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Cinética da infeccdo aguda pelo Toxoplasma gondii e alteracbes
histopatoldgicas no duodeno de ratos

RESUMO

O Toxoplasma gondii € um parasito prevalente entre seres humanos e animais. Uma forma
comum de transmissdo € a ingestdo de alimentos contaminados com oocistos. O Toxoplasma
gondii precisa atravessar a barreira intestinal, invadindo células epiteliais, alcancando a
parede intestinal e se disseminando pelo organismo. Objetivamos analisar a parede intestinal e
as células do epitélio do duodeno de ratos infectados por Toxoplasma gondii durante
diferentes duracdes de infeccdo aguda. Ratos foram separados em grupos inoculados por via
oral com oocistos de Toxoplasma gondii por 6 horas (G6), 12 horas (G12), 24 horas (G24), 48
horas (G48), 72 horas (G72), 7 dias (G7d) e 10 dias (G10d), e em grupo controle nao
infectado (GC). Aos 60 dias de idade, esses ratos foram submetidos a eutanasia e os duodenos
processados histologicamente para andlise da parede intestinal e de células epiteliais. Nos
grupos infectados foi observado aumento na largura de vilos e criptas; reducdo na altura de
enterdcitos; aumento no menor diametro e reducdo no maior didmetro do nucleo de
enterdcitos. Ocorreu aumento na quantidade de células caliciformes que secretam muco
neutro no G6, G12 e G7d e das que secretam muco acido no G7d e G10d, além de aumento no
numero de linfécitos intraepiteliais no G48. Houve ainda atrofia da tela submucosa, da tinica
muscular e da parede total nos grupos infectados. Conclui-se que diferentes tempos de
infeccdo aguda por Toxoplasma gondii causam alteragdes na estrutura histoldgica do duodeno
de ratos no intuito de manter a homeostasia do animal.

Palavras-chave: Células caliciformes. Duodeno. Infeccdo aguda. Mucosa intestinal.

Toxoplasmose.



Kinetics of acute infection by Toxoplasma gondii and histopathological changes

in the duodenum of rats

ABSTRACT

Toxoplasma gondii is a prevalent parasite among humans and animals. A common form of
transmission is through the ingestion of food contaminated with oocysts. Toxoplasma gondii
must cross the intestinal barrier, invading epithelial cells, reaching the intestinal wall and
spreading throughout the body. We aimed to analyze the intestinal wall and epithelial cells of
the duodenum of rats infected with Toxoplasma gondii during different durations of acute
infection. Rats were separated into groups inoculated orally with Toxoplasma gondii oocysts
for 6 hours (G6), 12 hours (G12), 24 hours (G24), 48 hours (G48), 72 hours (G72), 7 days
(G7d) and 10 days (G10d), and an uninfected control group (CG). When rats were 60-day-old,
they were euthanized and the duodenum were histologically processed to analyze the
intestinal wall and epithelial cells. We observed in the infected groups increase in the width of
villi and crypts; reduction in the height of enterocytes; increase in the minor diameter and
decrease in the major diameter of the enterocyte nucleus. An increase of goblet cells secreting
neutral mucus in G6, G12 and G7d was observed as well as of goblet cells secreting acid
mucus in G7d and G10d. An increased number of intraepithelial lymphocytes was seen in
G48. There was atrophy of the submucosa, the external muscle layer and the total wall in the
infected groups. It can be concluded that different period of acute Toxoplasma gondii
infection causes changes in histological structure of the duodenum from rats in order to
maintain homeostasis of the animal.

Keywords: Acute infection. Duodenum. Goblet cells. Intestinal mucosa. Toxoplasmosis.
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CAPITULO |

Toxoplasma gondii

A toxoplasmose é uma doenga causada pelo parasito intracelular obrigatério
Toxoplasma gondii (T. gondii), sendo considerada uma das infeccBes parasitarias mais
comuns para o homem e para varios animais domésticos e selvagens™. E uma das zoonoses
mais difundidas pelo mundo, em algumas regides de 40 a 70% de humanos adultos
apresentam anticorpos anti-T. gondii® e no Brasil esta prevaléncia varia de 50 a 70% ¥,

Este parasito possui ciclo de vida que se alterna entre hospedeiros intermediarios,
onde ocorrem 0s estagios assexuados, e hospedeiros definitivos, onde ocorrem o0s estagios
sexuados e assexuados do parasito™. Os felideos s&o os hospedeiros definitivos, sendo que os
gatos domésticos possuem papel fundamental na transmissdo do T. gondii para o humano®.
Nesses animais ocorre o ciclo enteroepitelial, em que o parasito obtido por via oral penetra na
parede intestinal e desenvolve-se dentro das células epiteliais do intestino delgado,
principalmente enterécitos, formando os oocistos que sdo eliminados com as fezes. Nos
demais animais homeotérmicos ocorre apenas o ciclo tecidual extra-intestinal©.

Por meio de técnicas moleculares foi possivel dividir a populacdo desse parasito em
trés linhagens clonais, quanto ao gene da proteina SAG2, denominadas gendtipos I, 11, e 11117,
De acordo com o fenétipo, as cepas sdo classificadas em altamente virulentas (gendtipo 1), de
viruléncia intermediaria (genétipo 11) e baixa viruléncia (genétipo 111)®. Normalmente as
cepas do gendtipo Il e Il levam a infeccdo crbnica e producdo de cistos teciduais em ratos e
camundongos, enquanto as cepas do gendtipo | sdo extremamente virulentas, causando
significativos indices de mortalidade em camundongos”. O T. gondii possui grande
diversidade clonal, atualmente identifica-se cerca de 130 genotipos distintos no Brasil, sendo
que estes novos genotipos ndo se enquadram completamente em nenhum dos trés tipos
anteriormente descritos®.

Durante seu ciclo de vida o parasito apresenta principalmente o estagio de: (1)
oocisto, forma de resisténcia a condicdes ambientais® que sdo produzidos nas células
intestinais de felideos ndo imunes e eliminados imaturos junto com as fezes; (2) bradizoito,
forma de multiplicacdo lenta do parasito que é encontrado dentro do vacuolo parasitoforo de
uma célula, cuja membrana forma a cépsula do cisto tecidual, sendo localizados
predominantemente no sistema nervoso central, globo ocular e nos musculos esquelético e

cardiaco e (3) taquizoito, células em formato de arco que sdo encontradas durante a fase



13

aguda da infeccdo, de multiplicacdo rapida dentro de vacuolos parasitoforos de vérias células,
como nas células do sistema fagocitico mononuclear, células hepaticas, musculares,
pulmonares e nervosas™® V.

A infeccdo pelo T. gondii pode ocorrer pela ingestdo de agua e alimentos
contaminados por oocistos; de carne crua ou mal-cozida, contendo cistos teciduais ou
transmissdo de taquizoitos por via transplacentéria ou congénita® ** *2. Quando os oocistos
alcancam o trato gastrintestinal, ocorre a liberacdo dos esporozoitos que por sua vez se
transformam em taquizoitos, sendo os Gltimos a forma proliferativa que atravessa a barreira
intestinal para atingir outros 6rgdos, podendo infectar quaisquer células nucleadas por
penetracado ativa, entretanto, observa-se um tropismo por células musculares e neurdnios®1%).

O mecanismo de defesa contra o T. gondii € mediado principalmente pela resposta
imune celular’®. Diferentes células participam do processo de defesa, como células
apresentadoras de antigenos (células dendriticas e macrofagos), células “natural killer” (NK),
leucéeitos polimorfonucleares e linfocitos TCD4" e TCD8™ ™ 1) A resisténcia do hospedeiro
ao parasito se da basicamente por meio de atividades citotoxicas e da secrecdo de Oxido
nitrico (NO) e citocinas™®.

A toxoplasmose geralmente € assintomatica, pois apenas 10% a 20% dos casos
apresentam-se sintomaticos™®. A presenca de sinais clinicos depende do estado imune do
hospedeiro, do nimero de formas parasitarias ingeridas, e se existe, ou ndo, uma afeccéo
concomitante®. Na fase aguda ocorre a ampla disseminacédo do parasito pelo organismo do
hospedeiro, através da multiplicacdo ativa dos taquizoitos no interior de células nucleadas?,
enquanto na fase cronica, os parasitos podem permanecer vidveis durante toda a vida do
hospedeiro na forma de cistos teciduais“?. Os primeiros sintomas nos casos agudos S&o:
febre, mal estar, sudorese noturna, mialgia, exantema maculopapular, linfadenopatia e
linfocitose que persistem durante dias a semanas®.

Em pacientes imunodeprimidos, a fase aguda da infeccdo € mais danosa, podendo
causar exantema maculopapular, pneumonia, miocardite, cefaléia, corioretinite, hidrocefaléia,
encefalites, confusdo mental, coma, e/ou morte® ** 1. Ja na transmissdo transplacentaria,
dependendo do periodo gestacional, pode ocorrer lesdo cerebral, deformidades fisicas, méa
formac&o no feto e até mesmo o aborto®.

Os parasitos que persistem dentro de cistos teciduais, caracterizando a infecgéo
latente, podem ser reativados em casos de imunossupressdo, como no caso da sindrome da
imunodeficiéncia humana (SIDA), causando serias complicacfes, principalmente encefalite

grave que pode levar ao 6bito®V.
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Durante a infeccéo cronica, em hospedeiros intermediarios, como roedores, tém sido
observado alteragdes fenotipicas que causam modificacdo do comportamento inato de aversao
ao odor da urina de felinos. Existem indicagdes de que a via dopaminérgica seja atingida e por
isso a administragdo de alguns antipsicéticos tem evitado o aparecimento dessas mudancas®®?.
Os cistos de T. gondii podem se localizar em regides do encéfalo responsaveis pelo
comportamento de mamiferos, como o sistema limbico, fato que pode explicar alteracdes no
comportamento®®. Ainda em humanos adultos estd sendo observado uma relacdo entre a
infeccdo pelo T. gondii e a ocorréncia da esquizofrenia, além de sintomas psiquiétricos como

desilusdo e alucinacdes®?.

TOXOPLASMOSE E SISTEMA DIGESTORIO

Para se disseminar pelo organismo, o T. gondii precisa transpor a barreira intestinal
iniciada no duodeno, causando desta forma, um estado de alerta na mucosa intestinal,
marcado pela migracdo de linfocitos como parte dos mecanismos de resposta inflamatoria
local®,

Em pacientes imunodeprimidos o envolvimento do trato gastrointestinal é raro, sendo
relatada a toxoplasmose com sintomas gastricos, como dor abdominal, diarreia, vémito,
anorexia e ascite, sendo encontradas lesées no eséfago, estbmago, intestino delgado e grosso
através de bidpsias post-mortem®®.

Algumas cepas do gendtipo I, sdo capazes de causar ileite fatal em camundongos'”.
Além disso, estudos realizados por nosso grupo de pesquisa ja demonstraram alteracfes nas
estruturas da parede intestinal e nas células epiteliais induzidas pela infec¢do crénica do
parasito T. gondii em diferentes espécies animais®’*?. Dentre as alteracdes morfoldgicas e
funcionais observadas estdo a diarreia e infiltrados inflamatérios na tunica mucosa, reducédo
da espessura da parede intestinal, aumento no nimero de células caliciformes e morte e atrofia
dos neurdnios do plexo mientérico do duodeno de galinhas infectadas cronicamente®”. No
duodeno de gatos infectados por T. gondii durante 40 dias foi descrito aumento no nimero de
células de Paneth e aumento na altura dos enterdcitos®Y. Além disso, no plexo submucoso do
jejuno de ratos infectados por 60 dias foi relatada reducdo no nimero de neurdnios
vipérgicos®®. Essas diferentes alteracies observadas no trato gastrointestinal durante a
infeccdo causada pelo T. gondii sdo dependentes de caracteristicas proprias do parasito
capazes de levar a infeccdo, como gendtipo, cepa, forma de vida infectante e via de

inoculacdo utilizada, além das caracteristicas do hospedeiro de responder a infeccdo, como
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espécie estudada, segmento do tubo digestério avaliado e tipo celular da parede intestinal que
foi analisado.

SISTEMA DIGESTORIO

O sistema digestério é constituido de cavidade oral, tubo digestério e glandulas
anexas, que realizam a ingestdo, mastigacao, degluticdo e digestdo do alimento e absor¢éo dos
nutrientes, além da eliminacdo dos restos ndo digeridos. O tubo digestorio é a porcdo
responsavel por macerar, encaminhar, digerir, selecionar e absorver os elementos nutritivos e
a agua, sendo subdividido em esbfago, estdbmago, intestino delgado e intestino grosso. No
humano o intestino delgado é formado pelo duodeno, jejuno e ileo que possuem as funcdes de
digestdo e absorcdo dos nutrientes, enquanto o intestino grosso é formado pelo ceco, colos
ascendente, transverso, descendente e sigmoide seguido do reto e do canal anal que fazem a

@3 Em ratos o sistema

absorcdo de eletrolitos e agua, além de formarem o bolo fecal
digestorio € muito semelhante ao humano, possuindo a mesma némina anatdmica do eséfago
ao ileo, sendo o intestino grosso dividido em ceco, célon proximal, colon distal, reto e canal
anal®?,

O intestino delgado é formado histologicamente por: tinica mucosa, tela submucosa,
tinica muscular e tdnica serosa. A tunica mucosa € altamente vascularizada e composta pelo
epitélio, 1amina propria e muscular da mucosa. Na mucosa séo encontrados os vilos, que sdo
projecbes da ldmina propria em direcdo ao limen intestinal, que estdo recobertas por um
epitélio de revestimento simples prismatico; além de invaginacdes epiteliais nos espacos
intervilares que formam numerosas glandulas, normalmente denominadas de criptas
intestinais®. Ao olho n(, os vilos ddo um aspecto aveludado ao revestimento da mucosa
intestinal, sendo estruturas permanentes e delicadas que aumentam a superficie de digestdo e
absorcdo do intestino delgado em cerca de 10 vezes®®.

No epitélio intestinal as células mais numerosas sdo 0s enterdcitos, as quais sao
colunares, cerca de 25 pum de altura, com ndcleo oval localizado no polo basal e com uma
borda em escova (microvilosidades) no polo apical. Essas células sdo responsaveis pela
digestdo terminal de macromoléculas e absorcdo de agua e nutrientes, além de modificar
acidos graxos em triglicerideos, formar quilomicrons, e transportar nutrientes para vasos
sanguineos e linfaticos da lamina prépria, de onde serdo distribuidos para todo o corpo®. Os
enterdcitos também desempenham importante papel na resposta imunitaria frente a processos

inflamatdrios e infecciosos que ocorrem na mucosa, podendo funcionar como células
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apresentadoras de antigenos ou ainda atuar na producéo e secrecdo de citocinas e quimiocinas
com atividade quimiotaxica e pré-inflamatéria no epitélio intestinal ¢ 39,

Células caliciformes também estdo presentes no epitélio intestinal, e sdo glandulas
unicelulares com formato de célice, com sua base apoiada na lamina basal e com seu polo
apical repleto de goticulas secretoras revestidas por membranas voltadas para o limen
intestinal, de modo a deslocar o citoplasma para a periferia da célula e o nucleo para o polo
basal. Essas células possuem a funcdo de produzir e secretar 0 mucinogénio, cuja forma
hidratada € a mucina, componente fundamental do muco que reveste o limen intestinal. O
muco lubrifica e protege o epitélio contra a abrasdo e acdo da microbiota intestinal, embora
também sirva como fonte de nutrientes para esses microrganismos. Existem ainda nos vilos,
as células M que auxiliam o sistema mononuclear fagocitario da mucosa®®.

As criptas sdo glandulas simples e tubulares que circundam a base dos vilos e se
abrem como perfuracdes do revestimento interno do intestino. Além de enterdcitos e células
caliciformes, nas criptas encontram-se também células de reserva, que sdo as celulas
progenitoras, as células de Paneth, que produzem o agente antimicrobiano lisozima e as
células enteroenddcrinas (também denominadas de células pertencentes ao sistema
neuroendécrino difuso — SNED)®®. As células de Paneth estdo localizadas no fundo das
criptas e além de secretarem lisozimas, ainda produzem TNF-a, defensinas e criptidinas que
ficam armazenados em granulos contidos em seu citoplasma e que séo liberados para proteger
a superficie luminal da invaséo de microorganismos patogénicos®?.

Ainda para ajudar a proteger o revestimento epitelial, existem diversos linfocitos
localizados na lamina prépria que migram para o epitélio®. Quando ocorre a invaséo da
barreira intestinal por algum microrganismo, os fagécitos sdo rapidamente recrutados para 0s
locais da invasdo, por meio da resposta imune Th1l mediada por macrofagos ou Th2 mediada
por neutrofilos, intensificando a migracdo de diversos linfocitos da lamina prépria para o
l[imen intestinal apds horas de infec¢do. Esse fenbmeno faz com que um maior nimero de
linfocitos intraepiteliais sejam visualizados em cortes histoldgicos do intestino. A chegada
desses leucdcitos qualifica os processos infecciosos do sistema digestorio®”, sendo que a
infiltracdo leucocitaria é evidenciada na lamina prépria do intestino delgado de camundongos
infectados com cistos de T. gondii apés sete dias de infeccao™?.

A lamina propria situa-se abaixo do epitélio intestinal e é constituida de tecido
conjuntivo frouxo, abrigando diversos vasos sanguineos e linfaticos de pequeno calibre
(capilares), além de envolver externamente glandulas e nodulos linfaticos ocasionais. A

muscular da mucosa circunda a lamina propria, delimitando a mucosa e a submucosa. Ela é
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composta por células musculares lisas reunidas em uma camada circular interna e uma
longitudinal externa que s@0 responsaveis por desenvolverem contragdes ritmicas que
movimentam os vilos de forma intensa durante a digestao®®.

A tela submucosa é formada por tecido conjuntivo denso fibroelastico ndo-modelado
com a presenca de numerosos vasos sanguineos e linfaticos de maior calibre (arteriolas e
vénulas). Nesta tela ainda encontra-se o plexo submucoso, componente nervoso que controla
a motilidade da mucosa, a atividade secretora das glandulas e a vasomotricidade. A tunica
muscular é formada por dois estratos de musculo liso: o estrato circular da tinica muscular
(interna) e o estrato longitudinal da tanica muscular (externa). Essas fibras musculares séo
responsaveis pela atividade motora intestinal, além de possuirem uma ampla rede de células
do sistema imune. Entre os dois estratos da tunica muscular situa-se o plexo mioentérico,
outro componente nervoso que regula a atividade peristaltica, bem como outros tipos de
movimentos exercidos pela tanica muscular. A tdnica serosa é formada por tecido conjuntivo
frouxo que recobre externamente todo o tubo intestinal. Essa tdnica é chamada de serosa
guando o segmento do tubo digestdrio é revestido por peritdnio, e conhecida como adventicia
quando o segmento é retroperitoneal, como é o caso do esdfago®®®.

O sistema digestério possui um sistema nervoso intrinseco, chamado de Sistema
Nervoso Entérico (SNE), que controla todas as funcdes digestorias, apresentando uma extensa
rede de neurdnios dispersos ou reunidos em ganglios que se organizam em plexos. Os plexos
ganglionados sdo o mioentérico e o submucoso, dos quais emergem feixes de fibras nervosas
que formam os plexos ndo-ganglionados, presentes em toda a parede intestinal®?. Além de
neurénios, no SNE existem também as Células da Glia Entérica (CGEs), que possuem
diversas fun¢des ligadas a sobrevivéncia neuronal, como apoio metabdlico, estrutural, trofico

e de protecao®?.

DUODENO

O duodeno é o primeiro segmento do intestino delgado, medindo cerca de 25 cm no
humano, € o local onde ocorre a maior parte da digestdo dos alimentos e parte da absorcéo dos
nutrientes®®. Em ratos o duodeno tem aspecto morfolégico semelhante ao do homem,
localizado na regido abdominal, possui formato de C, com paredes mais espessas que 0
restante do intestino delgado e se apresenta proporcionalmente maior que o duodeno humano,
medindo em torno de 4 e 7 cm de comprimento®. Nele ocorre a liberagdo da bile, que é
produzida pelo figado, armazenada na vesicula biliar e encaminhada pelo ducto colédoco até

o limen intestinal. Também no duodeno € secretado o suco pancreéatico, produzido pelos
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acinos pancreaticos e transportado pelos ductos pancreaticos até o limen intestinal. A acéo
dessas secrecOes digestivas sobre o quimo resulta na fase final de digestdo dos alimentos,
chamada de quilo, na qual ja existem substancias modificadas a ponto de serem absorvidas na
mucosa do duodeno e principalmente na do jejuno e do ileo®®.

Na tanica submucosa do duodeno existem as glandulas de Brinner ou glandulas
duodenais, cujos ductos penetram na mucosa, perfurando a base das criptas e secretam no
limen do duodeno uma secrecdo mucosa alcalina, que ajuda neutralizar o quimo é&cido
proveniente do estbmago. Na mucosa duodenal percebe-se que os vilos sdo mais largos, mais
altos e mais numerosos que os vilos do jejuno e do ileo, e que as células caliciformes,
responsaveis pela secrecdo de muco, s80 menos numerosas que nos demais segmentos(36).

A chegada do quimo semi-processado do estdbmago ao duodeno faz com que o
contato do quimo com a parede duodenal controle a velocidade do esvaziamento gastrico,
ativando vias reflexas, compostas de componentes neuronais e hormonais que coordenam as
atividades motoras e secretoras do estdmago, figado, pancreas e do proprio duodeno,
responsaveis pelas demais etapas da digestdo e absorcao dos nutrientes®?.

No intestino delgado ocorre a maior liberagdo e penetracdo de esporozoitos
provenientes dos oocistos de T. gondii ingeridos na alimentacdo™”). O duodeno é um
segmento curto, com pH mais baixo que os outros segmentos do intestino delgado e possui
glandulas responsaveis pela producédo de uma espessa camada de muco que recobre o epitélio
intestinal ®®. Esses fatores inerentes ao 6rgdo podem facilitar a eclosdo dos oocistos e a
liberacdo de esporozoitos, mas também podem dificultar a invasdo do parasito pela mucosa

intestinal do duodeno.

JUSTIFICATIVA

Nos mamiferos a principal via de infec¢do do T. gondii é a oral. Quando chega ao
intestino, o parasito encontra uma barreira mecénica e imune que determina a efetividade da
infeccdo e sua patogenicidade.

Nosso grupo tem mostrado que o parasito provoca modificacdes na organizacao
tecidual e inervacdo do trato gastrointestinal. Estudos prévios ja definiram a forma de vida do
parasito, 0 gendtipo e a via de infecgdo para o desenvolvimento de um modelo experimental
que permita a realizacdo de estudos posteriores. No entanto, ainda ndo foram realizados
estudos da cineética desta infeccdo, verificando as respostas teciduais do intestino durante a
fase aguda da infeccao, especialmente durante o periodo de transposicao da barreira intestinal

pelo protozoario.
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Considerando, portanto, que a Toxoplasmose é uma doenca de grande importancia
epidemioldgica e que o intestino tem grande relacdo com a infeccdo, torna-se importante
investigar as relacdes do intestino e da sua estrutura com as alteracbes causadas por essa
doenca em diferentes tempos de infeccdo aguda. Com este estudo, visamos compreender 0s
mecanismos da patogénese das alteracBes intestinais causadas pela toxoplasmose, com o

intuito de aprimorar a lacuna gque existe sobre esse assunto na literatura.

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL
Compreender o papel da barreira intestinal na cinética da fase aguda da infeccao oral
pelo T. gondii em ratos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar as mudancas que ocorrem no duodeno diante de diferentes tempos de
infeccdo aguda por oocistos de T. gondii (cepa ME-49, gendtipo II).

Avaliar a resposta da mucosa intestinal perante a invasao do parasito, por meio da
analise morfométrica de vilos e criptas.

Realizar a morfometria de enterdcitos e seus nucleos presentes no vilos e nas criptas
do duodeno nos diferentes tempos de infecgdo aguda por T. gondii.

Realizar a contagem de células caliciformes que secretam diferentes mucinas.

Verificar o nimero de linfocitos intraepiteliais em cada momento de infecgdo aguda
por T. gondii.

Analisar a evolucdo do processo inflamatorio na parede intestinal do duodeno de
ratos em diferentes tempos de infec¢do aguda por T. gondii, verificando possiveis alteracdes

morfométricas na tela submucosa, tunica muscular e parede total.
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Artigo: “CINETICA DA INFECCAO AGUDA PELO Toxoplasma gondii E
ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS NO DUODENO DE RATOS”
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Resumo

Introducdo O Toxoplasma gondii atravessa a barreira intestinal para se disseminar pelo
organismo.

Objetivo Analisar a parede intestinal e células epiteliais do duodeno de ratos infectados por T.
gondii durante diferentes duracdes de infec¢do aguda.

Métodos Ratos Wistar com 60 dias de idade foram separados em grupos inoculados por via
oral com 5000 oocistos de Toxoplasma gondii por 6 horas (G6), 12 horas (G12), 24 horas
(G24), 48 horas (G48), 72 horas (G72), 7 dias (G7d) e 10 dias (G10d), e em grupo controle
(GC) que recebeu solugdo salina. Esses ratos foram submetidos a eutanésia e os duodenos
processados para obtencdo de cortes histologicos corados com hematoxilina e eosina,
periodic acid shiff, alcian blue pH 2,5 e pH 1,0. Foi realizado morfometria das camadas da
parede intestinal e enterdcitos, além de contagem de células caliciformes e linfocitos
intraepiteliais. Os dados foram comparados pelo teste de variancia Anova, considerando 5%
como nivel de significancia. Resultados Ocorreu aumento na largura de vilos e criptas;
reducdo na altura de enterdcitos; aumento no menor e reducdo no maior didmetro do ndcleo
de enterdcitos dos animais infectados, aumento no numero de células caliciformes que
secretam muco neutro no G6, G12 e G7d e das que secretam muco acido no G7d e G10d, e
aumento de linfocitos intraepiteliais no G48. Houve atrofia da tela submucosa, da tunica
muscular e da parede total nos grupos infectados.

Concluséo Infeccdo aguda por Toxoplasma gondii causa mudancas morfologicas na parede

intestinal e nas células epiteliais do duodeno de ratos.

Palavras-chave Duodeno. Infec¢do aguda. Mucosa intestinal. Toxoplasma

Introducéo
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A toxoplasmose é uma infeccdo causada pelo parasito Toxoplasma gondii (T. gondii),
altamente prevalente em seres humanos e animais. Sua transmissao ocorre principalmente por
meio da ingestdo de alimentos e agua contaminados com oocistos ou carne mal cozida
contendo cistos teciduais. Na infeccdo aguda, os taquizoitos multiplicam-se rapidamente e
atingem diversas células do hospedeiro. No decorrer da infecgdo, os bradizoitos tendem a
formar cistos teciduais, preferencialmente no tecido nervoso e muscular, configurando assim
a forma cronica da infecgéo [1, 2].

O T. gondii possui ciclo heteroxénico, sendo os felideos os hospedeiros definitivos e
0s animais homeotérmicos os hospedeiros intermediarios [3, 4]. A infeccdo frequentemente
apresenta-se assintomatica, contudo em pacientes imunocomprometidos podem aparecer
manifestacdes clinicas como encefalite, decorrentes da reativacdo de infecgdes latentes [1, 5].

Para se disseminar pelo organismo o T. gondii precisa transpor a barreira intestinal,
causando um estado de alerta na mucosa, marcado principalmente pela migragéo de linfécitos
[6, 7]. No epitélio intestinal os enterdcitos sdo as células mais numerosas e possuem a fungéo
de absorcdo de &gua e nutrientes, enquanto que as células caliciformes sdo secretoras das
mucinas que compde o0 muco e formam uma camada protetora no epitélio intestinal [8]. Os
esporozoitos contidos nos oocistos ingeridos na alimentacdo chegam aos segmentos do
sistema digestorio e penetram em enterdcitos, células caliciformes e linfdcitos, alcancando a
parede intestinal e diversos outros tecidos [4, 9], podendo culminar em disfuncGes que levam
a inflamacGes intestinais ou diarréia [10].

Estudos com animais infectados cronicamente por T. gondii tém demonstrado
alteracdes na estrutura da parede intestinal, no nimero de células caliciformes e no tamanho
de enterdcitos [11-14], sendo essas alteracbes dependentes da forma de vida do parasito, da

cepa, da duracédo da infecgdo, da espécie do hospedeiro e da regido do intestino avaliada. No
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entanto, as modificacdes da estrutura histologica intestinal em infeccdes agudas por T. gondii
ndo sdo conhecidas. Por isso, diante da intima relacdo do intestino com o parasito no
momento da infeccdo, o presente estudo objetivou analisar os estratos da parede intestinal e a
dindmica das células presentes no epitélio do duodeno de ratos Wistar infectados por oocistos
de T. gondii durante diferentes durac6es de infeccdo aguda, com a finalidade de compreender

0 papel da barreira intestinal na cinética da fase aguda da infeccdo toxoplasmica em ratos.

Métodos

Delineamento Experimental

Todo o protocolo experimental foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Maring4, sob parecer de aprovacao n°
079/2013.

Para realizagdo dessa pesquisa foram utilizados 64 ratos Wistar (Rattus norvegicus)
com 60 dias de idade pesando em média 272,77 + 10,99 provenientes do Biotério Central da
Universidade Estadual de Maringd. Aos 28 dias de idade todos os animais receberam
tratamento antiparasitario por via oral (500mg/Kg de suspensdo de Metronidazol/5 dias e 50
mg/Kg de suspensdo de Fembendazol em dose Unica). Apds 7 dias do término do tratamento
foi realizado o exame parasitoldgico de fezes para certificacdo da auséncia de parasitos. A
partir dos 50 dias de idade esses ratos foram distribuidos aleatoriamente em grupo controle
(GC) e em grupos inoculados por T. gondii e mantidos por 6 horas (G6), 12 horas (G12), 24
horas (G24), 48 horas (G48), 72 horas (G72), 7 dias (G7d) e 10 dias (G10d) (n=8).

Cada rato dos grupos infectados recebeu por via oral 5000 oocistos de T. gondii

esporulados (cepa ME-49, genotipo I1) e ressuspendidos em 1 mL de solugédo salina estéril,
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enquanto os animais do GC receberam apenas solucdo salina. Os oocistos foram obtidos do
Laboratorio de Parasitologia Veterinaria da Universidade Estadual de Londrina. Os animais
foram mantidos em biotério com temperatura controlada (24 + 2°C) e foto-periodo de 12
horas (6hs — 18hs), recebendo racdo padrdo para roedores (Nuvilab, Colombo, PR, BR) e
agua filtrada ad libitum.

No final de cada periodo experimental foi feita a coleta de sangue da cauda desses
animais para realizar a verificacdo da presenca de anticorpos IgG anti-T. gondii pelo teste de

aglutinacdo direta, considerando positivo titulos acima de 25 [1, 15].

Eutanasia e Coleta de Amostras

Apbs os periodos experimentais, os ratos foram submetidos a eutanasia por aprofundamento
anestésico com vapor de halotano [16]. Apds laparotomia vertical, o duodeno foi retirado,
tendo como limite anatdmico distal a flexura duodeno-jejunal, sendo processado de acordo

com as técnicas histologicas.

Processamento Histoldgico

Foram coletados de todos os animais, anéis de dois centimetros do duodeno que foram
abertos pela borda mesentérica, fixados em isopor com auxilio de espinhos e colocados no
fixador Bouin por 6 horas. Inicialmente os duodenos foram emblocados em parafina para
obtencdo de cortes transversais semi-seriados de 4um, feitos em micrétomo e dispostos em
laminas de vidro. Esses cortes passaram por baterias de desparafinizacdo e hidratacdo para
serem corados com hematoxilina e eosina (HE) — utilizada na morfometria dos vilos, das

criptas, dos enterdcitos, na quantificacdo de linfocitos intraepiteliais e na morfometria da tela
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submucosa, tinica muscular e parede total. Foram confeccionadas também laminas com as
coloracdes de PAS (periodic acid shiff) — para deteccdo de mucinas neutras e sialomucinas
labeis; Alcian-Blue (AB) pH 2,5 — para detec¢do de sialomucinas e sulfomucinas; e Alcian-
Blue (AB) pH 1,0 — para detecgéo de sulfomucinas. Todas as analises foram feitas de forma

cega.

Anélise morfométrica de enterdcitos

Nas laminas com quatro cortes corados em HE, foram mensurados a largura e a altura de 50
enterdcitos e 0 menor e maior didmetro dos seus nucleos presentes aleatoriamente nos vilos e
nas criptas. Para isso, foram capturadas na objetiva de 40x quatro imagens de cada corte, com
auxilio de uma camera digital (Pro series 3CCD camera) acoplada a um microscépio éptico
(Olympus BX50). As mensuragdes de largura e altura dos enterdcitos e seus ndcleos foram

feitas no software de analise de imagens Image Pro Plus (Media Cybernetics).

Contagem de células caliciformes

Para cada uma das técnicas de PAS, AB 1,0 e AB 2,5 foram corados quatro cortes, sendo
capturadas seis imagens de cada corte na objetiva de 20x, com auxilio de uma camera digital
(Pro series 3CCD camera) acoplada a um microscépio 6ptico (Olympus BX50). Em cada
uma dessas técnicas, foi quantificado o ndmero de células caliciformes presentes em
0,96mm? de tinica mucosa de cada animal [12], utilizando-se do software de anélise de

imagens Image Pro Plus (Media Cybernetics) para realizar essa contagem.

Contagem de linfdcitos intraepiteliais (LIE)
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Foram utilizados quatro cortes corados em HE, dos quais foram capturadas seis imagens de
cada corte na objetiva de 20x, com auxilio de uma camera digital (Pro series 3CCD camera)
acoplada a um microscépio optico (Olympus BX50). Por meio dessas imagens, 0 numero de
LIE presentes em 0,96mm? de tinica mucosa de cada animal [12] foi quantificado utilizando-

se o software de anélise de imagens Image Pro Plus (Media Cybernetics).

Anaélise de parede intestinal

Os cortes corados em HE foram utilizados também para anélise morfométrica da parede
intestinal feita a partir de imagens capturadas por intermédio de uma camera digital (Pro
series 3CCD camera) acoplada a um microscopio éptico (Olympus BX50). Imagens
capturadas na objetiva de 4x foram utilizadas para medir a largura e a altura dos vilos e das
criptas. Imagens na objetiva de 10x foram utilizadas para a mensurac¢ao da tela submucosa e
da tanica muscular. Imagens capturadas na objetiva de 4x também foram utilizadas para
medir a espessura total da parede, tendo como base o inicio da tunica muscular até a base do
vilo. Foram obtidas quatro imagens de cada um dos quatro cortes histoldgicos corados em HE
sendo realizada uma medida de cada imagem obtida. Através do software de analise de
imagens Image Pro Plus (Media Cybernetics) foram obtidas 16 medidas por animal, para

cada parametro da parede intestinal avaliado.

Andlise estatistica

A anélise estatistica foi feita no programa Bioestat 5.3. Os testes foram definidos por meio do

teste de normalidade D’ Agostino-Pearson que verificou a distribuicdo dos dados. Todos os

dados apresentaram distribuicdo normal, e por isso foram apresentados pela média + desvio
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padrdo e aplicados no teste de variancia Anova-um critério seguido do pdés teste T de Student.

O nivel de significancia utilizado foi de 5%.

Resultados

Por meio da andlise soroldgica, foi possivel verificar resultados positivos para a presenca de
anticorpos 1gG contra T. gondii nos grupos G7d e G10d, enquanto que o GC permaneceu
negativo para essa sorologia. Nos demais periodos experimentais, 0 pouco tempo de infeccdo
ndo permitiu a deteccdo da soroconversao por meio da técnica utilizada.

Na mensuracdo dos vilos dos grupos infectados em comparacdo ao GC, a altura
diminuiu no G12 e G10d (p<0,05), enquanto que a largura aumentou nos grupos infectados
(p<0,05), com excegdo ao G12. Observou-se também que a profundidade da cripta diminuiu
no G6, aumentou no G72 e voltou a diminuir no G10d (p<0,05) em relagdo ao GC, enquanto
que a largura da cripta aumentou em todos os grupos infectados (p<0,05) (Figura 1).

Nos enterdcitos presentes nos vilos e nas criptas, a comparacdo com o GC
demonstrou redugdo na altura dos enterdcitos de todos os animais infectados, ja na largura
dos enterdcitos houve reducao somente no G7d (p<0,05). J& com o nucleo dos enterocitos,
houve diminuicdo no maior didmetro e aumento no menor didmetro em todos 0s grupos
infectados comparados ao controle (p<0,05) (Tabela 1).

Foi evidenciado um aumento significativo de células caliciformes marcadas pela
técnica de PAS no G6, G12 e G7d, ja nas técnicas de AB 1,0 e AB 2,5 o0 aumento foi
observado no G7d e G10d, quando comparados com o GC (p<0,05) (Figura 2, Figura 3).

Na quantificacdo de LIE apenas o G48 demonstrou aumento significativo com
relagdao ao GC (p<0,05). No entanto, ¢ possivel observar a partir de 12 horas de infeccao, que

nos grupos infectados houve maior porcentagem de ratos que apresentaram aumento do que
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reducdo na contagem de LIE, tendo como parametro os valores da contagem de LIE dos
animais do GC (Figura 4).

Na morfometria da parede intestinal, observou-se que a tela submucosa, a tunica
muscular e a parede total demonstraram atrofia em todos os grupos infectados, quando
comparados com o GC (p<0,05) (Tabela 2, Figura 5).

No intuito de sintetizar as alteracdes causadas pela infec¢do aguda por oocistos de T.
gondii na parede intestinal e nas células epiteliais do duodeno de ratos Wistar, as mudancas

observadas nas diferentes duragdes de infec¢do foram esquematizadas na Figura 6.

Discussao

Esta pesquisa demonstrou que em diferentes duragdes de infec¢do aguda por T. gondii podem
ocorrer mudancgas morfoldgicas na parede e em células do epitélio do revestimento interno do
duodeno de ratos Wistar. Os vilos sdo projecGes no Iumen do intestino que possuem alta
capacidade de absorcdo de moléculas e diversos tipos celulares com alta taxa de renovagédo
celular [17]. Foi observada diminuic¢do na altura dos vilos, que pode indicar uma reducdo na
superficie de contato do epitélio com a luz intestinal como mecanismo de protecdo, enquanto
que o aumento da sua largura pode indicar a presenca de um maior numero de células de
defesa na lamina propria. No epitélio, a contagem de LIE demonstrou um aumento médio nao
significativo em todos os grupos infectados a partir do G12, sendo que o G48 mostrou
aumento significativo com relacdo ao controle, revelando que houve maior migracdo de
células de defesa para a mucosa dos ratos infectados.

O aumento na largura dos vilos dos animais infectados ainda pode ser explicado pelo
surgimento de edema, que ocorre quando um hospedeiro entra em contato com um agente

infeccioso dando inicio a um processo inflamatorio agudo que resulta em aumento no fluxo
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sanguineo para a area injuriada, dilatacdo arteriolar e abertura dos leitos capilares, podendo
levar ao acumulo de liquido extravascular e consequentemente o edema local [18].

As criptas sdo como invaginacdes do revestimento epitelial que se encontram na
base dos vilos [8]. O aumento na largura das criptas e as alteracbes na sua profundidade
podem ser explicados pela possivel necessidade de reequilibrio do epitélio intestinal que pode
ter sido lesado durante a transposicdo da barreira epitelial pelo protozoario. Também as
células residentes na lamina propria da mucosa intestinal sdo capazes de expressar uma
resposta celular ou humoral na presenga de um parasito, por iSso 0 maior recrutamento e
proliferacdo de células do sistema imune durante a infeccdo pode aumentar a largura desse
estrato intestinal [19]. Sabe-se ainda que células de defesa sdo recrutadas para a lamina
prépria situada na regido baso-lateral das criptas intestinais por meio da acdo de moléculas
secretadas por enterdcitos diante de uma recente infeccdo [20].

E possivel observar que a resposta encontrada na morfometria dos vilos e das criptas
demonstra proporcionalidade nos tempos de infec¢do, ou seja, com 6 horas de infeccdo
ocorreu reducdo na profundidade das criptas, demonstrando menor capacidade de renovagédo
celular, que foi percebida pela reducéo na altura dos vilos apos 12 horas de infec¢do. Com 72
horas de infeccdo a altura das criptas aumentou e os vilos também se reestabeleceram. Apés
10 dias de infeccdo a profundidade das criptas voltou a diminuir e 0 mesmo ocorreu neste
periodo de infeccdo na altura dos vilos. Portanto, essa proporcionalidade na resposta
morfolégica da mucosa intestinal demonstra a necessidade de adaptacdo funcional do
intestino diante da infeccdo pelo T. gondii, na tentativa de manter o equilibrio das funcbes
desempenhadas por este 6rgao.

Os enterdcitos sdo as ceélulas mais numerosas do epitélio intestinal e possuem a
funcéo de absorver os nutrientes da alimentacédo [8]. A reducdo na altura dos enterdcitos que

ocorreu no presente estudo pode ser explicada como um mecanismo compensatorio, ja que
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diminuindo a altura dos enterdcitos as células do sistema imune presentes na lamina propria
alcancam o parasito mais facilmente. As alteracfes observadas nos enterdcitos e seus nucleos
podem ser uma representacdo da modificacdo no citoesqueleto que a presenca do parasito
causou nessas células de forma direta ou indireta. Sabe-se que quando os enterdcitos sao
invadidos pelo parasito tendem a secretar moléculas citotoxicas, como o oxido nitrico, além
de quimiocinas e citocinas que atraem leucdcitos para o local da injuria, fatos que podem
explicar as mudancas observadas nessas células [6].

Na infeccdo oral, os enterdcitos sdo uma das primeiras células a serem invadidas
pelo T. gondii, por meio das quais 0 parasito pode se replicar eficientemente. No entanto os
enterdcitos sao células de curta duracdo, e o parasito precisa rapidamente atravessar a barreira
epitelial para alcancar a circulagdo sistémica [21]. Essas modificacGes nos enterdcitos ainda
podem ter ocorrido pela rapida invasdo dos parasitos no duodeno, fato que leva a sua ampla
disseminacdo pelo organismo. Em estudo com infecgdo causada por taquizoitos foi descrito
que em apenas oito horas apds a infeccdo esses parasitos podem ser encontrados tanto na
superficie de células epiteliais, como entre dois enterdcitos ou ainda alcangando a Iamina
prépria [22]. Outra pesquisa com inoculacdo de taquizoitos demonstrou que a infeccao direta
no duodeno permitiu a disseminacao do T. gondii para érgdos sistémicos em apenas seis dias
apos a infeccao [23].

Resultados diferentes deste estudo foram encontrados no duodeno de gatos
infectados pela cepa ME-49 por 40 dias [13], e no jejuno de suinos infectados pela cepa
M7741 por 30 dias [24], onde foi observado aumento na altura dos enterdcitos. Essa
diferenca na morfometria dos enterdcitos em relacéo aos dados encontrados na literatura pode
ser explicada pelo fato de que este é o primeiro estudo a investigar enterdcitos em tempos de

infeccdo aguda, e nos estudos em que ocorre a cronificacdo da infeccdo e a auséncia de



35

parasitos na luz intestinal o epitélio pode se reestruturar, ndo demonstrando 0s mesmos
achados deste experimento.

O muco presente no lumen intestinal protege o epitélio de agressores quimicos,
fisicos e biologicos, sendo principalmente constituido de glicoproteinas poliméricas
chamadas de mucinas. As células AB-reativas secretam mucinas 4cidas ndo-sulfatadas ou
sialomucinas (pH 2,5) e sulfatadas ou sulfomucinas (pH 1,0), enquanto que as células PAS-
reativas secretam mucinas neutras. O aumento nas trés marcacGes de células caliciformes
pode ter acontecido devido a necessidade de secrecdo de mucinas na tentativa de formar uma
camada de muco mais espessa para proteger o epitélio da recente infeccdo [25].

As mucinas sdo produzidas pelas células caliciformes e sua reposicao no epitélio
intestinal ocorre no periodo de 6 a 12 horas por meio de moléculas recém-sintetizadas [26].
As mucinas neutras conferem maior densidade, enquanto que as mucinas acidas conferem
mais fluidez ao muco [27, 28]. O aumento de mucinas acidas coradas pelas técnicas de AB
1,0 e AB 2,5 ocorreu com sete e 10 dias de infeccdo, o que pode contribuir para o
amolecimento das fezes dos animais com o intuito de expulsar tardiamente o parasito do
intestino. Nos periodos iniciais de infeccdo (6 e 12 horas) ocorreu aumento somente das
mucinas neutras coradas pela técnica de PAS, a explicacdo pode ser pelo fato dessas mucinas
deixarem o muco mais denso e assim conferirem mais protecdo e lubrificacdo ao epitélio
intestinal diante da recente infeccdo. Essas mudancas na fungdo e na composicdo quimica do
muco evidenciadas pelas alteracGes na contagem dos diferentes tipos de células caliciformes
normalmente ocorrem como resposta a mudancgas na microbiota e a presenca de diversos
patogenos irritantes ao intestino [29].

Além de enterdcitos e LIE, as células caliciformes também podem ser invadidas pelo
parasito [9], o que também pode explicar o aumento de células caliciformes no decorrer da

infeccdo, j& que muitas podem estar sendo usadas pelo parasito como via de entrada no
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hospedeiro. Estudos no ileo [11] e no duodeno [12] de frangos infectados por 60 dias (cepa
M7741) também observaram aumento no namero de células caliciformes. Foi encontrado
ainda aumento de células caliciformes em infec¢bes por helmintos, do 3° ao 28° dia apos a
infeccéo [30].

Também foi observado um aumento significativo na contagem de LIE no G48. No
entanto observou-se um aumento do nimero de LIE em boa parte dos animais dos grupos
infectados a partir do G12. Sabe-se que os componentes da imunidade natural sdo os
primeiros a agir quando um microrganismo invade uma barreira epitelial, sendo que fagdcitos
sdo recrutados para os locais de infeccdo nas primeiras 12 horas ap6s a invasdo. Ja a
imunidade adquirida, representada pela migracdo de diversos linfocitos se inicia ap6s 12
horas de infecgdo e se intensifica no periodo de um a sete dias apds a infeccdo [26]. Esse
acumulo de leucdcitos na mucosa intestinal é a principal caracteristica histopatolégica que
qualifica os processos infecciosos do sistema digestério, e os LIEs tém a resposta imunitaria
adequada, por possuirem caracteristicas que facilitam suas fungdes, como sobrevivéncia
seletiva, proliferacdo local e retencdo de subpopulagdes no epitélio [31].

A associagdo entre o parasito e a resposta imune causa danos epiteliais, permitindo a
desorganizacdo das células da camada epitelial [6], fato observado neste estudo em que
ocorreu modificacdes morfoldgicas em enterdcitos e quantitativas em células caliciformes.
Em estudo realizado em camundongos infectados com cistos de T. gondii foi demonstrado
infiltracdo leucocitaria na ldmina prépria do intestino delgado apds sete dias de infeccdo [32].
Ja em pesquisa realizada no duodeno de gatos domésticos infectados por 40 dias com cistos
teciduais de T. gondii (cepa ME-49) ndo foi observado aumento no numero de LIE,
possivelmente por se tratar de uma infeccdo cronica [13].

A tela submucosa é preenchida por tecido conjuntivo denso e abriga varios vasos

sanguineos e linfaticos, além dos neurdnios do plexo submucoso [8]. A atrofia dessa camada
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pode estar relacionada a uma possivel alteracdo na morfofisiologia de neurdnios submucosos.
Resultados morfométricos diferentes foram encontrados no colon de frangos infectados pelas
cepas ME-49 e M7741 por 60 dias, nos quais se observou hipertrofia da tela submucosa [14].
No entanto, nos estudos citados, o inéculo, a forma de vida, a cepa do parasito ou a duragdo
da infeccdo eram diferentes dos utilizados no presente estudo, e cistos teciduais foram
observados neste estrato da parede intestinal [14]. Durante a infec¢do aguda investigada neste
estudo ndo foram observados cistos teciduais na tela submucosa nem em outro estrato da
parede duodenal.

Neste estudo, observou-se a atrofia da tinica muscular dos animais infectados, o que
pode ser interpretado como uma hipoplasia ou atrofia de células musculares lisas. A tlnica
muscular possui grande importancia imunoldgica, por possuir uma extensa rede de
macrofagos e alguns leucdcitos residentes, que podem provocar um estado de
hipercontratibilidade nas células musculares lisas resultando em aumento do peristaltismo e
expulsdo dos parasitos [33]. Em gatos domésticos infectados (cepa ME-49) por 40 dias
também ocorreu atrofia da tinica muscular do duodeno [13], enquanto que no ileo de frangos
infectados (cepa ME-49) por 60 dias observou-se aumento deste estrato [11].

Ainda foi observada atrofia da espessura total da parede nos animais infectados,
possivelmente em decorréncia do processo inflamatorio induzido pela infeccdo. Sabe-se que
durante uma inflamacédo as células da parede intestinal aumentam sua interacdo com as do
sistema imune e sua exposicao as citocinas, o que pode alterar seu metabolismo deixando-as
hiper ou hipotroéficas [34] com consequente modificacdo nas fungbes do 6rgao. Reducdo da
espessura da parede intestinal também foi encontrada no ileo [11] e no duodeno [12] de
frangos infectados pelo T. gondii (cepa M7741) por 60 dias.

Em sintese, conclui-se que a infeccdo aguda por oocistos de T. gondii provoca

diminuicdo na altura dos vilos e na profundidade das criptas com aumento da largura de



38

ambos em alguns periodos de infeccdo, ainda reduz a altura dos enterécitos e do maior
didmetro dos seus nucleos nos grupos infectados, aumenta o numero de células caliciformes
que secretam mucinas neutras no inicio da infeccdo e as que secretam mucinas acidas com 7 e
10 dias de infeccdo, causa aumento de LIEs apds 48 horas de infecgéo, além de causar atrofia
da tela submucosa, da tanica muscular e da parede total em todos os animais infectados.
Portanto, a infeccdo aguda por T. gondii, caracterizada pela invasdo do parasito, causa
modificagdes no duodeno de ratos Wistar proporcionais aos tempos de infeccdo, como
tentativa do 6rgdo de impedir a invasdo do parasito e manter um equilibrio das funcdes do
intestino. O resultado dessas mudancas morfoldgicas pode alterar o desempenho intestinal,
todavia essa infeccdo é subclinica e neste estudo nenhuma alteragdo funcional foi observada,

como por exemplo, prejuizo na digestdo e absorcdo de nutrientes ou presenca de diarreia.
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Tabela 1 Altura e largura de enterdcitos e maior e menor diametro de seus nucleos
presentes na mucosa intestinal de animais do GC e dos grupos infectados por T. gondii,

evidenciados pela técnica de HE.

Grupos Enterocito Nucleo do Enterocito

Altura (um) Largura (um)  Maior Menor

Diametro (um) Diametro (um)

GC 2231 + 4,15 7,80 + 1,622 0,82 + 1,822 6,78 + 1,20
G6 17,15+ 3,80®° 7,79 +1,45° 6,73 + 1,44% 8,69 +1,82%
G12 19,64 +3,18°°  7.84+1.43° 6,46 + 1,04% 9,22 +1,73%
G24 16,03 +2,87°  7.40 +1,41¢ 6,15 + 1,273 8,27 + 1,75%
G48 15,02 + 2,65%® 757 +151° 6,50 + 1,27% 7,70 + 1,72%°cce
G72 17,57 +4,08*" 776 +1,13' 6,51 +1,23% 8,53 + 1,76
G7d 16,35 +2,20°9 733 +1,39°1 616+ 1,29%" 7,92 + 1,36%¢1
Giod 19,20 +2,80°%9 816 +1,45%"9 6,74 + 1,69°% 9,19 + 1,73%¢™

Média * desvio padrdo seguidas de letras iguais numa mesma coluna apresentam diferenca

significativa (p<0,05). Analise de Variancia ANOVA, teste t.
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Tabela 2 Morfometria da tela submucosa, da tinica muscular e da parede total do
duodeno de ratos do GC e dos grupos infectados por T. gondii, evidenciados pela

coloracéo de HE.

Grupos Parede Total Tunica Muscular Tela Submucosa
GC 300,54 + 52,842 112,18 + 22,25° 56,92 + 10,14
G6 250,28 + 34,43% 79,35 + 12,24% 40,85 + 8,21%
G12 220,26 + 30,96%° 65,25 + 7,44%° 30,99 + 2,01%°
G24 266,52 + 32,13 68,97 + 9,30 39,34 + 7,93%
G48 226,03 + 35,09%% 53,88 + 10,29%°¢¢ 28,23 + 4,712
G72 286,05 + 46,89%°" 7806 + 12,50%° 45,09 + 10,428
G7d 246,34 + 43,10%" 51,27 + 10,553 26,87 + 553%™
G10d 212,65 + 25 57%%9 5558 + 6,682 28,22 + 4,143

Média + desvio padrdo seguidas de letras iguais numa mesma coluna apresentam diferenca

significativa (p<0,05). Analise de Variancia ANOVA, teste t.
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Figura 1 Altura e largura dos vilos e profundidade e largura das criptas do duodeno de ratos
do GC e dos grupos infectados por T. gondii, evidenciados pela coloracéo de HE. A diferenca

estatistica com o GC é representada pelo * (p<0,05).

Figura 2 Numero de células caliciformes evidenciadas pelas técnicas de PAS, AB 1,0 e AB
2,5 presentes em 0,96mm? de mucosa intestinal dos animais do GC e dos grupos infectados

por T. gondii. A diferenca estatistica com o GC é representada pelo * (p<0,05).

Figura 3 Micrografia de cortes transversais do duodeno de ratos do GC, G6, G12, G7d e
G10d. As setas pretas demonstram células caliciformes coradas por PAS, as setas azuis as
coradas por AB 1,0 e as setas vermelhas as coradas por AB 2,5, sendo possivel observar
aumento dessas células caliciformes nos grupos infectados demonstrados. Aumento de 200x.

Barra: 30pum.

Figura 4 Porcentagem de animais nos grupos infectados por T. gondii que apresentaram
reducdo e aumento na contagem de LIE em relacdo aos valores da contagem do GC,

evidenciados pela coloracdo de HE.

Figura 5 Micrografia de cortes transversais do duodeno de ratos do GC e de grupos
infectados por T. gondii (G6, G12, G24, G48, G72, G7d e G10d), corados por HE. As setas
vermelhas demonstram a espessura da tela submucosa e as setas pretas a espessura da tunica
muscular, demonstrando atrofia dessas tunicas nos grupos infectados. Aumento de 100x,

Barra: 50pm.
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Figura 6 Esguematizacdo das mudancas observadas na parede intestinal e nas células

epiteliais de ratos do GC e dos grupos infectados por T. gondii.
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Figura 3



50

110%
100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

Porcentagemde Linfocito Intraepitelial

0%

A
A
. A
A
A
A
A Aumento
. = B Reducio
|
|
A | [
T T T . T T T 1
Go6 G112 G24 G48 G72 G7d Glod
Grupos

Figura 4



51

Figura 5




52

GC

G6
Enterécitos—-' ' ' ' . ' .

G12 G24 G 48 G172 G7d G 10d

Vilos
Enterdcitos

Caliciformes

Cripta

Tela submucosa

Thnica muscular

Tunica serosa —

Figura 6



53

CAPITULO Il

CONCLUSOES

Conclui-se que a infeccdo oral por oocistos de T. gondii provoca alteragcbes no
duodeno de ratos Wistar nos diferentes tempos de infeccdo aguda, observando-se diminuigédo
na altura dos vilos e na profundidade das criptas com aumento da largura de ambos em alguns
periodos de infeccdo, reducdo na altura dos enterdcitos e no maior didmetro de seus ndcleos
nos grupos infectados, aumento no namero de células caliciformes que secretam mucinas
neutras no inicio da infeccdo e as que secretam mucinas acidas com sete e dez dias de
infeccdo, aumento de LIEs ap6s 48 horas de infeccdo, além de causar atrofia da tela
submucosa, da tunica muscular e da parede total.

As alteracdes ocorridas foram proporcionais aos tempos de infeccdo e as
modificacdes observadas demonstram a tentativa do 6rgdo de impedir a invasdo do parasito,
no entanto o resultado dessas mudancgas morfométricas e quantitativas podem influenciar nas
funcGes exercidas por essas estruturas no trato gastrointestinal. Essas modificages podem ser
sentidas no desempenho das fun¢bes normais do duodeno, tais como dificuldade na funcéo
peristaltica que encaminha o alimento pelos segmentos intestinais, maior ou menor cobertura
de muco facilitando lesbes na mucosa ou dificultando a absorgdo intestinal, alteracdo na
barreira imune intestinal que leva a lesbes por meio de infecgbes oportunistas, ou ainda
dificuldade na absor¢do de nutrientes, decorrente das alteragOes estruturais dos vilos, das

criptas e dos enterdcitos.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Frente a resultados tdo relevantes obtidos no estudo morfol6gico do duodeno de ratos
infectados por diferentes tempos de infeccdo aguda, faz-se necessario compreender o0s
mecanismos que explicam essas alteracfes. Para isso serd importante:

- Realizar analise dos neurdnios presentes no plexo submucoso e no plexo mientérico
do duodeno de ratos infectados, para observar possiveis alteracdes na populag¢do neuronal.

- Avaliar as Células da Glia Entérica (CGEs) presentes nos dois plexos ganglionados
do duodeno, no intuito de conhecer a resposta dessas células frente a infeccao toxoplasmica.

- Proceder a contagem total e diferencial de leucécitos sanguineos em cada periodo

de infeccéo.
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- Promover a andlise das células de Paneth presentes nas criptas e que sao
importantes na defesa da mucosa.

- Analisar alteracdes na distribuicédo de fibras colagenas na parede intestinal durante
as diferentes duracdes de infeccdo aguda.

- Realizar a dosagem indireta de Oxido Nitrico, assim como de citocinas envolvidas
na infecgéo por T. gondii.

- Realizar testes de digestibilidade do alimento ingerido e de absorcdo de nutrientes
no duodeno para se averiguar se estas funcdes estdo sendo comprometidas pela infeccao.

- Verificar se o potencial de secre¢do no limen intestinal e a capacidade motora do

duodeno estdo sendo comprometidos pela infeccao.
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