebendo racdo comercial para

roedores e agua ad libitum.
Eutanésia e coleta do colon proximal

Trinta e seis dias ap06s a infeccdo (dpi) os ratos foram submetidos a eutanasia por
aprofundamento anestésico com vapor de halotano (Vivas et al. 2007). Ap6s a necrépsia, 0

célon proximal foi retirado, mensurado, lavado e fixado.
Deteccéo de anticorpos séricos

Coletou-se sangue de todos os animais no inicio e fim do experimento. O soro foi
submetido ao método de aglutinacdo direta (MAD) (Desmonts e Remington 1980), com

objetivo de detectar a presenca de anticorpos 1gG anti - T. gondii.
Técnica de Giemsa

Um segmento de cincocm do cdlon proximal de cada rato foi lavado com solugéo
salina a 0,9% (pH 7,2), preenchidos e imersos em solucdo fixadora de formol acético por
48horas para evidenciacdo da populacdo neuronal total. Apos, foram dissecados, com auxilio
de estereomicroscopio com transiluminacéo, retirando as tanicas mucosa e muscular, restando
apenas a tela submucosa para a exposicdo do plexo submucoso. Os preparados totais de tela
submucosa foram corados com solucdo corante de Giemsa em tampao fosfato de Sorense
(Barbosa 1978).

Andlise quantitativa e morfométrica dos neurdnios submucosos

Foram contados todos os neurfnios evidenciados em 50 campos microscopicos
(0,24mm?#/campo) para cada rato. A contagem foi realizada diretamente ao microscopio

fotbnico (Motic BL) com ampliacdo de 400X.
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Foram mensuradas as areas do corpo celular e do nacleo de 100 neurénios, de cada rato.
A é&rea do citoplasma foi calculada a partir da diferenca entre essas areas. Além disso,
determinou-se a razdo entre a area do nucleo e a area do corpo celular. A mensuracdo foi
realizada com o auxilio de um microscépio fotdbnico, com objetiva de 100X, acoplado ao
sistema de analise de imagem Motic Images Plus,versdo 2,0.

Técnica imunohistoquimica para neuronios VIP

Outro segmento de cinco cm do célon proximal foi lavado com tampdo fosfato
salinado (PBS) 0,1M pH 7,4. O segmento foi preenchido com fixador de Zamboni (Stefanini
et al. 1967) e fixado por 18 horas a 4°C. Ap0s fixacdo, o segmento foi aberto ao longo da
borda mesocdlica e sucessivamente lavado em solucdo aquosa de etanol 80° para remocédo
completa do fixador. Realizou-se a desidratacdo em série ascendente de etanol (95° e 100°),
diafanizacdo em xilol e reidratacdo em série descendente de etanol (99,2°, 90°, 80°, 50°) e
estocado em PBS com azida sodica 0,04% a 4°C. Os segmentos foram fracionados em
amostras de um cm e dissecados com auxilio de estereomicroscépio com transiluminacao,
retirando as tunicas mucosa e muscular, mantendo apenas a tela submucosa para a exposi¢cédo
do plexo submucoso. Os preparados totais foram lavados com PBS 0,1M mais Triton 0,3%
por cinco minutos, e incubados em solucdo de bloqueio de soro de cabra mais BSA 2% por
duas horas. Em seguida foram incubados em solucdo contendo anticorpo primério anti-VIP
produzido por coelho (1:200, Peninsula Labs, USA), permanecendo sob agitacdo em
temperatura ambiente por 48 horas. Depois deste periodo os preparados foram lavados trés
vezes com PBS 0,1M por cinco minutos, realizou-se a incubacdo em solucdo com anticorpo
secundario anti-coelho conjugado com fluoresceina (1:500, Alexia fluor 488; Molecular
Probes) sob agitacdo em temperatura ambiente protegidos da luz durante duas horas. Em
seguida, foram lavados trés vezes em PBS 0,1M por cinco minutos, e montados em laminas e

laminula com anti-Fade e armazenados em refrigerador (Costa et al. 1980).
Andlise quantitativa e morfométrica dos neurdnios VIP-IR

Foram contados todos os neurénios VIP imunorreativos (VIP-IR) presentes em 20
campos microscépicos (0,084mmz/campo) em imagens capturadas por camera de alta
resolucdo (AxioCam Zeiss, Jena, Alemanha®) acoplada a microscépio de luz (Axioskop Plus
Zeiss®) com filtros para imunofluorescéncia (FITC) e objetiva de 20X e 40X. Foram

mensuradas as areas (Um?) de 100 corpos celulares dos neurdnios VIP-IR (Alves et al. 2010)
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A partir do célculo da area do corpo celular dos neurdnios evidenciados pelas diferentes
técnicas foi possivel dividi-los em classes. As imagens foram transferidas para
microcomputador e analisadas com o software Image-Pro Plus (Media Cybernetics, Silver
Spring, MD, EUA®). Fotomicrografias foram elaborados através de imagens obtidas em
microscépio Confocal (LSM 5 Pascal, Zeiss®).

Processamento e andlise histoldgica

Um anel de dois centimetros do c6lon proximal de cada rato foi fixado em Bouin e
submetido & rotina histologica. Foram obtidos cortes transversais semi-seriados de 4pm,
corados com Hematoxilina e eosina (HE) para quantificacdo dos enterdcitos e linfocitos intra-
epiteliais; Periodic acid shiff (PAS) + solucdo de didstasepara deteccdo de mucinas neutras e
sialomucinas labeis; alcian-blue (AB) pH 2,5para deteccdo de sialomucinas e sulfomucinas; e
alcian-blue (AB) pH 1,0 para detecgéo de sulfomucinas (Myers et al.2008).

Contagem de LIEs e células caliciformes

Foram contadas 2500 células epiteliais na tunica mucosa de cada rato e os LIES
presentes entre estas células. A partir do nimero de LIEs neste intervalo, calculou-se a
proporcao de LIES/100 células epiteliais. Para isso, foram necessarias 16 imagens da tunica
mucosa de quatro laminas, sendo uma imagem/quadrante/lamina coradas por HE (Chott et al.
1997). Este mesmo procedimento foi adotado para quantificar as células caliciformes
(Hernandeset al. 2003) coradas por diferentes técnicas (PAS, AB pH 2,5 e AB pH 1,0).

Andlise morfométrica da tdnica mucosa

Com imagens ampliadas com a objetiva de 20X mediu-se a espessura da tunica
mucosa e profundidade das criptas, e com a objetiva de 100X mensurou-se a altura e a
largurados enterdcitos mensurados em trés pontos (&pice, meio e base). Foram realizadas 80
medidas de cada estrutura, distribuidas uniformemente em toda a circunferéncia do colon

proximal de cada rato.

Imagens foram obtidas e analisadas atraves de uma camera digital (Moticam 2000, 2.0
Megapixel®) acoplada a um microscépico de luz trinocular, equipado com sistema de anélise

de imagem (Motic Image Plus, versio2.0®).
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Analise estatistica

Os dados foram tabulados e submetidos ao teste D" Agostino-Pearson e/ou de Shapiro-
Wilk para verificar o tipo de distribuicdo. Dados com distribuicdo normal sdo apresentados
como média = desvio padrdo. Neste caso, para comparar 0S grupos, utilizou-se teste-t de
Student, para a comparagdo entre dois grupos considerando a=0,05. Foi utilizado o programa

BioEstat 5.0 (Ayres et al. 2007).

3 Resultados

A efetividade da infecgdo foi confirmada pela presenca de anticorpos séricos IgGanti-
T. gondii.Os animais do GC mantiveram-se susceptiveis a infeccdo. Além disso, foi
observado ao longo do experimento que os animais infectados apresentaram fezes pastosas.

No GlI, os neurbnios submucosos evidenciados por Giemsa sofreram reducdo de
16,20% em seu ndmero, porem aumentaram as areas dos corpos celulares em 11,81%, do
citoplasma em 13,89% e do nucleo em 9,05%. Os neurdnios submucosos VIP-IR aumentaram

sua densidade em 25,95% e as areas dos corpos celulares em 15,70% (Tabela 1).

O numero de neurdnios distribuidos por classes de acordo com a area do corpo celular
estdo apresentados nas Figuras 1 e 2 para neurdnios evidenciados por Giemsa e VIP,

respectivamente.

Os LIEs apresentaram aumento na propor¢do de 62,86% presentes na tdnica mucosa
do GI. As células caliciformes produtoras de sulfomucinas sofreram reducéo significante em
sua proporcao (22,87%) enquanto as produtoras de sialomucinas e mucinas neutras tiveram

seu nimero aumentado sem, contudo, alcancar significancia estatistica (Tabela 2).

No GlI, a espessura da tunica mucosa e a profundidade das criptas tiveram aumento
significante de 48,14% e 43,02%, respectivamente. Os enterdcitos ndo apresentaram

diferencas entre os grupos (Tabela 3).
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Tabela 1. Média + desvio padrdo da densidade de neurdnios do plexo submucoso por mm2,
das areas do corpo celular, citoplasma, nucleo e da razdo entre a area do nucleo e do corpo
celular de neurdnios submucosos evidenciados pela técnica de Giemsa e imunorreativos ao
Polipetideo Intestinal Vasoativo (VIP-IR) do c6lon proximal de ratos do grupo controle (GC)
e do grupo infectado (GI) com 500 oocistos de Toxoplasma gondii da cepa ME-49 (gendtipo

).

Técnicas/ GIEMSA VIP-IR
Grupos GC Gl GC Gl
Neurdnios/mm? 331,55 + 46,65° 277,84 +5531° 155,01+ 14,73° 195,35 + 40,05°
glon';f)o celular 17887 + 7379 200,01+ 80,66° 420,88+ 13332° 486,98 + 137,79"
Citoplasma (um?) 102,30 + 44,46° 116,51 + 50,22° - -
Ncleo (um?) 76,57 + 29,61 83,50 + 30,98° - -
Razdo 0,75 + 0,05° 0,72 +0,07° - -

Valores seguidos por letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os grupos
p< 0,05.

Tabela 2. Média * desvio padréo da propor¢do de linfcitos intra-epiteliais (LIES) e células
caliciformes/100 células epiteliais presentes na tanica mucosa do colon proximal de ratos do
grupo controle (GC) e do grupo infectado (GI) com 500 oocistos de Toxoplasma gondii da
cepa ME-49 (gendtipo I1).

Cells Técnicas GC Gl
LIEs HE 11,39 + 0,64 18,55 + 2,06
PAS 22,61 +1,43° 26,57 +3,04°
Células caliciformes AB pH 1,0 24,57 + 3,05° 18,95 + 2,36°
AB pH 2,5 23,23 +6,58° 26,54 +2,74°

Valores seguidos por letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os grupos
(p< 0,05).

Tabela 3. Média + desvio padrdo de mensuracfes da tanica mucosa do colon proximal de
ratos do grupo controle (GC) e do grupo infectado (GI) com 500 oocistos de Toxoplasma
gondii da cepa ME-49 (gendtipo I1).

Parametros (um) CG Gl
TuUnica Mucosa 164,89 + 20,04 * 244,27 +28,98°
Profundidade de Cripta 58,85+ 10,43 ° 84,17 + 18,00 "
Altura de Enterécitos 20,12+1,86° 20,41 +3,36°
Largura de Enterécitos 6,54 +0,36 ° 6,35+0,62°

Valores seguidos por letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa entre os grupos
(p< 0,05).
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Figura 1. Distribuicdodos neurdnios submucosos do colon proximal de ratos em classes de
acordo com a area do corpo celular do grupo controle (GC) e do grupo infectado (GI) com500
oocistos de Toxoplasma gondii da cepa ME-49 (gendtipo Il).Asteriscos indicam diferenca
significativa entre as colunas de uma mesma classe (p< 0.05).
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Figura 2.Distribuicdodos neurdnios submucosos do célon proximal de ratos em classes de
acordo com a area do corpo celular do grupo controle (GC) e do grupo infectado (GI) com500
oocistos de Toxoplasma gondii da cepa ME-49 (gendtipo I1).Asteriscos indicam diferenca
significativa entre as colunas de uma mesma classe (p< 0.05).
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Figura 3. Fotomicrografias da tunica mucosado célon proximal de ratos coradas pelas
técnicas de HE (A e B)e Alcian-Blue pH 1,0 (C e D), do grupo controle (GC) e do grupo
infectado (GI) com500 oocistos de Toxoplasma gondii da cepa ME-49 (geno6tipo I1).

Figura 4. Fotomicrografias de preparados totaisdo plexo submucoso do coélon proximal de
ratosdo grupo controle (GC) e do grupo infectado (GI) com500 oocistos de Toxoplasma
gondii da cepa ME-49 (genotipo 1), evidenciados pelas técnicas de Giemsa (A e B) e VIP-

IR(C e D).
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4 Discussao

Foram detectados anticorpos séricos anti-T. gondiiem todos os ratos infectados
utilizados neste estudo. Com o mesmo modelo de infec¢io experimental, Sant’Anaet al.
(2012) relataram a presenca de anticorpos séricos anti-T. gondiie reisolamento de cistos
teciduais em camundongos. No presente estudo, analisamos os diferentes constituintes da
tinica mucosa apos a infeccdo oral pelo T. gondiija que o parasito atravessa a tinica mucosa
para alcancar 0s vasos sanguineos e linfaticos da tela submucosa (Barragan e Sibley 2003).
Verificamos que neste trajeto, o parasito provoca alteracfes teciduais como ja descrito para
outras espécies de hospedeiros (Dunay e Sibley 2010; Cohen e Denkers 2014) e em LIEs e

neurdnios do plexo submucoso do intestino delgado de ratos (Sant’Anaet al. 2012).

A reducdo dos neurdnios submucosos do grupo infectado sugere que a infeccédo pelo T.
gondiifoi a principal responsavel pela morte de 16,20% da populag&o neuronal total.

Frente aos nossos resultados, questionamos quais seriam 0s motivos que levam
neurdnios entéricos a morte? Varios estudos demonstraramque o T. gondiiusa a celula
hospedeira para replicagdo sem induzi-la a morte. Este parasito possui a capacidade de
modular a expressdo de genes que regulam e inibem a apoptose (Hwang et al. 2010; Dos
Santos et al. 2011; Liu et al. 2013; Contreras-Ochoa et al. 2013). Células invadidas pelo T.
gondiibuscam elimina-lo enquanto o parasito, como parte de um dos mecanismos de evasao a
resposta imune, no primeiro momento, evita apoptose da célula hospedeira para que possa se
reproduzir (Goebel et al. 2001; Hwang et al. 2010; Dos Santos et al. 2011; Contreras-Ochoa
et al. 2013). Nestas celulas, o parasito associa-se por meio de seu vacuolo parasitéforo a
mitocéndrias, de onde obtém energia (Beckers et al. 1994; Mercier et al. 2002; Hajj et al.
2007) para sua replicacdo e desenvolvimento (Arrizabalaga 2011; Carmen e Sinai, 2011). Por
outro lado, o parasito pode provocar disfungdes mitocondriaisfatais (Beckers et al. 1994; Hajj
et al. 2007). Desta forma, o parasito assume o controle da maquinaria de sintese na célula
hospedeira (Carmen e Sinai 2011) que em cultura de astrocitos foi mantido por 24 horas até
que o parasito conseguisse replicar-se e disseminar-se invadindo novas células e
consequentemente provocar a destruicdo da primeira (Contreras-Ochoa et al. 2013). Diante
disto, nos acreditamos que 0s neurbnios entéricos podem ter morrido em decorréncia do
parasitismo direto apos replicacdo e disseminacdo do parasito ou por conta de uma resposta

imune local.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arrizabalaga%20G%5Bauth%5D
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Se por um lado houve reducédo na densidade da populagéo neuronal total evidenciada
pela técnica de Giemsa, por outro as areas de seus nucleos e dos citoplasmas apresentaram-se
maiores (9,05% e 13,89%, respectivamente), indicando que tanto o ndcleo quanto o
citoplasma passaram por mecanismos adaptativos com incremento de sua maquinaria de
sintese visando atender as demandas do tecido alvo. Adaptacdes semelhantes foram relatadas
em neurdnios entéricos em diferentes condi¢Bes experimentais (Hermes-Uliana et al. 2011;
Hermes-Uliana et al. 2014). Este aumento refletiu em maior &rea do corpo celular
promovendo reducéo de neurdnios que ocupavam a classe entre 100-200 um?® e aumento na

classe de neur6nios entre 201-300 um? nos animais do GI.

Os neurbnios VIP-IR do plexo submucoso do célon proximal dos animais Gl
aumentaram sua densidade em 25,95%, passando de 46% para 70% do numero total de
neurdnios. As areas dos corpos celulares tornaram-se 15,70% maiores, e houve um aumento
na frequéncia de neurdnios com area do corpo celular maior que >601 pm? evidenciando um
significativo aumento na expressdo deste polipeptideo e também que neurdnios que néo
expressavam VIP passam a expressar. O aumento na expressdo do VIP é necessario a
sobrevivéncia de neurénios submucosos em sofrimento desencadeado por agentes agressores,
em funcdo de este polipeptideo ter um potente efeito anti-inflamatorio e anti-apoptético
(Vacas et al. 2012).

A maior producdo de VIP também tem grande importancia para os tecidos adjacentes,
pois 0s neurdnios VIP-IR produzem IL-8 que esta envolvida no reparo do epitélio intestinal
(Toumi et al. 2004), modula a expresséo de citocinas inflamatorias (Sandgrenet al. 2003) e a
proliferacdo de linfocitos T (Balemba et al. 1998). Acreditamos que a maior expressao do VIP
estd associada a maior densidade de LIEs e somados evidenciam a cronificacdo da resposta

inflamatdria ainda presente ap06s 36 dias de infec¢éo.

O SNE atua em sincronia com 0s sistemas nervoso central e endocrino, para manter a
homeostase do trato gastrintestinal (Gunawardeneet al. 2011) e envolve ainda o sistema
imune local que é modulado por neurbnios VIPérgicos submucosos (Weber et al. 2001;
Toumi et al. 2004). Constatamos que a populacdo de LIEs esteve 62,86% aumentada além de
um perceptivel aumento de linfocitos na lamina propria que resultam em sua maior
espessura.A migracdo de linfocitos induzida pela infeccdo pelo T. gondiidesempenha um

importante papel na resposta inflamatéria intestinal (Cohen e Denkers 2014). Na inflamacao
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induzida por Trypanosoma cruzi, Moreiraet al. (2013) descreveram aumento de 44,70% de

LIEs na tinica mucosa do c6lon de camundongos.

Os LIEs se diferenciam e expressam receptores especificos como o CCR5 (Luangsay
et al. 2003), produzem IFN-y que reduz a multiplicagdo do parasito e o numero de células
infectadas (Mennechet et al. 2002; Kunisawaet al. 2007; Cohen e Denkers 2014). Podemos
inferir que esta protecdo estende-se também aos neur6nios do plexo submucoso, pois havendo
menos replicacdo do parasito nos tecidos adjacentes, reduz-se também a possibilidade de
infeccdo direta de neurdnios por T. gondiie a deflagracdo da morte neuronal por mecanismos

indiretos.

A populacédo de LIEs regula a resposta imune na tdnica mucosa e participa do processo
de inducdo a tolerancia oral (Cheroutre 2004). Podem sintetizar citocinas anti-inflamatorias e
reguladoras e fatores de crescimento importantes para a renovacao epitelial e reparo a danos
teciduais, tendo um papel chave na manutencdo da homeostase intestinal. Sendo assim, o
aumento do namero de LIEs em uma infeccdo é de extrema importancia visando seu controle
e a eficdcia da funcdo da barreira intestinal (Cheroutre 2004; Kunisawaet al. 2007; Cohen e
Denkers 2014).

As células caliciformes também exercem um papel importante na manutencdo da
integridade do epitélio intestinal, pois produzem mucinas, peptideos antibacterianos, peptideo
trefoilfactor3 (TFF3) resistin-likemolecule B (RELM), e Fc-y binding protein (Fcgbp) que
atuam no combate a antigenos luminais (Bergstromet al. 2008; Kim e Ho 2010). Em contato
com a agua, as mucinas formam o muco que protege o epitélio de agressores quimicos, fisicos
e bioldgicos (Deplancke e Gaskins 2001). Estudos de infec¢do com T. gondiidemonstram que
esporozoitos atravessam o epitélio intestinal, tanto através de enterdcitos, como através
células caliciformes (Speer e Dubey 1998). Neste estudo, o T. gondiicausou reducdo da
proporcao de células caliciformes produtoras de mucinas acidas do tipo sulfomucinas (AB
1,0") em 22,87%. Por outro lado, células caliciformes produtoras de sialomucinas (AB 2,5%) e
mucinas neutras (PAS™) tiveram tendéncia a aumento. Diante da menor producdo de mucinas
acidas, entende-se que as mucinas neutras que sdo menos hidrofilicas passaram a predominar,
alterando a composicdo quimica e fisica do muco. O muco neutro é mais denso que o acido e
pode apresentar uma maior capacidade de protecao e lubrificacdo, quando as células epiteliais

s80 expostas a agentes abrasivos e irritantes. Cabe destacar que a atuacdo das mucinas como
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barreira a penetracdo de patdgenos se deve ao fato de formarem uma trama hidrofilica que
agrega agentes antimicrobianos, como, lisozima e imunoglobulinas (Carvalho e Collares-
Buzato 2005). A alteracdo da composicdo do muco seria uma forma de dificultar novas
infecgBes pelo T. gondiie também a ocorréncia de infeccGes secundarias (Buzoni-Gatel e
Werts 2006).

A alteracdo na consisténcia das fezes, de sélidaspara pastosas, pode ter como principal
causa a reducdo de células caliciformes secretoras de sulfomucinas, tornando 0 muco mais
denso, com possivel retardo na absorcdo de agua e eletrélitos, pela dificuldade no acesso ao
epitelio. Desta forma, a maior disponibilidade hidrica luminal seria a principal causa da
alteracdo da consisténcia fecal. No ileo de frangos oT. gondiiinduziu um aumento no nimero
de celulas caliciformes produtoras de mucinas neutras (Shiraishi et al. 2009). Com 0 mesmo
modelo experimental, observamos resultados diferentes no jejuno, onde o T. gondiicausou
reducéo de 12,7% de células caliciformes PAS™, e de 18,3% das AB 1,0 * (p< 0,05). Yunus et
al. (2005) também verificaram respostas diferentes das células caliciformes do intestinos
delgado e intestino grosso estudando camundongos infectados com o protozoario Eimeria
pragensis (Apicomplexa), tendo detectado hipoplasia das células caliciformes no intestino
grosso, porém, no jejuno ndo encontraram alteracdes. A heterogeneidade da resposta das

células caliciformes em diferentes segmentos intestinais merece ser investigada.

Neste experimento, verificou-se hipertrofia da tunica mucosa (48%) dos ratos do
grupo Gl, associado a aumento na profundidade das criptas (30,59%), fato observado também
em estudo de Silva et al. (2010) em gatos. As criptas respondem pela proliferacdo celular do
epitélio intestinal, devido a atividade mitdtica constante das células localizadas nestas
estruturas (Applegate et al. 1999). Quanto maior a profundidade da cripta, maior sera
atividade proliferativa celular, para garantir adequada taxa de renovacdo epitelial,
compensando as perdas de células da regido apical (Pluskeet al. 1997) em razdo de estresse
fisioldgico. Nossos resultados demonstram a adaptacéo tecidual visando a protecdo do epitélio
e a transposicdo bacteriana, uma vez que o parasito associado a resposta imune poderia levar a
desorganizacdo das células epiteliais e instalacdo de infeccdes oportunistas (Buzoni-Gatel e
Werts 2006).

Em relacdo aos enterdcitos, ndo ocorreram alteracdes morfométricas significantes no

grupo infectado. Os enterdcitos sdo as células mais frequentes no epitélio intestinal e,
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portanto, formam uma importante barreira bioldgica para impedir a penetragdo do parasito na
corrente sanguinea. Como os enterdcitos sdo células que sofrem uma réapida renovacéo e a
analise foi realizada apds 36 dias de infec¢do, supde-se que na fase aguda tenham ocorrido
alteracbes na estrutura destas células em resposta ao parasito, e que as células alteradas
tenham sido substituidas por outras que apresentaram morfologia inalterada, como
consequéncia do processo continuo de renovagdo. Enterdcitos com morfologia alterada foram
encontrados em infec¢des agudas pelo T. gondiino ileo de camundongos (Eganet al. 2012), e
ndo existem estudos que avaliaram os enterdcitos no colon proximal de ratos infectados por

oocistos de T. gondii.

Em sintese, a inoculacdo oral de 500 oocistos de T. gondiida cepa ME-49 promoveu a
infeccdo conforme comprovado pelo exame soroldgico. A infeccdo crbnica causou
importantes prejuizos para o colon proximal como: morte de 16,20% dos neurdnios
submucosos e reducdo em 22,87% das celulas caliciformes produtoras de sulfomucinas.
Foram desencadeados mecanismos adaptativos dentre eles: aumento da area dos nucleos e do
citoplasma dos neurdnios, em decorréncia da incrementacdo de sua maquinaria de sintese para
atender a demanda dos tecidos alvo; desvio fenotipico de neurénios que ndo expressavam VIP
em neurdnios VIPérgicos levando ao aumento na proporcao desta subpopulacdo neuronal em
25,95%, com aumento de seus corpos celulares 15,70%. O aumento na expresséo de VIP € a
principio uma adaptacdo neuroplastica que visa garantir a sobrevivéncia dos neurdnios.
Houve evidéncias da resposta inflamatdria na infeccdo crénica pela maior expressao de VIP,
intenso aumento de LIES na mucosa, aumento da espessura da tdnica mucosa e aumento da
profundidade das criptas. Apesar de evidente, a resposta inflamatéria foi aparentemente
controlada. A integridade epitelial e o controle da resposta inflamatéria observada na infecgédo
crénica foram garantidos pelo: 1) aumento na expressdo de VIP que reduz citocinas pro-
inflamatdrias e produz IL-8; 2) aumento de LIES que sintetizam citocinas antiparasitarias e
fatores de renovacdo celular, que resulta em criptas mais profundas e enterdcitos integros; 3)
alteracbes na composicdo do muco também modulados por neurénios submucosos
VIPérgicos. As alteracdes nos parametros mencionados demonstram que mesmo em animais
assintomaticos e imunocompetentes ha uma demanda organica de longo prazo para adaptar o
hospedeiro a presenca deste parasito, 0 que sugere o rato como um bom modelo experimental
para o estudo de processos inflamatorios intestinais crénicos similares aos que ocorrem em

humanos de maneira subclinica e com manifestacdes clinicas intermitentes ou esporadicas.
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Toxoplasmose causa alteragdes na tela submucosa, tinica mucosa e no plexo
submucoso do jejuno de ratos
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Resumo

Evidéncias indicam que doencas inflamatérias do intestino sdo caracterizadas por alteraces
que afetam a mucosa intestinal e também outros componentes teciduais e celulares tais como
neuronios e EGCs. Diante da caréncia de estudos, objetivou-se investigar os efeitos da
infeccdo toxoplasmica sobre a tela submucosa, tunica mucosa e o plexo submucoso do jejuno
de ratos. Foram utilizados 20 Rattus norvegicus, distribuidos em grupo controle (GC) que
receberam solucdo salina via oral e grupo infectado (GI) inoculados com 500 oocistos de
Toxoplasma gondii via oral. Trinta e seis dias apos, foram submetidos ao procedimento
anestésico, seguido pela eutanasia. Amostras do jejuno foram fixadas e submetidas ao
processamento histologico para avaliacdo da tela submucosa e tinica mucosa, técnicas de
Giemsa, histoquimica para enzima NADH-diaforase e imunohistoquimica para proteina pan
glial S-100B. O protocolo experimental foi eficaz na indugdo a infeccdo nos ratos do Gl.
Anticorpos anti-T. gondiiforam detectados em exame soroldgico e cistos teciduais foram
isolados com bioprova. Observamos aumento de 7,9% da espessura da tela submucosa.
Reducdo de 12,3% na espessura da tunica mucosa; 7,10% na altura dos vilos e 17,37%na
profundidade das criptas. O nimero de neurdnios evidenciados pelas técnicas de Giemsa e
NADH-diaforase positivos sofreu reducdo de 15,38 e 40,71%, aumento na area do corpo
celular de 5,57 e 23,60%, respectivamente. Houve reducdo de 19% no numero de EGCs.
Conclui-se que a infeccdo toxoplasmica causou alteracdes significativas na tela submucosa,
tunica mucosa e no plexo submucoso do jejuno de ratos.

Palavras-chave:Toxoplasma gondii, sistema nervoso entérico, células da glia entérica,
bioprova.
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1 Introducdo

Toxoplasma gondii (T. gondii) causador da toxoplasmose, estd entre os parasitos de
maior sucesso evolutivo, com 10-50% da populagcdo humana infectada. A infeccdo ocorre pela
ingestdo de cistos teciduais em carne mal cozida ou ingestao de oocistos na agua ou alimentos
(Tenter et al., 2000; Carruthers, 2002; Dubey, 2010; Flegr et al., 2014). A partir do lGmem,
invadem a mucosa intestinal, se multiplicam, invadem novas células e disseminam-se via
sangue e linfa (Barragan e Sibley 2003; Courret et al., 2006; Sibley, 2010, Sibley, 2011).

O parasito forma cistos teciduais, nos quais se reproduzem lentamente em diversos
6rgdos do hospedeiro como cérebro, musculos e intestino, o qual induz a inflamacéo local e
pode resultar em lesdes teciduais (Liesenfeld, 2002; Flegr, 2013). Estas, no intestino,
assemelham-se aquelas lesdes observadas na doenga inflamatoria intestinal (DII) humana,
mediadas por disfuncdo do sistema imune e associadas a alteracbes funcionais e
histopatoldgicas (Barragan e Sibley, 2003; Dubey 2010; Flegr, 2013). As alteracdes afetam as
células epiteliais, imunoldgicas e outras como as células da glia entérica (EGCs)
comprometendo também o funcionamento do sistema nervoso entérico (SNE) (Cho e Brant,
2011; Egan et al., 2012). A unidade formada por neurénios e EGCs submucosos e células
epiteliais, unidade glial-neuronal-epitelial (Neunlist et al., 2013) coordenam 0s eventos
imunes da mucosa. Especialmente as EGCs tem papel central na regulacdo da resposta imune
(RuhI 2005; Neunlist et al., 2007), da permeabilidade intestinal (Kurashima et al., 2013; Yu e

Li, 2014) e na sobrevivéncia de neurdnios (De Giorgio et al., 2012).

Apesar desta importante relacdo da unidade glial-neuronal-epitelial com a resposta do
hospedeiro a infeccdopelo T. gondii, nosso grupo de pesquisa é o primeiro a estuda-la.
Previamente demonstramos alteracdes na morfologia da parede intestinal e em neurdnios
entéricos correlacionadas entre si e dependentes doestagio parasitario (Sugauara et al., 2009),
duracdo da infeccdo (Pereira et al., 2010;) e espécie de hospedeiro (Odorizzi et al., 2010).
Todavia este € o primeiro estudo a incluir o componente glial, populacdo total e
metabolicamente mais ativa de neurbnios submucosos no estudo da reacdo tecidual do
intestino delgado na infeccdo toxoplasmica. Fundamenta-se por meio de estudos
parasitologicos e histopatoldgicos que o rato € um modelo experimental para estudo das
complicacbes inflamatorias intestinais que acompanha a infeccdo cronica pelo T. gondii em

imunocompetentes.
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Deste modo, este trabalho objetivou investigar os efeitos da infeccdo induzida por
oocistos de T. gondii (cepa ME-49, gen6tipo Il) sobre a tunica mucosa, tela submucosa e o

plexo submucoso do jejuno de ratos.
2 Material e métodos

O protocolo experimental deste estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa Envolvendo Experimentacdo Animal (CEPEEA) da Universidade Paranaense
(Protocolo n° 12361/2008) (Anexo 1).

2.1 Delineamento experimental

Foram utilizados 20 Rattus norvegicus Wistar machos, com 60 dias de idade e massa
corporal de 258,58 + 13,64 g. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos
experimentais (n=10): grupo controle (GC) e grupo infectado (GI) experimentalmente com
oocistos do Toxoplasma gondii, da cepa ME-49 (gendtipo 11). Os ratos do GC receberam por
via oral, um mL de solucédo salina estéril. Os ratos de GI receberam pela mesma via 500
oocistos esporulados do T. gondiiressuspendidos em um mL de solucdo salina estéril. Ambos
0s grupos foram mantidos por 36 dias em uma sala com temperatura e luminosidade

controladas, recebendo racdo comercial para roedores e agua ad libitum.

Para obtermos 0s oocistos, trés gatos (Felis catus) foram inoculados por via oral com
cistos teciduais de T. gondiicepa ME-49 (genotipo IlI) isolados de camundongos (Mus
musculus) infectados. Fezes dos gatos foram coletadas durante os sete primeiro dias apds
inoculacdo. Os oocistos foram concentrados utilizando o método de Sheather e esporulados

em solucao de &cido sulfurico a 2%(Sloss et al., 1999).
2.2 Deteccédo de anticorpos séricos

Amostras de sangue de todos os ratos foram coletadas no inicio e a cada semana até o
final do experimento. O soro obtido, foi diluido na proporcdo de 1:10 em solucdo salina
tamponada de fosfatos (SSTF) pH 7,2 e submetido ao método de aglutinacdo direta (MAD)
como recomendado por Desmonts e Remington (1980). Uma suspensdo de taquizoitos da
cepa RH de T. gondii(gendtipo 1) fixados em formalina a 6% foi usada como antigeno (da
Silva et al., 2002) para detectar a presenca de anticorpos IgG (imunoglobulina G) séricos anti

- T. gondii.
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Para execucdo do MAD, 25 microlitros (pL) de cada diluicdo dos soros foram
transferidos para microplaca com fundo em V, adicionando-se 25 pL de 2-mercaptoetanol
0,1M e 50 pL de antigeno por cavidade da microplaca. Soros controle positivo e negativo
foram adicionados. As placas foram mantidas em temperatura ambiente por 36 horas. Apos,
procedeu-se a leitura, sendo consideradas positivas aquelas diluicbes dos soros em que se
formava uma pelicula que cobria pelo menos 50% da cavidade, e negativas quando se
formava boté&o ou anel no fundo da cavidade (da Silva et al., 2002).

2.3 Eutanasia e coleta de amostras

Trinta e seis dias apds a infeccdo (DAI), todos os ratos foram submetidos a eutanasia
por aprofundamento anestésico com vapor de halotano (Vivas et al., 2007). Imediatamente
realizou-se necropsia, o jejuno foi removido, tendo como referéncia anatdmica a flexura
duodeno-jejunal (oral) e a prega ileocecal (aboral). Em seguida o jejuno foi mensurado,
lavado, fragmentado em quatro por¢des com aproximadamente cinco centimetros (cm) de
comprimento cada e destinado de acordo com as técnicas a serem realizadas. Nos ratos do Gl,
o restante do intestino delgado, intestino grosso, encéfalo, figado, coracdo, pulmdes e parte da
musculatura estriada esquelética, foram macerados e distribuidos em trés padrées de amostras

e destinados a realizacéo de bioprova em camundongos.
2.4 Bioprova em camundongos

A bioprova foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Dubey (1998). A
partir dos 6rgdos dos ratos do Gl, foram produzidos trés padrées amostrais: 1 —macerado de
encéfalo; 2 - pool do restante de intestino delgado e grosso; 3 - pool de figado, coracéo,
pulmdes e parte da musculatura estriada esquelética. As amostras foram submetidas a digestao
por pepsina, homogeneizada, filtrada e inoculado 1 mL via subcutdnea em cinco
camundongos para cada amostra, perfazendo um subtotal de quinze camundongos por rato
infectado. No total, 150 camundongos Swiss Webster machos, com 45 dias de idade e massa
corporal entre 39 - 48 gramas (g) foram utilizados. Os camundongos foram mantidos por 60
dias em gaiolas para roedores, distribuidos em grupos de acordo com o0s padrées amostrais
que receberam, alocadas em uma sala com temperatura e luminosidade controladas,
recebendo racdo comercial para roedores e agua ad libitum. Foram observados diariamente.
Os camundongos que sobreviveram até o final do experimento, foram submetidos a eutanasia

por aprofundamento anestésico por vapor de halotano, o sangue e o encéfalo de todos os
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camundongos foram coletados. A investigacdo de cistos teciduais no encéfalo de
camundongos foi realizada apenas naqueles onde a presenca de anticorpos séricos anti-T.
gondiifoi confirmada pelo MAD. Nos positivos, o encéfalo foi macerado com auxilio de gral
e pistilo em 1000 pL de SSTF pH 7,2. Uma aliquota de 25 pL em lamina e laminula foi
analisada ao microscopio por meio da lente objetiva de 40X.

2.5 Processamento histoldgico

Um anel de trés cm do jejuno de cada rato foi fixado em solugdo de Bouin por seis
horas. Apds, desidratado em série ascendente de alcool etilico (60°, 70°, 80°, 90° e 99,2°)
diafanizado em xilol e incluido em parafina. Cortes transversais semi-seriados de quatro
micrometros (um) de espessura, foram corados em Hematoxilina e eosina (HE). A analise
morfometrica de estratos da parede jejunal foi realizada por meio de um software de analise
de imagem (Motic Image plus 2.0) a partir de imagens capturadas por intermédio de uma
camera digital (Moticam 2000, 2.0 Megapixel) acoplada a um microscopio de luz trinocular
(MQOTIC BS5). Imagens capturadas com a objetiva de 100X foram utilizadas para medir a
altura e largura dos enterdcitos, sendo uma medida para altura e trés para a largura (apice,
meio e base). Com a objetiva de 40X mediu-se a espessura da tela submucosa. Na objetiva de
20X mensurou-se a espessura da tanica mucosa (medida da muscular da mucosa até a base
das vilosidades) e a profundidade de cripta. Com a objetiva de 10X mediu-se a altura e largura
do vilo. Foram realizadas 80 medidas de cada estrutura, distribuidas uniformemente em toda a
circunferéncia intestinal de cada rato, sendo 16 em cada corte histologico e quatro em cada

quadrante da circunferéncia intestinal.
2.6 Tecnicas de Giemsa e NADH-diaforase

Um fragmento de cinco cm do jejuno de cada rato foi lavado com solucdo salina a
0,9% pH 7,2 e preenchidos e imersos com solucdo fixadora de formol acético por 48horas.
Apods, o jejuno foi aberto pela borda mesentérica e dissecado com auxilio de
estereomicroscopio com transiluminacao, retirando a tinica muscular (longitudinal e circular)
e a tunica mucosa mantendo-se apenas a tela submucosa. Os preparados totais da tela
submucosa foram corados com solucdo corante de Giemsa em tampao fosfato de Sorense
segundo Barbosa (1978).
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Outro fragmento de cinco cm do jejuno de cada rato foi submetido a técnica
histoquimica para evidenciacdo da enzima NADH-diaforase (NADH-d). O jejuno foi lavado
com solucdo de Krebs, imersos por cinco minutos em Triton X-100 a 0,3% em solugdo de
Krebs, lavado duas vezes por 10 minutos cada com solugédo de Krebs e imerso por 45 minutos
em meio contendo em cada 100 mL: 0,05g de B-NADH e 25 mL de solugdo de estoque de
Nitro Blue Tetrazolium (NBT), 25 mL de SSTF 0,1M, pH 7,3 e 50 mL de agua destilada. A
reacdo foi interrompida com fixacdo do jejuno em solucdo de formol tamponado 10%
(Gabella, 1969). Apos, o jejuno foi aberto pela borda mesentérica e dissecado com auxilio de
estereomicroscopio com transiluminacéo, retirando a tanica muscular (longitudinal e circular)

e a tlnica mucosa mantendo-se apenas a tela submucosa.
2.7 Tecnica imunohistoquimica para EGCs

Outro fragmento de cinco cm do jejuno de cada rato foi lavado com SSTF 0,1M pH
7,4 e preenchido com fixador de Zamboni (Stefanini et al., 1967) armazenado imerso no
fixador por 18 horas a 4°C. Apoés a fixacdo, o segmento foi aberto pela borda mesentérica,
lavado em alcool etilico 80° para remocdo do fixador. Em seguida os fragmentos foram
desidratados em alcool etilico com concentracfes ascendentes (95° até 99,2°) diafanizado em
xilol e reidratado em série descendente dealcool etilico (99,2°, 90°, 80° e 50°) e estocado em
tampao fosfato 0,1M acrescido de azida sédica 0,04% a 4°C. Ap0Os microdissecacao, 0S
preparados totais da tela submucosaforam lavados com tampéo fosfato 0,1M e Triton 0,3%
por cinco minutos, e incubados em solucdo de blogueio contendo soro de cabra dois % por
duas horas. Em seguida, os preparados totais foram incubados em solucdo contendo anticorpo
primario anti-S-100p (proteina pan-glial S-100p) (Ferriet al., 1982; Bishop et al.,1985)
extraidos de coelho e diluido na proporcéo de 1:200 (Peninsula Labs, Sigma, St. Louis, MO,
USA). Os preparados totais permaneceram sob agitacdoem temperatura ambiente por 48
horas. Apods, foram lavados trés vezes com tampédo fosfato 0,1M pH 7,4 por cinco minutos,
incubados em solucdo contendo o anticorpo secundario anti-coelho conjugado com
fluoresceina diluido na mesma proporcdo, mantido sob agitacdo em temperatura ambiente
protegidos da luz por duas horas. Em seguida, foram lavados trés vezes em tampdo fosfato
0,1M pH 7,4 por cinco minutos cada e montados em laminas e laminula com anti-Fade e

armazenados em refrigerador.
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2.8 Andlise quantitativa dos neurdnios do plexo submucoso

Com auxilio de um microscopio de luz trinocular, na lente objetiva de 40X, foi
contado o nimero de ganglios e o numero de neurdnios contidos nestes ganglios presentes em
50 campos microscopicos (7.01mma2) nos preparados totais do plexo submucoso do jejuno de
todos os ratos de ambos os grupos. Na contagem de ganglios nos preparados totais corados
pela técnica de Giemsa foram considerados aqueles que tinham trés ou mais neurdnios. Ja
para 0s marcados pela técnica da NADH-d foram considerados ganglios com dois ou mais

neurénios.
2.9 Andlise quantitativa das EGCs do plexo submucoso

Foram contadas todas as EGCsS-100BIR presentes em 20 campos microscopicos
(1,522 mm?) capturadas por camera de alta resolucdo (AxioCam® Zeiss, Jena, Alemanha)
acoplada a microscépio fotonico (Axioskop Plus Zeiss®) com filtros para imunofluorescéncia
(FITC) ampliadas de 200X. O resultado desta contagem para cada animal foi projetado para
um mm?. As imagens foram transferidas para microcomputador e analisadas com o software

Image-Pro Plus.
2.10 Analise morfométrica dos neurdnios do plexo submucoso

A analise morfométrica realizada a partir de imagens capturadas por meio de uma
camera digital (Moticam 2000, 2.0 Megapixel) acoplada a um microscopio de luz trinocular
(MOTIC B5). A éarea do corpo celular e do nacleo dos neurénios do plexo submucoso do
jejuno de ratos foi mensurada por intermédio de um sistema de analise de imagem Motic
Image Plus, versdo2.0. A area do citoplasma foi calculada a partir da diferenca entre a area do

corpo celular e do nucleo.
2.11 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste D”Agostino-Pearson ou de Shapiro-Wilk para
verificar a distribuicdo. Dados com distribuicdo normal sdo apresentados como média *
desvio padrdo. Neste caso, para comparar 0s grupos, utilizou-se Analise de Variancia para
Experimento Inteiramente Aleatorizado (ANOVA-EIA), sequida pelo teste de t de Student,
considerando a=0,05. Dados com distribuicdo livre sdo apresentados como mediana; percentis

(P25;P75), e a comparagdo entre os grupos foi realizada pelo teste de kruskal-Wallis, e pos
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teste Dunn. Para executar as analises, foi utilizado o programa BioEstat 5.0 (Ayres et al.,
2007).

3 Resultados

O protocolo experimental utilizando500 oocistos da cepa ME-49 de T. gondii(genotipo
I1) foi eficaz na inducdo da infeccdo toxoplasmica nos ratos do Gl. Anticorpos séricos 1gG
anti-T. gondiiforam detectados por meio do exame sorolégico a partir do sétimo DAI (Figura
1). Enquanto os ratos do GC permaneceram susceptiveis.

O resultado da bioprova confirma os achados sorolégicos. Doze camundongos
morreram antes do final da bioprova. Cinquenta e seis camundongos soroconverteram a partir
da inoculacdo de amostras provenientes de ratos do Gl. Dos quais, em 21 foi possivel isolar

cistos teciduais no encéfalo aos 60 DAI (Figura 2 e Tabela 1).

Observamos aumento de 7,9% da espessura da tela submucosa do jejuno de ratos. Por
outro lado, observamos reducdo 12,3% na espessura da tdnica mucosa, 7,10% na altura dos
vilos e 17,37% na profundidade das criptas no jejuno dos ratos do GI. A largura do vilo e

altura e largura dos enterdcitos ndao sofreram alteracdes (Tabela 2).

A populacdo neuronal total evidenciada pela técnica de Giemsa e a subpopulacéo
metabolicamente mais ativa (NADH-d) sofreram reducao de 15,38 e 40,71% respectivamente.
O namero de ganglios por mm? evidenciados pela técnica NADH-d reduziu 35,86% no jejuno
dos ratos do GI. Esse mesmo parametro avaliado, ndo sofreu alteracdes nagueles evidenciados
pela técnica de Giemsa. A proporcao de neurdnios por ganglio bem como a area do jejuno ndo
sofreram alteracOes significativas. A projecdo do nimero total de neurénios no 6rgédo sofreu
reducdo de 21,05 e 44,67% para as técnicas de Giemsa e NADH-d respectivamente. Ja a
projecdo para 0 numero total de ganglios reduziu (39,9%) apenas na subpopulacao

metabolicamente mais ativa (NADH-d) (tabela 3 e figura 3).

A analise morfométrica demonstrou aumento na area do corpo celular de 5,57%nos
neurdnios evidenciados pela técnica de Giemsa €23,60% nos NADH-d no GIl. No citoplasma

0 aumento foi de 8,13 e 30,65% respectivamente.

Houve aumento da area do nucleo (7,81%) apenas nos neurdnios evidenciados pela

técnica Giemsa. Na técnica NADH-d esta organela ndo sofreu alteragdo significativa. A razéo
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entre as areas do nucleo e do corpo celular ndo foram alterada ao nivel de significancia
adotado («=0,05) (Tabela 4).

Houve reducdo no numero total de EGCs S-100BIR presentes em 20 campos
microscopicos (611 £ 6,03 no GC para 495 + 13,45 no GI) e por mm? (401,97 + 3,97 no GC
para 325,66 8,85 no GI) no plexo submucoso do jejuno dos ratos infectados
experimentalmente com 500 oocistos da cepa ME-49 (gen6tipo Il) de T. gondiipor 36 dias
Figura 3.

A distribuicdo do namero de neurdnios submucosos por classes de acordo com a area
do corpo celular no jejuno de ratos do grupo controle (GC) e grupo infectado (Gl)
experimentalmente com 500 oocistos da cepa ME-49 (gendtipo 11) de Toxoplasma gondii por
36 dias, evidenciados em preparados totais, pelas técnicas de Giemsa e NADH-diaforase
podem ser observados na Figura 4.
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Fig.1. Mediana dos titulos de anticorpos séricos anti-T. gondiiobtidos pelo método de
aglutinacéo direta (MAD) utilizando o soro de ratos obtidos semanalmente do grupo controle
(GC) e grupo infectado (GI) com 500 oocistos de Toxoplasma gondiida cepa ME-49

(gendtipo II).

Fig. 2. Fotomicrografia de cisto tecidual encontrado no encéfalo de camundongo infectado via
subcutanea com amostras de tecidos coletados nos intestinos dos ratos do grupo infectado
(GI) com 500 oocistos de Toxoplasma gondiida cepa ME-49 (gendtipo I1). Ampliacdo de
400X.
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Tabela 1

Sorologia e reisolamento de cistos teciduais de Toxoplasma gondii no sangue e encéfalo,
respectivamente, por meio de bioprova realizada em camundongos inoculadosvia subcutanea
a partir de amostras de tecidos coletados dos ratos do grupo infectado (GI) com 500 oocistos
de Toxoplasma gondiida cepa ME-49 (gend6tipo I1).

Bioprova em camundongos machos Swiss Webster

Padrées amostrais NCI NCM NCE MAD NCCE
0DAI 1-59DAI 60DAI N° % No %
Amostra 1 50 6 44 19 43,18 8 42,10
Amostra 2 50 3 47 16 34,05 5 31,25
Amostra 3 50 3 47 21 44,68 8 38,10
Total 150 12 138 56 40,58 21 37,50

Onde: NCI (nimero de camundongos inoculados),NCM (nimero de camundongos mortos),
NCE (numero de camundongos examinados), MAD (metodo de aglutinacdo direta), NCCE
(nimero de camundongos com cistos no encéfalo) e DAI (dias ap0s inoculacéo).

Tabela 2

Média £ desvio padrdo da espessura da tinica mucosa, tela submucosa, altura e largura dos
vilos, profundidade de criptas e altura e largurados enterdcitos em cortes histologicos corados
em Hematoxilina e eosina (HE) do jejuno de ratosdo grupo controle (GC) e do grupo
infectado (GI) com 500 oocistos de Toxoplasma gondii da cepa ME-49 (gendtipo I1).

A . H&E

Parametros analisados (um) GC Gl
Espessura da tlnica mucosa 425,55 + 78,71 373,11° + 91,73
Espessura da tela submucosa 32,83%+9,36 35,42° + 13,48
Altura do vilo 391,48% + 88,87 363,68" + 93,96
Largura do vilo 139,53% + 70,41 140,59% + 30,64
Profundidade da cripta 307,88% + 59,42 254,40° + 72,75
Altura do enterdcito 21,20% + 5,93 21,60% + 4,37
Largura do enterécito 5,26% + 1,03 4,72% + 0,92

Médias seguidas por letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05).
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Tabela 3

Média + desvio padrdo do nimero de neurdnios, e de ganglios por mm? do nimero de
neurénios por ganglios, da area do jejuno,e da projecdo de neurdnios e ganglios no plexo
submucoso do jejuno de ratos do grupo controle (GC) e do grupo infectado (GI) com 500
oocistos de Toxoplasma gondiida cepa ME-49 (gendtipo Il), evidenciados em preparados
totais, pelas técnicas de Giemsa e NADH-diaforase.

Giemsa NADH-diaforase

Parametros
GC Gl GC Gl

Neurdnios/mm?  243,93°+7.68  206,40°+46,39  139,09°+11,14 82,46°+19,17

Gémglios/mm2 19,21*+ 0,98 18,11%+ 0,87 25,54%+ 3,03 16,38 + 4,50
Neurénios/

ironi 11,40°+ 0,22 10,10°+ 1,79 5367+ 0,63 415%+ 0,96
~ Ganglio
Area(r‘:ﬁrf%w”o 024.41°+ 13597 862,65°+53,95 92441%°+ 13597 862,65%+ 53,95
S Neuronios  225-488,91°t  178.040,68°+  128.574,73'+  71.129,95%+
e 33.146.57 11.118,45 18.900,37 4.442.72
S Ganalio 17.757,71%+ 15.621,62% + 23.516,76%+ 14.129,34" +
a glios 2.610,43 975,58 3.456.95 882 44

Médias seguidas por letras diferentes numa mesma linha, para a mesma técnica, indicam
diferenca significativa (p<0,05).

Tabela 4
Média + desviopadrdo das areas (um?) do corpo celular, citoplasma e do nicleo. Razdo do
nucleo/corpo celular (%)de neurénios no plexo submucoso do jejuno de ratos do grupo
controle (GC) e grupo infectado (GI) com 500 oocistos de Toxoplasma gondii da cepa ME-49
(gendtipo 1), evidenciados em preparados totais, pelas técnicas de Giemsa e NADH-
diaforase.

Area(um?) Giemsa NADH-diaforase

GC Gl GC Gl
Corpo celular 254,758 + 27,63  268,94°+2141 244,122+ 26,11 301,74° + 22,14
Citoplasma 138,558 + 21,87  149,82° + 15,18 189,322+ 26,25 247,34+ 23,65
Nucleo 110,458 + 11,47  119,10°+ 7,76 54,718 + 12,33 55,48% + 3,36

Razao nucleo /

0,442 + 0,01 0,452 + 0,02 0,222+ 0,06 0,19°+0,02
corpo celular

Médias seguidas por letras diferentes numa mesma linha, para a mesma técnica, indicam
diferenca significativa (p<0,05).
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Fig. 3.Fotomicrografias da populacdo neuronal total (A e B), subpopula¢do metabolicamente
mais ativa (C e D) e de células da glia entérica (E e F) no plexo submucoso do jejuno de ratos
do grupo controle (GC) e grupo infectado (GI) com 500 oocistos de Toxoplasma gondii da

cepa ME-49 (gendtipo I1).
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Fig. 4. Distribuicdodos neurdnios submucosos do jejuno de ratos evidenciados em preparados
totais pelas técnicas de Giemsa e NADH-diaforase, em classes de acordo com a area do corpo
celular do grupo controle (GC) e do grupo infectado (GI) com500 oocistos de Toxoplasma
gondii da cepa ME-49 (genotipo 11).Ndo houve diferenca significativa entre as colunas de
uma mesma classe e técnicas (p>0,05).

4 Discussao

A presenca de anticorpos séricos 1gG anti-T. gondii nos ratos do Gl detectados pelo
MAD a partir de sete DAI, e apresentando titulos crescentes até o final do experimento,
demonstram que o protocolo de infeccdo com 500 oocistos da cepa ME-49 (gendtipo 11) de T.
gondii utilizada neste estudo causou infeccao toxoplasmica nos ratos do Gl, enquanto os ratos
do GC permaneceram susceptiveis. Sant’Ana et al.,(2012), utilizando o mesmo protocolo,
detectaram anticorpos séricos anti-T. gondii em todos os ratos infectados por meio do MAD.
Anticorpos séricos detectaveis pelo MAD foram constatados em galinhas infectadas
experimentalmente com T. gondii a partir do no sétimo DAI (Dubey et al., 1993), sendo
também verificados em frangos de corte aos 60 DAI (Galli et al., 2008; Shiraishi et al., 2009;
Bonapaz et al., 2010; Braga et al., 2011).

Segundo Casartelli-Alves et al., (2014), o MAD foi o método mais eficaz no
diagnodstico soroldgico em galinhas infectadas pelo T. gondii. Da Silva et al., (2002),

demonstraram que ndo ha diferenca entre 0 MAD e a reacdo de imunofluorescéncia indireta
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(RIFI) para triagem e titulacdo de soros de ovinos, caprinos, caninos e felinos. Este método de
diagnostico é eficaz, e oferece praticidade e viabilidade para testar pequeno nimero de
amostras, facilidade de leitura sem necessidade de instrumentos especiais, possibilidade de
realizacdo para qualquer espécie animal, uma vez nao requer reagentes espécie-especificos

diferentemente do que ocorre com a RIFI (Seefeldt et al., 1989).

A presenga de cistos caracteriza a fase cronica da toxoplasmose (Frenkel, 1973;
Sibley, 2010), condigéo pretendida neste experimento e que foi comprovada diretamente pela
observacdo de cistos em macerado de encéfalo a fresco dos ratos infectados antes da
realizacdo da bioprova. Por outro lado, a observagdo direta de cistos a frescos nos demais
6rgdos ¢é dificultada pela caracteristica dos tecidos, por isto recorremos a evidenciacao indireta
por meio da administracdo de pool de varios o6rgédos dos ratos infectados em camundongos.
No caso especifico dos intestinos a deteccdo de cistos € também dificultada em estudos
histoldgicos devido a sua extensdo. Dubey (2010) relata que sdo raros os estudos que
reportam a presenca de cistos teciduais no intestino. Por outro lado, o reisolamento de cistos
no encéfalo de 31,25% dos camundongos que foram inoculados com pool de intestinos
delgado e grosso de ratos do GI mortos ap0ds 36 dias de infec¢cdo comprovam a existéncia dos
cistos nos intestinos. A bioprova também comprovou a presenca dos cistos teciduais nos ratos
infectados por meio do reisolamento dos cistos teciduais nos camundongos que foram
inoculados com amostras preparadas a partir do macerado de encéfalo (42,10%) e pool de
figado, coracdo, pulmdes e musculatura estriada esquelética (38,10%) dos ratos do GI. A
soroconversao de 41% dos camundongos com deteccdo de anticorpos séricos 1gG anti-T.
gondii reforca a presenca da infecgcdo crénica nos ratos do Gl que foram a fonte do material

infectante.

Garcia et al., (2006) isolaram cistos em 46% dos camundongos inoculados com
amostra de encéfalo de suinos infectados experimentalmente com 10 mil oocistos da cepa
VEG de T. gondii. Estes autores também reisolaram cistos em 64,6% dos camundongos que
receberam amostras de musculos (coracdo, diafragma, m. masseter e lingua) enquanto no
presente experimento os cistos teciduais foram isolados em 38,10% dos camundongos que
receberam pool de figado, coracdo, pulmbes e musculatura estriada esquelética. Galli et al.,
(2008) a partir de pool de cérebro e coracdo de frangos de corte infectados experimentalmente
com 100 cistos teciduais da cepa ME-49 (gendtipo I1) e 1000 oocistos da cepa M7741

(gendtipo 1) de T. gondii reisolaram o parasito em 37 e 71% dos camundongos,
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respectivamente. Mesmo em galinhas de vida livre, ou seja, que se infectaram com T. gondii
de maneira natural foi possivel reisolar o parasito a partir de pool de cérebro, coracdo e
musculos preparados e administrados em camundongos, obtendo taxa de reisolamento de 54%
(Casartelli-Alves et al., 2014). Estes achados colocam a bioprova como um dos melhores
métodos para confirmar diagnosticos e isolar o T. gondii (Da Silva e Langoni 2001; Garcia et
al., 2006; Casartelli-Alves et al., 2014).

A infeccdo pelo T. gondii nas condicGes experimentais do presente estudo provocou
reducdo de 19% na densidade das EGCs do plexo submucoso apés 36 dias de infeccdo. Esta
reducdo pode relacionar-se a duas causas distintas, a primeira seria como consequéncia de seu
envolvimento na resposta inflamatéria local e a segunda pela acdo direta do parasito, que tem
preferéncia por células de maior metabolismo e que, no caso da tela submucosa, sdo as células
da glia e os neurdnios. Nao encontramos trabalhos que tenham investigado as consequéncias
da infeccdo por T. gondii com as EGCs, porém, encontramos referéncias sobre infecgdes
causadas pelo protozoéario parasito Trypanosoma cruzi, como o T. gondiié especialista em
adesdo e invaséo celular (Sibley e Andrews 2000; Blackman e Bannister 2001; Sibley, 2003).
DaMatta et al., (2000), ao avaliar astrocitos em ratos infectados por T. cruzi, demonstraram
uma preferéncia do parasito pelos astrocitos a neurénios. Cabe destacar que de acordo com
Ruhl, (2005) as EGCs sdo semelhantes aos astrocitos em seus aspectos morfologicos e

funcionais, o que, a nosso ver, poderia levar o parasito a ter preferéncia pelas EGCs.

Em estudo realizado no colo de humanos com neuropatia chagasica Silveira et al.,
(2009) verificaram reducdo na densidade de EGCs. Os autores propdem que estas células
estavam envolvidas na patogénese da neuropatia, atuando como mobilizadoras de
macrofagos, que além de participarem dos mecanismos de defesa produzem Oxido nitrico
(NO) e espécies reativas de oxigénio (EROs), que a principio séo utilizadas para destruir
agentes patogénicos extra e intracelulares, porém, estas substancias sdo citotdxicas e podem
causar a morte de diversos tipos de células (Daryani et al., 2003), que neste experimento

incluiriam as EGCs e 0s neurdnios entéricos.

A populacdo neuronal total e a subpopulacdo metabolicamente mais ativa sofreram
reducdo de 15,38 e 40,71% respectivamente. Em suinos inoculados com oocistos da cepa
M7741 (genotipo 111) a subpopulacdo neuronal NADH-dp do plexo mientérico sofreu reducéo

de cerca de 50% verificada ap6s 30 dias de infec¢do. Apesar dos autores ndo terem reisolado
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0 parasito, a presenca de DNA do T. gondii foi detectada por meio da PCR em amostras da
tunica mucosa e tela submucosa do jejuno (Odorizzi et al., 2010). Em estudos anteriores
realizados em ratos inoculados com oocistos da cepa M7741 (gen6tipo 111), durante a fase
aguda (Pereira et al.,2010) e cronica (Hermes-Uliana et al., 2011), demonstraram que o T.
gondii foi capaz de provocar alteragdes plasticas nos neurdnios entéricos, porém sem causar
morte neuronal. Acreditamos que as diferentes resposta encontradas possam ser atribuidas a
maior viruléncia da cepa utilizada neste estudo, pois segundo Freyre et al., (2001) em estudos
realizados com camundongos, verificou-se que as cepas do gendtipo Il sdo de viruléncia
intermediaria enquanto as do gendtipo 111 sdo de baixa viruléncia. Com a mesma as condi¢fes
experimentais utilizada neste estudo, Sant’Ana et al., (2012) relataram a redugdo de 28% da
subpopulacdo de neurbnios submucosos que expressam o polipeptideo intestinal vasoativo,
acompanhado de atrofia da area dos corpos celulares.

A reducdo na subpopulagdo de neurdonios NADH-dp pode ser atribuida a diversos

fatores que se somaram dentre eles:

1 - a resposta do sistema imune frente ao parasito com producdo e liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias, recrutamento de células do sistema imune, em especial o0s
macrofagos que ao liberarem NO e EROs para combater o parasito podem levar a morte de
diferentes células, inclusive dos neurénios ndo nitrérgicos (Daryani et al., 2003). Em estudo
anterior realizado por nosso grupo de pesquisa envolvendo o jejuno de ratos infectados pela
cepa M7741 (genotipo 111) ndo houve reducdo dos neurdnios nitrérgicos (Hermes-Uliana, et
al., 2011). Além disto, os neurénios nitrérgicos utilizam o NO para se protegerem dos efeitos
dos radicais livres (Cowen et al., 2000). Este achado reforca a hipotese de que a morte da
maioria dos neur6nios ndo esta diretamente relacionada com invasdo pelo parasito e sim aos

efeitos colaterais da resposta imune ao T. gondii;

2 - a morte das EGCs uma vez constituem uma classe Unica de células gliais
periféricas dentro do TGI. Sendo distribuidas nos ganglios do SNE formando os plexos
mientérico e submucoso, estas células sdo também encontradas entre as fibras musculares da
camada circular e na lamina prépria da tinica mucosa (Gulbransen e Sharkey, 2012). EGCs
exercem papel central na regulacdo da resposta imune (Ruhl 2005; Neunlist et al., 2007;
Savidge et al., 2007), suporte neurotrofico e anti-apoptoético neuronal (Cabarrocas et al., 2003;

Anitha et al., 2006; Cirillo et al., 2009; De Giorgio et al., 2012), na gliogénese, neurogénese e
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neuromodulacdo (Joseph et al.,2011), na manutencdo estrutural do epitélio intestinal (Neunlist
et al., 2007), e na permeabilidade da barreira intestinal do TGI, devido a populagéo extra
ganglionar localizada logo abaixo das células epiteliais intestinais (subepiteliais) (Gulbransen
e Sharkey 2012; Neunlist et al., 2013; Yu e Li 2014). DaMatta et.al., (2000) em estudos do
SNC de ratos infectados com T. cruzi verificaram a preferéncia do parasito pelos astrocitos e
que, portanto, as alteraces neuronais encontradas podem ser causadas pela perda de células
da glia e pelo processo inflamatério desencadeado pelo parasito;

3 - reducdo do metabolismo para proteger-se do parasitismo especialmente em
neur6nios NADH-dp detentores de maior nimero de mitocondrias (Gabella 1969). No GC os
neurdnios NADH-dp representam 57% da populacéo total, enquanto no Gl representam 33%
demonstrando o predominio da reducéo desta subpopulacdo neuronal. Considerando que o T.
gondii utiliza as mitocondrias das células hospedeiras para obter energia, hipotetizamos que
parte dos neur6nios NADH-dp reduziram a quantidade de mitocondrias e consequentemente
seu metabolismo energético como mecanismo de adaptacdo a presenca do parasito, que
invade preferencialmente células com maior nidmero de mitocondrias para promover seu
desenvolvimento replicacdo e disseminacdo (Sinai e Joiner, 2001; Weiss e Kim 2007,
Odorizzi et al., 2010). Neste caso, 0 desvio fenotipico evitaria a morte. Como estes neurénios
sdo marcados em funcéo da captacdo de ions H* liberados na cadeia respiratdria e captados
pelo nitroblue tetrazolium levando a formacgdo de granulos formazana no citoplasma.
Acreditamos que estas células reduziram seu metabolismo e ndo produziram granulos em
quantidade suficiente para serem evidenciadas pela técnica da NADH-dp. Nesse raciocinio,
possivelmente nem todos os neurénios NADH-dp que ndo foram marcados morreram, e sim
deixaram de ser evidenciados porque reduziram seu metabolismo energético. Esta hipdtese
encontra suporte na comparacdo dos nimeros absolutos que expressam a reducdo neuronal,
pois enquanto a avaliacdo da populacéo total indica que em média houve a morte de cerca de
37 neurbnios por mmz, na subpopulacdo NADH-dp cerca de 56 neur6nios por mm? deixaram
de ser marcados. Isto nos permite concluir que muitos neurdnios, cerca de 19 por mmz, que
ndo foram marcados com a técnica NADH-d devido a reducdo em seu metabolismo, foram
marcados com a técnica de Giemsa que cora 0s polirribossomos e demais organelas

constituidas por proteinas acidas, caso contrario a reducdo da populacéo total seria maior;

4 — atuacdo direta do parasito sobre 0s neurdnios: ao invadir as células, o T. gondii

secreta proteinas capazes de conectar seu vacuolo parasitoforo a membrana externa da
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mitocdndria, esta associa¢do vaclolo parasitéforo-mitocondria, resulta em protecdo e maior
disponibilidade de energia para manutencdo e desenvolvimento do parasito (Mordue et al.,
1999; Beckers et al., 1994; Mercier et al., 2002; Hajj et al., 2007). Além disso, ao invadir as
células, este protozoario inibe 0 STAT1 e NF-xB (Hunter e Sibley, 2012), que modulam a
expressdo de genes que regulam resposta imune e a apoptose enquanto o parasito se replica
(Hwang et al., 2010; Dos Santos et al., 2011; Liu et al., 2013; Contreras-Ochoa et al., 2013).
Neste raciocinio, o parasito assume o controle da maquinaria de sintese na célula hospedeira
enquanto se replica, em seguida dissemina-se invadindo novas células e consequentemente
provoca a destruicdo da primeira (Contreras-Ochoa et al., 2013). Em cultura de astrdcitos, T.
gondii assumiu o controle da maquinaria de sintese e modulou a apoptose durante 24 horas,
tempo suficiente para replicar-se e disseminar-se (Carmen e Sinai 2011). Desta forma, no
primeiro momento, a morte da célula é evitada pelo parasito, entretanto, apds a replicacéo, o
mesmoprovoca a destruicdo da célula. Na infeccdo aguda, 24 horas, induzida por oocistos da
cepa M7741 de T. gondii, ndo houve morte de neur6nios NADH-dp no plexo mientérico do
jejuno de ratos, porém, estes neurdnios estavam hipertréficos (Pereira et al., 2010). Esta
analise nos leva a especular se o parasito pudesse estar no interior destas células. Este achado

apoia esta hipotese.

O aumento da area do nucleo (8%) nos neurdnios do grupo Gl evidenciados pela
técnica de Giemsa é indicativo que parte da populacdo neuronal intensificou a sintese proteica
quer seja para fazer frente as agressdes ocasionadas pela presenca do parasito e/ou para
incrementar sua atividade de maneira a compensar 0s neurénios perdidos no atendimento as
demandas do tecido alvo. Por outro lado, o maior volume citoplasmatico verificado com esta
técnica (9%) ndo pode ser associado as mesmas células cujo nucleo estava mais volumoso,
pois pode refletir a influéncia do aumento do volume citoplasméatico dos neurénios NADH-
dp, que também sdo evidenciados por Giemsa, e cujo citoplasma aumentou 31% enquanto o
nacleo ndo apresentou aumento significativo (2%). Estas alteracBes ndo influenciaram a
distribuicdo dos neurdnios em intervalos de classes de acordo com as areas dos corpos
celulares, o que demonstra certa homogeneidade. Em ratos que permaneceram infectados por
T. gondii por 90 dias também foi verificado aumento das areas do ndcleo e do citoplasma de
neurdnios evidenciados com a técnica de Giemsa (Hermes-Uliana et al., 2011). Em suinos
infectados por T. gondii (M7741 genotipo IIl) por 30 dias os neur6bnios NADH-dp

mantiveram integra a area do corpo celular apesar da reducdo significante do volume do
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nacleo. A reducdo da subpopulagdo neuronal NADH-dp em neurénios mientéricos do colon
de ratos associada ao aumento do volume do corpo celular foi também observada em ratos

infectados pelo protozoério T. cruzi (Maifrino et al., 2005).

O expressivo aumento da area do citoplasma (31%) dos neurénios NADH-dp do grupo
Gl sem o correspondente aumento na area do nicleo (2%) descarta a existéncia de uma
integracdo entre ndcleo e citoplasma visando o aumento da sintese proteica. O maior volume
citoplasmatico pode possuir diferentes causas como 0 aumento da maquinaria citoplasmatica,
edema intracelular promovido diretamente pela presenca do parasito no interior da célula ou
como consequéncia dos processos inflamatorios por ele provocados, bem como processos de
apoptose. A capacidade de modificar reguladores e mediadores da apoptose € uma habilidade
do T. gondii e outros parasitos, como T. cruzi especialistas em mecanismos de adesdo e
invasdo celular (Sibley e Andrews, 2000; Blackman e Bannister, 2001; Sibley, 2003). Por
interferéncia com os processos de regulacdo da apoptose, algumas vezes, 0 parasito acaba
provocando disfungdes mitocondriais (Contreras-Ochoa et al., 2013). A lesdo mitocondrial,
ativa por meio de caspases a via intrinseca (mitocondrial) para apoptose que em um primeiro
momento provoca aumento tamanho do corpo celular e do nacleo (Green e Kroemer, 2004).
Neste raciocinio, é possivel deduzir que parasitos que provocam disfungdes mitocondriais
causando ativacdo de caspases e com isto a apoptose, sdo eliminados sem se reproduzirem ou
encistar-se. Por outro lado, aqueles que atuam de maneira a impedir a apoptose alcangam

sucesso quer seja para multiplicar-se ou para encistar-se antes que a célula seja destruida.

Neste estudo, verificou-se aumento de 7,9% na espessura da tela submucosa atribuida
a infeccdo toxoplasmica. O aumento na tela submucosa é indicativo que o parasito pode ter
formado cistos neste estrato. Embora ndo tenham sido encontrados cistos nos cortes
histolégicos do jejuno dos ratos do GI, os camundongos inoculados com amostras
provenientes do pool de intestino delgado e intestino grosso destes ratos passaram a produzir
anticorpos sericos anti-T. gondii, portanto, havia cistos nos intestinos. Braga et al., (2011) em
estudo com frangos inoculados com cistos teciduais da cepa ME-49 de T. gondii verificaram
aumento de 127% na espessura da tela submucosa e encontraram um cistos em cortes

histoldgicos deste estrato.

A perda de neurénios e de células da glia entérica no plexo submucoso se constitui em

importante fator para explicar a reducdo na altura dos vilos e profundidade das criptas uma
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vez que as EGCs e neurdnios submucosos sdo reguladores da proliferacao celular no epitélio
intestinal. Neunlist et al., (2013) argumentam que a unidade glial-neuronal-epitelial tem a
capacidade de coordenar os eventos imunes na tunica mucosa e interagir com a microbiota
através de antigenos presente no lumem. No jejuno de suinos inoculados com 5000 oocistos
da cepa M7741 de T. gondii (gendtipo Il1), os vilos aumentaram cerca de 10% na sua altura
aos 30 dias de infeccdo (Silva et al., 2010). Frangos de corte inoculados com 1000 oocistos
desta cepa sofreram reducdo de 30% na espessura da tdnica mucosa do duodeno (Bonapaz et
al., 2010) e 7,8% no ileo (Shiraishi et al., 2009).

A presenca de cistos teciduais do parasito induz a inflamacdo local (Flegr, 2013)
causando a producdo de anticorpos e citocinas que recrutam células do sistema imune tais
como, monocitos, células dendriticas, macrofagos entre outras, que mobilizam resposta
celular contra o T. gondii. Mondcitos e macrdéfagos secretam interleucina-1 (IL-1), IL-6 e IL-
12, NO e TNF-a. Ja as células dendriticas ao reconhecerem este patdgeno secretam IL-12.
Estas respostas estimulam a producéo de IFN-y por células Natural Killer que intensificam o
processo inflamatdrio gerado pela presenca do parasito. Muitas vezes, a presenca destas
citocinas pro-inflamatdrias, podem além de neutralizar o parasito (Liesenfeld, 2002; Buzoni-
Gatel e Werts 2006; Egan et al., 2012; Hunter e Sibley, 2012; Cohen e Denkers, 2014)
produzir danos ao tecido adjacente, pois muitas alteracdes no TGI atribuidas ao T. gondii sdo
compativeis com a doenca inflamatéria intestinal, colite ulcerativa, sindrome de Crohn e
doenca celiaca (Lidar et al., 2009; Rostami et al., 2011; Prandota, 2012; Flegr et al., 2014).
Nestas doencas, a cronicidade da inflamacdo é modulada via resposta celular Thl, como
naquela desencadeada pelo T. gondii. A estes achados, deve-se dar bastante atengdo, pois a
infeccdo toxoplasmica em ratos muito se assemelha a toxoplasmose humana (Liesenfeld,
2002) e o fato de ser considerada assintomatica, pode ser um equivoco pela falta de atencéo

aos sintomas clinicos e a inflamacéo que se cronifica.

Em sintese, o expressivo percentual de camundongos que receberam macerado de
intestinos que se tornaram soropositivos e dos quais se isolou cistos cerebrais, demonstrou de
maneira clara que o parasito também possui afinidade pelos intestinos de ratos, bem como a
capacidade infectante do macerado produzido a partir destes 6rgdos. A reducdo na populacao
total de EGCs S-100BIR no plexo submucoso em 19% demonstrou a capacidade do parasito
de provocar danos a estas células, pois elas também possuem metabolismo elevado e,

portanto, além de se envolverem nas respostas inflamatdrias locais sdo alvos da invasao pelo
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parasito. A infeccdo pelo T. gondii disparou mecanismos que promoveram 0 aumento do
volume citoplasmético dos neurdnios NADH-dp sem o correspondente aumento no nicleo e
intensa reducdo nesta subpopulacdo de neurdnios relacionada a diversos fatores que se
somaram: reducdo do metabolismo com consequente reducdo da producdo de granulos de
formazana, afinidade do parasito por células de maior metabolismo e morte de neurénios
ocasionada por danos as EGCs essenciais para a sua sobrevivéncia. A reducdo da populacéo
de células da glia entérica e neurdnios submucosos contribuiram para a reducao na altura dos
vilos e profundidade das criptas uma vez que neurdnios e glia séo reguladores da proliferacdo
celular no epitélio intestinal.
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nobody who qualifies for authorship has been excluded. Credit for authorship should be based
on: [1] substantial contributions to research design, or the acquisition, analysis or
interpretation of data; [2] drafting the paper or revising it critically; [3] approval of the

submitted and final versions. Authors should meet all three criteria.
Second page:

The second page should contain a summary paragraph which should give a factual
account of the context in which the study has been performed, the objective(s), methods and
results, and a brief conclusion, in not more than 250 words. For refereeing and indexing
purposes, up to six 'keywords' related to subjects discussed in the paper should be identified

and included at the foot of the summary.
Text

Reports of original work should usually be arranged in the conventional order of
introduction, methods, results, discussion, acknowledgements and references, with suitable
headings for each part. Further sub-divisions, with appropriately less significant headings, can
be used. Results may be presented in the text, in tables and figures, but the text should, in

general, comment on rather than repeat information in tables.
General

Papers must be written in clear, concise English. Spelling should follow The Concise
Oxford Dictionary of Current English. Avoid jargon and neologisms. The journal is unable to
undertake major corrections of language, which is the responsibility of the author. Where
English is not the first language of the authors, the paper should be checked by a native
English speaker. Authors may suggest the names of suitable referees in a covering letter, or

via the website, if they so wish.
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Tables and Figures

For online submission, illustrations should be embedded in the Word document or
uploaded as separate files. Quality should be sufficient for viewing on-screen and desktop
printing.

Where possible, please provide high quality digital artwork files.

Both tables and figures should be numbered consecutively with Arabic numerals. Each
should have a separate descriptive legend. Keys should be given in the legends, not in the
figure itself. All illustrations, both drawings and photographs, must be of good quality since
delay will result if referees need to see improved versions. Digital versions of figures should

be supplied in TIFF format. As a guide, the ideal figure resolution/specification for various

types of original figures, at their final size, is as follows:
Line art and diagrams - Minimum 600 dpi
Halftone (both B/W and Colour photographs) - Minimum 300 dpi
Line and tone (line art and halftone combined) - Minimum 600 dpi

It is best to use Illustrator or Photoshop software and to save the material in the format
.eps' or “tif. If you are unable to provide these formats, please save the figures in as many
different file formats as possible. In addition to any electronic files, always send three high-
quality printed versions of the figures to the editorial office. For further information on file
formats, please see the instructions on our website at

http://www.blackwellpublishing.com/bauthor/illustration.asp
Colour Illustrations
As the journal is published online-only, colour figures are published online for free.
Measurements

Measurements should be expressed in Sl units. If the original observations were

recorded in other units, this should be stated, together with the appropriate conversion factors.
Standard Abbreviations

Standard abbreviations should be used and should follow those laid down in Units,
Symbols and Abbreviations (1994) published by the Royal Society of Medicine.

Abbreviations should be used sparingly and only if a lengthy name or expression is repeated
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frequently throughout the manuscript. Words must appear in full on first appearance in both
summary and text, followed by the abbreviation in parentheses. Drugs should be described by
their official names but trade names should be indicated in parentheses the first time the drug
is quoted in the text.

References

We recommend the use of a tool such as Reference Mnanager for reference
management and formatting. Reference Manager reference styles can be searched for here:
http://www.refman.com/support/rmstyles.asp.

References must be double spaced and should be made only to papers closely related
to the author's work. Exhaustive lists should be avoided. In the text, use the name of the
author(s) followed by the date of publication; where there are two authors use the form:
Sorensen and Read 2002; where there are more than two authors use the form: Turton et al.
2002.

Arrange the list of authors quoted at the end of the text in alphabetical order set out as

follows:

A) Name(s) and initials of author(s), year of publication (in parentheses), title of the
article, name of the journal, volume number, first and last page numbers. Abbreviate journal
names according to the Index Medicussystem. (Also see International Committee of Medical
Journal Editors: Uniform requirements for manuscripts submitted to biomedical journals. N
Engl J Med 1997;336: 309-315.)

B) In the case of books the order is: name(s) and initials of author(s), year of
publication (in parentheses), chapter title, full book title, edition, names of the editors, place

and name of publisher, and page numbers.

C) References to ‘personal communications' and ‘unpublished work' may be quoted in
the text with all names and initials to avoid confusion but should not be included in the

references.
Examples of the style to be used are given below:

Turton J.A., Andrews C.M., Havard A.C. & Williams T.C. (2002) Studies on the
haemotoxicity of chroramphenicol succinate in the Dunkin Hartley guinea pig. Int. J. Exp.
Path. 83, 225-238.
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Katz D.R., &Pollara G. (2003) Surviving the immune response: an immunologist's
perspective. In Dormancy and Low Growth States in Microbial Diseases. Ed A. Coates.
Cambridge University Press pp 75-100.
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ANEXO 2

Protocolo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Experimentagdo Animal.
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ANEXO 3

Guidelines for Author - Acta Tropica

Acta Tropica publishes original research papers, short communications and review
articles. Original papers should normally not exceed 10 printed pages including tables and
figures. Short communications should not exceed 4 printed pages including tables and figures.
Manuscripts must be accompanied by a letter signed by all the authors. Submission of a paper
to Acta Tropica is understood to imply that it has not previously been published (except in an
abstract form), and that it is not being considered for publication elsewhere. The act of
submitting a manuscript to Acta Tropica carries with it the right to publish the paper.
Responsibility for the accuracy of the material in the manuscript, including bibliographic
citations, lies entirely with the authors.

Ethics in publishing

For information on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication
see  http://www.elsevier.com/publishingethics and  http://www.elsevier.com/journal-

authors/ethics.
Conflict of interest

All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of interest
including any financial, personal or other relationships with other people or organizations
within three years of beginning the submitted work that could inappropriately influence, or be
perceived to influence, their work. See also http://www.elsevier.com/conflictsofinterest.
Further information and an example of a Conflict of Interest form can be found at:

http://help.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/286/p/7923.
Submission declaration and verification

Submission of an article implies that the work described has not been published
previously (except in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic
thesis or as an electronic preprint, see http://www.elsevier.com/postingpolicy), that it is not
under consideration for publication elsewhere, that its publication is approved by all authors
and tacitly or explicitly by the responsible authorities where the work was carried out, and
that, if accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in English or in any

other language, including electronically without the written consent of the copyright-holder.
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To verify originality, your article may be checked by the originality detection service

CrossCheck http://www.elsevier.com/editors/plagdetect.
Changes to authorship

This policy concerns the addition, deletion, or rearrangement of author names in the
authorship of accepted manuscripts:

Before the accepted manuscript is published in an online issue: Requests to add or
remove an author, or to rearrange the author names, must be sent to the Journal Manager from
the corresponding author of the accepted manuscript and must include: (a) the reason the
name should be added or removed, or the author names rearranged and (b) written
confirmation (e-mail, fax, letter) from all authors that they agree with the addition, removal or
rearrangement. In the case of addition or removal of authors, this includes confirmation from
the author being added or removed. Requests that are not sent by the corresponding author
will be forwarded by the Journal Manager to the corresponding author, who must follow the
procedure as described above. Note that: (1) Journal Managers will inform the Journal Editors
of any such requests and (2) publication of the accepted manuscript in an online issue is

suspended until authorship has been agreed.

After the accepted manuscript is published in an online issue: Any requests to add,
delete, or rearrange author names in an article published in an online issue will follow the

same policies as noted above and result in a corrigendum.
Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing
Agreement’ (for more information on this and copyright, see
http://lwww.elsevier.com/copyright). An e-mail will be sent to the corresponding author
confirming receipt of the manuscript together with a '‘Journal Publishing Agreement' form or a

link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including
abstracts for internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is
required for resale or distribution outside the institution and for all other derivative works,
including compilations and translations (please consult http://www.elsevier.com/permissions).
If excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain written

permission from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has
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preprinted forms for use by authors in these cases: please consult

http://www.elsevier.com/permissions.
Author rights

As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your
work. For more information on author rights for (a) subscription articles please see
http://lwww.elsevier.com/journal-authors/author-rights-and-responsibilities; (b) for open

access articles please see http://www.elsevier.com/OAauthoragreement.
Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the
research and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if
any, in study design; in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the
report; and in the decision to submit the article for publication. If the funding source(s) had no

such involvement then this should be stated.
Funding body agreements and policies

Elsevier has established a number of agreements with funding bodies which allow
authors to comply with their funder's open access policies. Some authors may also be
reimbursed for associated publication fees. To learn more about existing agreements please

visit http://www.elsevier.com/fundingbodies.
Open access
This journal offers authors a choice in publishing their research:
Open access

* Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted

reuse

» An open access publication fee is payable by authors or on their behalf e.g. by their

research funder or institution
Subscription

* Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient

groups through our universal access programs (http://www.elsevier.com/access).

* No open access publication fee payable by authors.



107

Your publication choice will have no effect on the peer review process or acceptance

of submitted articles.

For open access articles, permitted third party (re)use is defined by the following

Creative Commons user licenses:
Creative Commons Attribution (CC BY)

Lets others distribute and copy the article, create extracts, abstracts, and other revised
versions, adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation), include
in a collective work (such as an anthology), text or data mine the article, even for commercial
purposes, as long as they credit the author(s), do not represent the author as endorsing their
adaptation of the article, and do not modify the article in such a way as to damage the author's

honor or reputation.
Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)

For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to
include in a collective work (such as an anthology), as long as they credit the author(s) and

provided they do not alter or modify the article.

The open access publication fee for this journal is $1,800, excluding taxes. Learn more

about Elsevier's pricing policy: http://www.elsevier.com/openaccesspricing.
Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not
a mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing
to eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific
English may wish to use the English Language Editing service available from Elsevier's
WebShop (http://webshop.elsevier.com/languageediting/) or visit our customer support site

(http://support.elsevier.com) for more information.
Submission

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering
your article details and uploading your files. The system converts your article files to a single
PDF file used in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to
typeset your article for final publication. All correspondence, including notification of the

Editor's decision and requests for revision, is sent by e-mail.
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NEW SUBMISSIONS

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise
through the creation and uploading of your files. The system automatically converts your files
to a single PDF file, which is used in the peer-review process.

As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your
manuscript as a single file to be used in the refereeing process. This can be a PDF file or a
Word document, in any format or lay-out that can be used by referees to evaluate your
manuscript. It should contain high enough quality figures for refereeing. If you prefer to do
so, you may still provide all or some of the source files at the initial submission. Please note

that individual figure files larger than 10 MB must be uploaded separately.
References

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can
be in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s)
name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume
number/book chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged.
The reference style used by the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at
the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof stage for the author to

correct.
Formatting requirements

There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the
essential elements needed to convey your manuscript, for example Abstract, Keywords,
Introduction, Materials and Methods, Results, Conclusions, Artwork and Tables with

Captions.

If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this should

be included in your initial submission for peer review purposes.
Divide the article into clearly defined sections.
Figures and tables embedded in text

Please ensure the figures and the tables included in the single file are placed next to

the relevant text in the manuscript, rather than at the bottom or the top of the file.

REVISED SUBMISSIONS



109

Use of word processing software

Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide
us with an editable file of the entire article. Keep the layout of the text as simple as possible.
Most formatting codes will be removed and replaced on processing the article. The electronic
text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the
Guide to Publishing with Elsevier: http://www.elsevier.com/guidepublication). See also the

section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and

‘grammar-check’ functions of your word processor.
Article structure
Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ..), 1.2, etc. (the abstract is not included in section
numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to ‘the
text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on its own

separate line.
Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a

detailed literature survey or a summary of the results.
Material and methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already

published should be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.
Results
Results should be clear and concise.
Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A
combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and

discussion of published literature.

Conclusions
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The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section,
which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion

section.
Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae
and equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in
a subsequent appendix, Eg. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig.
A.l, etc.

Essential title page information

* Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems.

Avoid abbreviations and formulae where possible.

* Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a
double name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the
actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript
letter immediately after the author's name and in front of the appropriate address. Provide the
full postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail

address of each author.

* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages
of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that phone numbers (with country
and area code) are provided in addition to the e-mail address and the complete postal address.

Contact details must be kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the
article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address’) may
be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did
the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are

used for such footnotes.
Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose
of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented

separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References



111

should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or
uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first

mention in the abstract itself.
Graphical abstract

Please provide, when submitting your article, a graphical abstract. This comprises the
title, authors and affiliations, identical to the article itself, a summary of about 25 words, and a
pictogram: one figure representative of the work described. Maximum image size: 400 x 600
pixels (h x w, recommended size 200 x 500 pixels). Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or
MS Office files. See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet
points that convey the core findings of the article and should be submitted in a separate
editable file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and
include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). See

http://lwww.elsevier.com/highlights for examples.
Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American
spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example,
‘and’, 'of'). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field

may be eligible. These keywords will be used for indexing purposes.
Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the
first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be
defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of

abbreviations throughout the article.
Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or
otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g., providing

language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).
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Units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of
units (SI). If other units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Database linking

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their
readers one-click access to relevant databases that help to build a better understanding of the
described research. Please refer to relevant database identifiers using the following format in
your article: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See
http://www.elsevier.com/databaselinking for more information and a full list of supported

databases.
Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either
next to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables
consecutively in accordance with their appearance in the text and place any table notes below
the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do

not duplicate results described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules.
References
Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list
(and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished
results and personal communications are not recommended in the reference list, but may be
mentioned in the text. If these references are included in the reference list they should follow
the standard reference style of the journal and should include a substitution of the publication
date with either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as

'in press' implies that the item has been accepted for publication.
Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source
publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the

reference list) under a different heading if desired, or can be included in the reference list.
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References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any

citations in the text) to other articles in the same Special Issue.
Reference management software

This journal has standard templates available in key reference management packages
EndNote  (http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and  Reference  Manager
(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing packages, authors
only need to select the appropriate journal template when preparing their article and the list of
references and citations to these will be formatted according to the journal style which is

described below.
Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can
be in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s)
name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume
number/book chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged.
The reference style used by the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at
the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof stage for the author to
correct. If you do wish to format the references yourself they should be arranged according to

the following examples:
Reference style
Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the

year of publication;
2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by ‘et al.' and the year of

publication.

Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be

listed first alphabetically, then chronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999).

Kramer et al. (2010) have recently shown ....'
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List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the same

year must be identified by the letters 'a’, 'b’, 'c’, etc., placed after the year of publication.
Examples:
Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific
article. J. Sci. Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New
York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your
article, in: Jones, B.S., Smith, R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing
Inc., New York, pp. 281-304.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word
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