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Resumo

O epitélio gastrointestinal ¢ a maior porta de entrada de varios patdégenos, incluindo o parasito
Toxoplasma gondii. A primeira barreira de defesa contra 7. gondii ¢ a mucosa intestinal sendo
importante o estudo deste epitélio para uma maior compreensdo da toxoplasmose. Assim, o
presente trabalho justifica-se pela necessidade de um estudo capaz de avaliar as diferencas
histoldégicas e moleculares no intestino delgado usando dois inoculos de cistos (10 e 20) de T.
gondii visando uma infec¢ao oral na linhagem C57BL/6. Nossos achados indicam que enquanto
maior a carga parasitaria utilizada para infec¢do experimental de camundongos suscetiveis
C57BL/6, maior sera a inflamagao e parasitismo intestinal. Além disso, observamos que quanto
maior o inodculo do parasito, maior ¢ a deplecao de células caliciformes e de Paneth, refletindo
em infec¢do mais grave nesses animais. Adicionalmente marcadores moleculares Mathl e
Hes1, representantes das células secretdrias e de enterdcitos respectivamente, sdo diminuidos
pela infec¢do de 7. gondii junto com o aumento da carga parasitaria. A elevada concentracao
de citocinas pro-inflamatorias favorece a inflamagao pela infec¢cdo por 7. gondii sendo maior
com a dose de 20 cistos. Concluimos que quanto maior a carga parasitaria utilizada para a
infeccdo experimental, maior serd a inflamagao, parasitismo e deplecdo de células no epitélio

intestinal.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, epitélio intestinal, camundongo, C57BL/6, cistos.



Abstract

The gastrointestinal epithelium is the major port of entry for several pathogens, including the
Toxoplasma gondii. The first barrier against 7. gondii is the intestinal mucosa, and the study of
this epithelium is important for a better understanding of toxoplasmosis. Thus, the present study
is justified by the need of a report capable of evaluating the histological and molecular
differences in the small intestine using two inoculums of cysts (10 and 20) of 7. gondii targeting
an oral infection in the C57BL/6 mice strain. Our results indicate that the high parasitic load
used for the mice experimental infection, the greater is the intestinal inflammation and
parasitism. Moreover, the greater the parasite load, the greater the depletion of goblet and
Paneth cells, resulting in more severe infection in these animals. Additionally, the molecular
markers, Mathl and HesI, representing secretory cells and enterocytes respectively, decrease
by T. gondii infection along with increased parasite load. The concentrations of pro-
inflammatory cytokines promote inflammation by 7. gondii infection which will
further increase with the 20 cysts dose. We conclude that the higher the parasite load
used for the experimental infection, the higher is the inflammation, parasitism, and cell

depletion in the intestinal epithelium.

Key words: Toxoplasma gondii, intestinal epithelium, mice, C57BL/6, cysts.
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1. INTRODUCAO
1.1 Toxoplasma gondii e o ciclo de vida

Toxoplasma gondii, o agente etioloégico da toxoplasmose pertencente ao filo
Apicomplexa, subclasse Coccidea, ¢ um protozoario intracelular obrigatorio (MONTOYA;
LIENSENFELD, 2004). Este parasito possui uma distribuicdo mundial, com alta incidéncia de
infeccdo em humanos e animais domésticos (FERGUSON, 2002). No Brasil, estudos
mostraram que na populagdo em geral, a prevaléncia da infec¢do por 7. gondii varia de 20 a
84% (DUBEY, ef al., 2012). Nos Estados Unidos, se estima que 11% da populagao dentro da
faixa etaria maior que 6 anos de idade, estdo infectados com 7. gondii. Em vérios outros paises

no mundo, sabe-se que mais que 60% da populagdo esta infectada com 7. gondii (CDC, 2018).

Patdgenos pertencentes a subclasse Coccidea tém ciclos bioldgicos complexos sendo
particulares em cada hospedeiro, e em alguns casos estes patogenos podem ser transmitidos por
um ciclo fecal-oral, contudo 7. gondii também pode ser transmitido pelo carnivorismo e por via
transplacentaria (JONES; DUBEY, 2010). Em relagdo ao ciclo bioldgico, sdo conhecidas trés
formas infecciosas do parasito: o taquizoito caraterizado pela replicagdo rapida, ¢ responsavel
pelos sintomas durante a fase aguda da enfermidade; os bradizoitos dentro do cisto tecidual
apresentam uma replica¢do lenta sendo caracteristicos na fase cronica; € 0s esporozoitos
contidos nos oocistos sao eliminados junto com as fezes dos felideos, os hospedeiros definitivos

de 7. gondii. (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; SPEER; DUBEY, 1998).

O ciclo bioldgico de T. gondii ¢ divido numa fase sexuada que ocorre nas células
intestinais dos hospedeiros definitivos, e numa fase assexuada que pode acontecer nos
hospedeiros definitivos e nos hospedeiros intermediarios — aves e mamiferos, incluindo o

homem (DUBEY, 1998).

Nos felideos, a fase sexuada comeca quando carne contaminada com cistos ¢ ingerida e,
no estdmago, diversas enzimas gastricas destroem a parede destas estruturas, liberando os
bradizoitos no limen intestinal dos felideos. Os parasitos invadem os enterdcitos e passam pelo
processo de merogonia resultando na formacdo dos merozoitos contidos nos esquizontes
(DUBEY, 1998). Seguindo, ocorre a formagao dos gametas masculinos e femininos mediante
o processo chamado gametogénese. Com a fecundacao dos gametas, sdo formados os oocistos
os quais sdo liberados pela destrui¢do dos enterdcitos e excretados como formas ndo
esporuladas nas fezes dos felideos. O processo de esporulagdo ocorre entre 1-5 dias dependendo

da temperatura, umidade e oxigenacdo do meio externo, conduzindo ao desenvolvimento de
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oocistos infecciosos ¢ maduros, que contém dois esporocistos € cada um com quatro

esporozoitos (FRENKEL; DUBEY; MILLER, 1970; DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998).

A fase assexuada do ciclo de 7. gondii ocorre em ambos os hospedeiros, através da
ingestdo de oocistos esporulados ou carnes cruas ou malcozidas contaminadas com cistos
teciduais. Depois da ingestdo de oocistos, os esporozoitos sdo liberados, invadem o epitélio
intestinal, onde se diferenciam em taquizoitos replicando-se rapidamente por endodiogenia
dentro de qualquer célula nucleada e se disseminam facilmente por todo o organismo. Como
resultado da conversdo de taquizoitos a bradizoitos, os cistos teciduais se formam com 7 a 10
dias apds a infecgdo, e podem permanecer no hospedeiro intermedidrio por toda a vida,

predominantemente no cérebro, olhos e musculos (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).
1.2 Mecanismo de invasao nas células do hospedeiro

T. gondii ¢ um parasito com a habilidade de invadir uma grande variedade de cé€lulas do
hospedeiro. Foram propostos e descritos 3 tipos de invasdo celular por 7. gondii: 1) a
transcelular, 2) a paracelular e 3) a invasao por “"cavalo de troia”” (JONES; KORCSMAROS;
CARDING, 2017; MENDEZ; KOSHY, 2017).

O processo de invasdo transcelular ¢ ativo e depende da motilidade do parasito e da
liberagdo de proteinas de organelas secretoras, as micronemas (MICs), roptrias (ROPs) e

granulos densos (GRA) (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

O reconhecimento e adesdo de moléculas de superficie entre o parasito e a célula
hospedeira ocorre por interagdes de baixa afinidade com antigenos de superficie (SAG) da
membrana do parasito ancorados por GPI (glicosil-fosfatidil-inositol) (TOMAVO;
SCHWARZ; DUBREMETZ, 1989; DZIERSZINSKI, et al., 2000). As SAGs reconhecem uma
ampla gama de receptores em diferentes tipos de células, tais como heparam sulfato,
proteoglicanos e laminina (FURTADO; CAO; JOINER, 1992; CARRUTHER et al., 2000;
AZZOUZ et al., 2013).

Proteinas secretadas especificamente da regido do pescogo das roptrias, RON2, RON4 e
RONS junto com a proteina secretada por micronema ancorada na membrana do parasito
(AMAT1) formam uma estrutura importante para a invasao da célula hospedeira denominada de

jun¢do mével (MJ) (ALEXANDER et al., 2005; BESTEIRO et al., 2009).

Com a formacdo da MJ, o parasito estd fortemente equipado para se internalizar em
células como os enterocitos do epitélio intestinal, acontecendo a sua replicacdo durante as

primeiras 24 horas apds infec¢do (SPEER; DUBEY, 1998). O parasito comeca a invasao
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transcelular mediante a MJ, se impulsionando pela for¢a motora interna de actiomiosina, dando
origem ao vacuolo parasitoforo que se aloja no citoplasma da célula hospedeira (SUSS-TOBY;

ZIMMERBERG; WARD, 1996; BICHET et al., 2014).

Na modalidade de invasdo paracelular, 7. gondii atravessa diretamente o epitélio
intestinal. A habilidade migratoria e de rdpido movimento do parasito (gliding) através das
barreiras epiteliais ¢ importante para sua disseminacdo no hospedeiro antes da ativacdo do
sistema imune (BARRAGAN; SIBLEY, 2002). Mediante o uso de RNA de interferéncia
(siRNA) para a redugdo da expressao do gene ocludina, foi demostrado que a migragao de 7.
gondii diminui significativamente, mostrando que ocludina ¢ importante na invasao paracelular
do epitélio intestinal (WEIGHT et al., 2015). A infec¢do por 7. gondii em células Caco-2
alterou a expressao proteica de ocludina e ZO-1, proteinas importantes das jungdes de oclusao
no epitélio intestinal (BRICENO et al., 2016). Ramirez-Flores e colaboradores (2021)
demostraram que o produto excretorio/secretorio de taquizoitos (cepa RH) modifica a jungdes
intercelulares levando a sua diminui¢ao da expressdo proteica e, apos 4 horas de exposi¢do em

c¢lulas MDCK, o produto excretorio/secretério facilita a migragao paracelular dos taquizoitos.

A ultima forma de invasdo descrita pela literatura ¢ o mecanismo ** cavalo de troia’’,
onde células infectadas transportam o parasito para diferentes tecidos permitindo que o parasito
se espalhe pelo organismo hospedeiro até locais secundarios de infec¢dao, como musculos, bago
e cérebro (MENDEZ; KOSHY, 2017). T. gondii invade diferentes tipos de grupos celulares do
sistema imune como células dendriticas, neutrofilos, mondcitos e macrofagos; tudo isto para se
disseminar nos tecidos do hospedeiro (LAMBERT et al.,, 2006; BIERLY et al., 2008;
COOMBES et al., 2013). Com o uso do modelo in vivo por infecgdo intraperitoneal (i.p.), bagos
de camundongos foram analisados e foi demostrado que a migra¢do de células dendriticas
infectadas ¢ maior que células dendriticas estimuladas com lipopolissacarideo (LPS)
(LAMBERT et al., 2006). Mediante o modelo de infec¢ao i.p. em camundongos; monocitos,
macrofagos e neutrdfilos infectados com o parasito foram encontrados na cavidade peritoneal
apds 72h de infecgcdo; porém no bago, as células dendriticas plasmocitoides sdo a maior
populagdo celular infectada (BIERLY et al, 2008). Coombes e colaboradores (2013)
descrevem que na lamina propria do intestino delgado de camundongos, os neutréfilos sao a
populacdo celular de preferéncia para que 7. gondii invada e consiga se disseminar no

organismo hospedeiro.
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1.3 Resposta imune intestinal a 7. gondii

A infeccdo experimental usando o modelo murino é uma 6tima ferramenta para o
entendimento das alteragdes patoldgicas causadas por 7. gondii. Isto ¢ porque o camundongo €
considerado um hospedeiro intermediario natural e consequentemente o sistema imunoldgico
do roedor poderia lidar melhor com a infec¢do por 7. gondii. (DENKERS; GAZZINELLI,
1998; GAZZINELLI et al., 2015). Sendo o trato gastrointestinal a via de entrada importante de
T. gondii, este causa uma inflama¢ao na mucosa intestinal de camundongos C57BL/6 produto
de uma elevada producao de IFN-y e TNF-a (RACHINEL et al., 2004; EGAN et al., 2009).

Com este cendrio, a infecgdo por 7. gondii ativa a resposta imune celular e humoral do
hospedeiro. Em camundongos C57BL/6, apos a infeccdo experimental com 7. gondii por via
oral, ocorre a inflamagao no ileo, semelhante a inflamagao de pacientes com a doenca de Crohn
(EGAN et al., 2009), tal inflamacao gera uma necrose das vilosidades na mucosa causando
destrui¢do tecidual (LIESENFELD ef al., 1996). A ileite é causada por uma resposta imune
mediada por células T CD4+ do tipo 1 caracterizada por aumento de mediadores inflamatdrios
incluindo IFN-y, TNF e 6xido nitrico (NO) (KHAN et al., 1997; MENNECHET et al., 2002).

A primeira linha de defesa inicial entre o hospedeiro e os patdgenos intestinais como 7.
gondii ¢ o epitélio intestinal (MULLER; AUTENRIETH; PESCHEL, 2005). Esta barreia é
composta por um grupo de células epiteliais como os enterdcitos, células caliciformes, células
de Paneth, células M e células enteroenddcrinas (VAN DER FLIER; CLEVERS, 2009;
ALLAIRE et al., 2018). Uma fonte rica em peptideos antimicrobianos sao as células de Paneth
localizadas nas criptas intestinais. A infeccao por 7. gondii desencadeia uma alta produgao de
IFN- v, produto da ativagdo de células T CD4+, que leva a destrui¢do das células de Paneth no
epitélio intestinal (RAETZ et al., 2013b). Outro grupo importante no arcabougo intestinal sao
as células caliciformes as quais secretam mucinas formando uma camada de muco em toda a
superficie intestinal sendo considerada uma barreira fisica (PELASEYED et al., 2014;
OKUMURA, TAKEDA, 2017; SCHNEIDER et al., 2018). Diversos trabalhos descrevem que
a infecgdo por 7. gondii atinge as células caliciformes levando a desorganizacdao do epitélio
intestinal (OLIVEIRA et al., 2020; ARAUJO et al., 2020; ARAUJO et al., 2022; BRICENO et
al., 2022).

Adicionalmente, a infec¢do oral com 7. gondii induz o recrutamento de uma grande
quantidade de mondcitos inflamatdérios na lamina prépria do intestino delgado (COHEN;
DENKERS; 2015). Essas células dependem do receptor de quimiocina CCR2, e podem
controlar o parasitismo enquanto invadem a mucosa intestinal (DUNAY et al., 2008). Também

os mondcitos inflamatorios sao fonte de IL-12 que induzem a producdo de IFN-y contribuindo
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para o controle do parasitismo (GAZZINELLI et al, 1994; BENEVIDES et al., 2013; COHEN
et al., 2013). Por outro lado, ha mecanismos reguladores como a producao de IL-10 que ¢
importante para prevenir os efeitos patologicos da infec¢ao por 7. gondii (SUZUKI et al., 2000).
Na auséncia de IL-10, camundongos infectados com 7. gondii sucumbiram rapidamente pela
resposta depende de células T CD4+ devido a producdo alta de IL-12, IFN-y e TNF-a
(GAZZINELLI et al., 1996).

Neste panorama, a importancia de uma metodologia de trabalho e analise ¢ essencial para
um melhor entendimento da doenca. Para isto, o presente trabalho justifica-se pela necessidade
de um estudo capaz de avaliar as diferengas histologicas e moleculares no intestino delgado
usando dois indculos de cistos (10 e 20) de 7. gondii visando uma infec¢ao oral na linhagem
C57BL/6. Este trabalho acrescentaria, de modo relevante, ao entendimento da infec¢do e pode
ser usado como estudo de referéncia para futuros projetos relacionados com a toxoplasmose

oral.
2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar comparativamente carateristicas histologicas e moleculares no intestino delgado
de camundongos C57BL/6 infectados com os in6culos de 10 e 20 de cistos de Toxoplasma
gondii.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a sobrevivéncia de animais C57BL/6 infectados com cistos de 7. gondii por via
oral.

e Verificar o parasitismo pela técnica de imunohistoquimica e a expressao do gene
Surface antigen 1 (SAGI) por qPCR no intestino delgado.

e Quantificar as células caliciformes pela coloracdo Alcian blue em intestinos de
camundongos C57BL/6.

e Quantificar as células de Paneth pela coloragdao de hematoxilina e eosina (H&E) e
avaliar marcadores antimicrobianos, lisozima (Lyz/), defensina 3 (Defa3) e defensina 5
(Defa5), no intestino delgado pela técnica de qPCR.

e Avaliar a expressdo de marcadores de diferenciacdo de células secretoras (Mathl) e
enterocitos (Hes!) pela expressao de RNA mensageiros (mMRNAs) mediante qPCR no
intestino de camundongos C57BL/6.
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¢ Quantificar citocinas pré e anti-inflamatorias em animais infectados oralmente por 7.

gondii com 10 ou 20 cistos.
3 METODOLOGIA
3.1 Organismo infeccioso e manutenc¢io

A cepa ME-49 (tipo II) de T. gondii foi utilizada para a infec¢do experimental neste
trabalho. A manuten¢ao da cepa foi realizada via intraperitoneal em camundongos da linhagem
Swiss utilizando uma dose de 10 cistos. No trigésimo dia apds a inoculacdo, o cérebro foi
coletado, macerado em 1 mL de PBS para posterior quantificagdo dos cistos a fresco no
microscopio de luz. Para os ensaios experimentais do presente trabalho, camundongos C57BL/6
foram infectados com 10 ou 20 cistos da cepa ME-49 de T. gondii em um volume final de 200

ul de PBS.
3.2 Manutenc¢io e cuidados dos animais de experimentacgio

Forem utilizados camundongos da linhagem C57BL/6, fémeas, com 8 a 10 semanas de
idade, provenientes da Rede de Biotérios da Universidade Federal de Uberlandia (REBIR).
Durante todo o procedimento experimental, os camundongos foram mantidos em condig¢des
livres de patdgenos especificos, com temperatura, fluxo de ar e ciclo de luz claro/escuro

controlados, com livre acesso a agua e ragao.

Todos os procedimentos experimentais nos animais assim como 0s protocolos deste
trabalho foram aprovados pelo Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA) da

Universidade Federal de Uberlandia (Protocolo N° 088/15).
3.3 Delineamento experimental

Os camundongos foram infectados por via oral com 10 ou 20 cistos (Fig 1A). Com 8 dias
de infeccdo, os camundongos foram anestesiados com cetamina (Syntec Brasil Ltda, SP, Brasil)
/ xilazina (Schering-Plough Coopers, SP, Brasil) por via intraperitoneal (i.p.) para,
primeiramente, coletar o sangue por pun¢do do plexo retro orbital e, posteriormente, foi
realizada a eutandsia por deslocamento cervical para a coleta dos 6rgaos. Adicionalmente, dois
grupos controles foram avaliados paralelamente com os grupos experimentais baseado no

tempo de infeccao.



15

Tabela 1. Detalhes dos grupos experimentais

Grupo . . ~ Numero de
experimental Dose de cistos Tempo de infec¢io individuos (N)
Al 10 cistos R dias 5
A2 20 cistos 5
B1 10 cistos 5
30 dias
B2 20 cistos 5

O comprimento do intestino delgado foi mensurado e logo dividido em quatro porc¢des
(duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo); e processado como "‘rolo suico’” para as
analises histoldgicas. O intestino delgado foi fixado em formol tamponado a 10% e processado
para inclusdo em parafina e posterior corte histologico com uma espessura de 4pum no
microtomo RM 2125 (Reichert, Leica, Wetzlar, Alemanha). Para a obtengao do soro, amostras
de sangue coletadas foram centrifugag¢@o a 500 rpm durante 5 minutos e armazenadas a -80 °C
para analise de citocinas. Além disso, separadamente, outros animais infectados com os dois
in6culos foram monitorados diariamente até o dia 30 apds infec¢ao para a avaliacao da perda

de peso, a taxa de sobrevivéncia e o escore de morbidade (Fig. 1B) (BARTLEY et al., 2006).

A B
(ME-49) e soro (ME-49)
G v v v
Old 8|d Old Monitoramento 3?(1
10 e 20 cistos 10 e 20 cistos
Veiculo Veiculo

Figura 1. Grafico explicativo da metodologia aplicada neste trabalho.

A) Camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 foram infectadas por via oral com cistos da cepa
ME-49 de T. gondii usando dois inoculos (10 e 20) para avaliagdo experimental. Apos 8 dias de
infeccdo, os animais foram eutanasiados para analises histologicas e moleculares comparativas do
intestino delgado (ID). B) Camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 foram infectadas por via oral
com cistos da cepa ME-49 de T. gondii usando dois indculos (10 ¢ 20) e monitoradas por 30 dias
para avaliag@o das carateristicas clinicas.

3.4 Determinac¢io do encurtamento do intestino delgado

A porcentagem de encurtamento do intestino delgado (E) foi calculada de acordo com
Mufioz e colaboradores (2009) seguindo a formula na qual X representa a média do

comprimento dos intestinos delgados de camundongos ndo infectados e L indica o comprimento
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do intestino delgado de camundongos infectados com 8 dias apds infec¢do, multiplicado por

100 e dividido pela média do comprimento dos intestinos delgados ndo infectados.

E=—x100
X

3.5 Analises histologicas

As porcoes de intestino delgado fixadas em formol tamponado a 10% foram processadas
para a inclusdao em parafina e cortados no micrétomo para sua posterior coloragdo dependendo
da andlise e tipo celular a ser avaliado. As células de Paneth foram contadas em 100 campos
microscopicos por por¢do intestinal (duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo) em cortes
corados com hematoxilina e eosina (H&E), totalizando 400 campos microscopicos por

camundongo.

Para a quantificagdo das células caliciformes, a coloragdo Alcian blue (AB - pH 2,5) foi
usada para identificar as células produtoras de mucinas &cidas (SCHNEIDER et al., 2018;
STAHL et al., 2018). As células caliciformes foram analisadas em 50 campos microscopicos
por segmento intestinal, totalizando 200 campos teciduais por camundongo. As analises foram

feitas as cegas utilizando uma objetiva de 40X de aumento no microscépio de luz.
3.6 Analise da inflamacgao

O escore inflamatorio foi avaliado em toda a segao tecidual do intestino delgado em cortes
de tecido corados com H&E, como descrito anteriormente (BENEVIDES et al., 2013) sendo
representado como unidades arbitrarias: 0-2, leve; 2-4, moderado; 4-6, grave; e acima de 6,
muito grave. As andlises do escore inflamatdrio foram realizadas as cegas com objetiva de 10X

no microscopio de luz.
3.7 Imuno-histoquimica para deteccio de parasitos teciduais

A detec¢do de parasitos teciduais foi realizada pela técnica de imuno-histoquimica
seguindo o protocolo descrito anteriormente com algumas modificacdes (BARENCO et al.,
2014). Resumidamente, as laminas com os cortes de tecidos desparafinados foram colocadas
em uma cdmara imida e incubadas com perdxido de hidrogénio a 3% para bloquear a atividade
da enzima peroxidase endogena. O resgate antigénico foi feito no micro-ondas por 7 minutos
com tampao citrato (11mM - 0,21% em agua destilada, pH 6). Para bloquear os sitios de ligagao
ndo especificos, os cortes foram incubados com leite desnatado a 0,3% (Molico; Nestlé, Sao
Paulo, SP, Brasil) em PBS a temperatura ambiente. Para a detec¢ao dos parasitos, os cortes

foram incubados com soro anti - 7. gondii (1:100) proveniente de camundongos Swiss
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infectados com cistos da cepa ME-49 diluido em 0,01% de saponina e sendo incubados os cortes
overnight a 4°C. Posteriormente, os cortes foram incubados com anticorpo IgG biotinilado anti

-camundongo (1:500) produzido em cabra (Sigma, Saint Louis, MO, EUA) a 37°C por 1 hora.

A sensibilidade da reagdo foi amplificada com o complexo avidina-biotina-peroxidase
(1:100) (kit ABC, PK-4000 Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, EUA) a 37°C durante
30 minutos. A reagdo foi revelada com 0,03% de HxO> junto com 3,3'-
diaminobenzidinatetracloridrato (DAB; Sigma, Saint Louis, MO, EUA). Os cortes de tecido
foram contra corados com hematoxilina de Harris, montados com laminula e examinados no
microscopio de luz usando uma objetiva de 40X as cegas. O parasitismo tecidual foi avaliado

pela contagem dos cistos e vacuolos parasitoforos em toda a sec¢@o do intestino delgado.
3.8 Avaliacao da expressiao de RNA mensageiro (mRNA)

A extracdo de RNA total foi realizada usando fragmentos congelados de ileo. Estas
amostras foram pulverizadas em nitrogénio liquido para assim ser homogeneizadas em 1000 pl
do reagente Trizol (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e incubadas por 5 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 300 pul de cloroféormio e agitadas por
inversao durante 15 segundos, incubadas durante 3 minutos e centrifugadas a 12,000 x g por
15 minutos a 4 °C. Logo, a fase aquosa (transparente) foi transferida para um tubo novo e
adicionados 500 pl de isopropanol para a precipitagdo do RNA sendo incubada esta solug¢ao
durante 10 minutos para depois ser centrifugada a 12,000 x g por 10 minutos a 4 °C.
Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e adicionado 1000 pl de etanol a 75% diluido
em agua Mili-Q. Apods agitacdo manual por 10 segundos, as amostras foram centrifugadas a
10,000 x g por 5 minutos a 4 °C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado, o pellet de RNA

ressuspendido em 50 pl de dgua de injecdo e as amostras foram acondicionadas a -80°C.

A concentracdo de RNA total sera mensurada no espectrofotometro GeneQuant (GE
Healthcare, Chicago, IL, EUA). Para a eliminagado de resto de fitas simples ou duplas de DNA,
cada amostra foi tratada com a enzima DNase I seguindo a instrugdes do fabricante (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific, Eugene, OR, EUA). O DNA complementar (cDNA) serd sintetizado
usando 1pg de RNA junto com o primer oligo (dT) diluido em agua de inje¢ao. A mistura foi
aquecida a 70°C durante 5 minutos no termociclador Arktik Thermal Cycler (Thermo
Scientific), colocados no gelo por 5 minutos e depois foram adicionados 11,5u1 de uma solugdo
contendo tampao de reagdo ImProm-II 1x, MgCI2 3mM, mix de dNTPs 0,5 mM, a enzima

transcriptase reversa ImProm-II ™ (Promega, Madison, WI, EUA) e completado com agua de
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acordo com as concentracdes recomendadas pelo fabricante. Em seguida, a solugdo continuou

um ciclo de 5 minutos a 25°C, 60 minutos a 42°C e 15 minutos a 70°C no mesmo termociclador.

Por fim, o ¢cDNA foi diluido a uma concentragdo de 6ng/ul e as amostras foram
armazenadas a -20°C at¢ o momento do uso. Finalmente, o cDNA foi amplificado e
quantificado no aparelho de PCR em tempo real ABI PRISM-7500 (Applied Biosystems,
Waltham, MA, EUA), utilizando o Master Mix SYBR® Green PCR (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Eugene, OR, EUA) e primers especificos seguindo as instru¢des do fabricante

(Tabela 2).

Tabela 2. Genes e suas sequencias de nucleotideos.

Genes Sequencias
Hesl Fw - GGAGAGGCTGCCAAGGTTTT
Rv - GCAAATTGGCCGTCAGGA
Mathl Fw - ACATCTCCCAGATCCCACAG
Rv - ACAACGATCACCACAGACCA
Lyzl Fw - GCCAAGGTCTACAATCGTTGTGAGTTG
Rv - CAGTCAGCCAGCTTGACACCACG
Defa3 Fw - CAGGCTGTGTCTGTCTCTTTTG
Rv - TCAGCGACAGCAGAGTGTGTA
Defa5 Fw - TTGTCCTCCTCTCTGCCCTTGT
Rv - ATGAAGAGCAGACCCTTCTTGG
Sagl Fw - TTTCCGAAGGCAGTGAGACG
Rv - CCATAACGCCACATCGCA
GAPDH Fw - GGAGAAACCTGCCAAGTATGATG

Rv - CAGTGTAGCCCAAGATGCCC

3.9 Mensuracido de citocinas no soro de animais experimentais por "~'Cytometric

Beads Array”” (CBA)

Amostras de sangue foram centrifugadas e os soros coletados e armazenados a -80°C até
0 uso. As citocinas IL-6, IL-10, TNF e IFN-y foram quantificadas pelo método CBA (BD
Company, San Diego, CA, USA) de acordo com as instrugdes do fabricante. As amostras de
soro foram analisadas pelo aparelho de citometria de fluxo FACSCanto-II (BD Company, San
Diego, CA, USA) e os valores obtidos foram analisados com o software FACSDiva (BD
Company, San Diego, CA, USA).
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3.10 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 8
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Os dados foram expressos como a média =+ erro
padrao da média (SEM). A taxa de sobrevivéncia foi analisada pelo teste do Chi-quadrado; a
perda de peso e o escore de morbidade foram analisados pelo teste 7wo-way ANOVA seguido
pelo pos-teste de comparagdes multiplas Bonferroni. Para comparagdes entre dois grupos foram
utilizados o teste ¢ de Student ou teste de Mann-Whitney para dados paramétricos € nao
paramétricos respectivamente. Para comparagdes multiplas entre mais de dois grupos foi usado
o teste One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni, ou teste de Kruskal-Wallis com
a teste de multiplas comparagdes de Dunn para dados paramétricos e ndo paramétricos

respectivamente. Diferencas estatisticas significativas foram consideradas quando p <0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Carateristicas clinicas apos infec¢io com 7. gondii utilizando indculos diferentes

de cistos

Comecando o estudo comparativo entre os dois indculos de cistos de 7. gondii, realizamos
a avaliacdo das carateristicas clinicas dos animais infectados no decorrer de 30 dias. Sobre a
sobrevivéncia para ambos os grupos experimentais, esta foi diminuindo ao longo dos 30 dias
apos a infecgdao sem diferenga estatistica (Fig. 2A). Porém observamos que a mortalidade ¢
maior e rapida nos animais inoculados com 20 cistos. Quando usamos o indculo de 20 cistos,
camundongos C57BL/6 apresentaram uma perda de peso significativa, especialmente entre os
dias 26 e 30 comparado com o grupo infectado com 10 cistos (Fig. 2B). O escore de morbidade
mostra o agravamento da doenga ao longo dos 30 dias apos a infec¢do (Fig. 2C). Observamos
que entre os dias 9 e 15 apds a infeccado houve diferenga significativa entre os grupos
experimentais (dia 9 p=0,0001; dia 12 p=0,0104; dia 15 p=0,0097), sendo que os camundongos
infectados com 20 cistos mostraram piora das carateristicas clinicas comparado com os

camundongos infectados com 10 cistos.
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Figura 2. Caracteristicas clinicas de animais infectados com duas doses de cistos de 7. gondii.
Camundongos C57BL/6 foram infectados com 10 e 20 cistos da cepa ME-49 por via oral, e mantidos
por 30 dias sendo monitorados diariamente para as seguintes analises: A) taxa de sobrevivéncia, B)
perda de peso ¢ C) escore de morbidade. Existe um agravo dos aspetos clinicos nos animais
infectados com a dose maior de cistos. A taxa de sobrevivéncia foi analisada pelo teste do Kaplan-
Meier; a perda de peso e escore de morbidade por 7wo-way ANOVA seguido pelo pos-teste de
Bonferroni. * p <0,05. Os dados sdo representativos de pelo menos dois experimentos independentes.
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4.2 Relacio do indculo de cistos e a reduciao do comprimento do intestino delgado

em camundongos C57BL/6

Continuando com a avaliagdo, camundongos C57BL/6 infectados com 10 ou 20 cistos
ap6s 8 dias de infeccdo foram eutanasiados e o intestino delgado foi coletado para avaliar o
comprimento entre os grupos experimentais € o grupo nao infectado. Observamos que o
comprimento médio do intestino delgado do grupo ndo infectado (37,75 cm) ¢ maior ao ser
comparado com o0s grupos experimentais infectados com 10 e 20 cistos (31 e 27,3 cm
respectivamente) (Fig. 3A-B). Além disso, observou-se uma diminui¢do de 17,88% e 27,68%
do comprimento do intestino delgado para os grupos infectados com 10 e 20 cistos
respectivamente (Fig. 3C). Com isto, podemos confirmar que a infec¢do por 7. gondii altera o
tamanho do intestino delgado de camundongos C57BL/6 sendo que o encurtamento ¢ maior
com um indculo maior. Quando se avaliou a inflamacao do intestino delgado, foram observados
infiltrados inflamatérios na lamina propria e submucosa, sendo estes mais graves nos animais

infectados com 20 cistos (Fig. 3D).
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Figura 3. Avaliacio do comprimento e escore inflamatério do intestino delgado em
camundongos infectados com cistos de 7. gondii. Apos os 8 dias de infec¢ao por via oral com 10 e
20 cistos da cepa ME-49, os animais foram eutanasiados ¢ os o6rgdos foram analisados. A) Imagens
macroscopicas de intestinos delgados dos grupos nao infectados (NI) e dos grupos infectados com 10
e 20 cistos. B) O comprimento ¢ C) encurtamento dos 6rgdos mostram uma redugdo a medida que
aumenta o numero de cistos. D) O escore inflamatorio foi realizado apos o processamento histologico
do intestino delgado. Observou-se um aumento significativo dos aspectos inflamatoérios no grupo
infectados com 20 cistos. One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni foi usado para
analise estatistica do comprimento do 6rgdo e o teste ¢ ndo pareado para a porcentagem de
encurtamento e escore inflamatorio. Os dados sdo representativos de dois experimentos independentes
de cinco animais por grupo e estdo apresentados como a média de cada grupo + erro padrdo da média.
* p <0,05.
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4.3 Grau de parasitismo e inflamac¢ao nos animais infectados com 10 ou 20 cistos de

T. gondii

Posteriormente, os 6rgaos coletados foram processados para as analises histologicas e
moleculares. O parasitismo no intestino delgado dos grupos experimentais foi avaliado pela
quantifica¢do do parasito nos quatro segmentos do 6rgado e analises da expressdo do mRNA do
gene SAGI, uma proteina de superficie de 7. gondii. Mediante a quantificacdo do parasitismo
tecidual, foi observado que o grupo infectado com 10 cistos apresentou uma menor quantidade
de parasitos no intestino delgado, sendo cinco vezes maior no grupo de animais infectados com
o in6culo de 20 cistos (Fig. 4A, C). Seguindo a mesma tendéncia, a expressao de SAGI nos
animais infectados com 20 cistos apresentou o triplo de expressdo do mRNA comparado com

o grupo infectado com 10 cistos. (Fig. 4B).
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Figura 4. Analise da expressio do mRNA de SAGI e quantificacio total de parasitos no
intestino delgado de animais infectados por via oral com 7. gondii. Utilizando duas doses
de cistos da cepa ME-49, camundongos C57BL/6 foram infectados por via oral. Apds 8 dias
de infeccdo, a coleta do 6rgao foi realizada para posterior processamento histologico e
molecular. A) Fotomicrografias de cortes histologicos de intestino delgado representativas de
areas altamente parasitadas. As duas imagens superiores estao com aumento de 10X, enquanto
as duas inferiores estdo com aumento de 20X. B) A quantificacdo tecidual no 6rgdo inteiro e
C) a expressao de mRNA de SAG1 se corroboram entre si mostrando aumento da parasitemia
com a dose maior de cistos. Os niveis de mRNA de SAG/ foram analisados por qPCR em
fragmentos de ileo. Os dados foram normalizados com o gene GAPDH. Os dados sdo
representativos de dois experimentos independentes com cinco animais por grupo, € estao
apresentados como a média de cada grupo + erro padrao da média. O teste ¢ ndo pareado foi
usado para as andlises estatisticas. * p <0,05. Escala de barra: 200 ¢ 100 um.
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4.4 Células caliciformes e de Paneth sio reduzidas com o aumento do indculo de

cistos de 7. gondii

A seguir, realizamos a contagem das células caliciformes, produtoras de muco e que
formam parte da arquitetura do epitélio intestinal, onde a infeccdo por 7. gondii diminui a
quantidade destas células. Foi observado uma redugdo significativa deste grupo celular nos
animais infectados com o indculo de 20 cistos (Fig. 5A-B). O decréscimo das células
caliciformes ¢ observado em cada segmento do intestino delgado com a mesma tendéncia: o
in6culo de 20 cistos produz uma diminuigao relevante no nimero de células caliciformes (Fig.

50).

As células de Paneth sdo outro grupo celular carateristico do intestino, localizadas nas
criptas intestinais. Tais células sdo produtoras de peptideos antimicrobianos, entre eles,
lisozima, defensina 3 e defensina 5. O grupo celular foi quantificado e observou-se uma
diminui¢ao do nimero de células em ambos os grupos experimentais ao ser comparados com o
grupo ndo infectado (Fig. 6A-B). Com uma tendéncia similar, a expressdo dos mRNAs dos
peptideos antimicrobianos decrescem significativamente pela infeccdo com cistos de 7. gondii
ao comparar com o grupo nao infectado (Fig. 6C-E). Com todos estes dados, podemos dizer
que hd uma redugdo maior das células caliciformes e de Paneth na infecgao por 7. gondii usando

o in6culo de 20 cistos.
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Figura 5. Contagem de células caliciformes no intestino delgado de animais infectados com 7.
gondii. Utilizando duas doses de cistos da cepa ME-49, camundongos C57BL/6 foram infectados
por via oral. Apos 8 dias de infeccdo, a coleta do 6rgdo foi realizada para posterior processamento
histologico e contagem das células caliciformes pela coloragao de Alcian blue. A) Fotomicrografias
representativas de células caliciformes de cortes histologicos do intestino delgado de camundongos
infectados e NI usando 10X ¢ 20X de aumento. Asteriscos em amarelo indicam a presenga de células
caliciformes. B) Contagem total de células caliciformes em 200 campos por animal e C) contagem
em cada por¢do do orgdo: duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo. Os dados sdo
representativos de dois experimentos independentes tendo cinco animais por grupo, e estdo
apresentados como a média de cada grupo + erro padrdo da média. One-way ANOVA seguido pelo
pos-teste de Bonferroni foi usado para analise estatistica. * p <0,05. Escala de barra: 200 ¢ 100 um.
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Figura 6. Quantificacio das células de Paneth e dos mRNAs dos peptideos antimicrobianos no
intestino delgado de camundongos C57BL/6 comparando dois inéculos de 7. gondii. Utilizando
10 e 20 cistos da cepa ME-49, camundongos C57BL/6 foram infectados por via oral. Apos 8 dias de
infecgdo, a coleta do orgao foi realizada para posterior processamento histologico e contagem das
cé¢lulas de Paneth pela coloracdo de Hematoxilina & Eosina (H&E). A) Fotomicrografias
representativas das células de Paneth localizadas na base das criptas do intestino delgado usando
aumento de 20X e 40X. Asteriscos em amarelo indicando as células de Paneth e seus granulos. B)
Quantificacao das células de Paneth pela coloragdo por H&E. Os niveis de expressao de (C) lisozima
1 (Lyzl), (D) defensina 3 (Defa3) e (E) defensina 5 (Defa5) foram analisados por qPCR em
fragmentos de ileo. Os niveis de mRNA foram normalizados com o gene GAPDH. One-way
ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni foi usado para andlise estatistica. * p <0,05. Escala
de barra: 100 e 50 pm.
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4.5 Marcadores de transcricio relacionados com a homeostase intestinal e

diferenciacio celular no intestino delgado sao alterados pela infecciao por 7. gondii

Os marcadores de transcri¢ao Mathl e Hesl estao relacionados com a diferenciagao de
células tronco intestinais para células secretorias e nao secretérias respectivamente € o
equilibrio da mucosa intestinal (YANG et al., 2001; KAUR et al., 2015; GUO et al., 2018).
Mediante a técnica de qPCR, observamos que os niveis de transcricdo do mRNA de ambos os
genes diminuem na presenga da infecg¢do por 7. gondii ao ser comparados com o grupo nao
infectado. Analisando separadamente, a expressdao de Mathl ¢ menor no intestino delgado de
animais infectados com 20 cistos em relacdo ao grupo de animais infectados com 10 cistos (Fig.
7A). Ja a expressdo de Hesl em ambos os grupos infectados ¢ bastante similar, sendo menores
que o grupo nao infectado (Fig. 7B). Com estes dados podemos dizer que ha uma alteragao
relevante da homeostase intestinal pela infec¢do com 7. gondii e poderia estar relacionado com

a reducdo de células do perfil secretorio no epitélio intestinal.
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Figura 7. Marcadores representativos de células secretoras (Mathl) e enterocitos (HesI) no
intestino delgado de camundongos C57BL/6 infectados com dois indculos de cistos de 7. gondii.
Utilizando 10 e 20 cistos da cepa ME-49, camundongos C57BL/6 foram infectados por via oral.
Apos 8 dias de infecgdo, a coleta do orgdo foi realizada para posterior extragdo de RNA, confei¢do
de cDNA e qPCR. A quantificagcdo da expressdo relativa do mRNA de A) Mathl e B) Hesl foi
normalizado com o gene GAPDH. Os dados sdo representativos de dois experimentos independentes
com pelo menos cinco animais por grupo, € estdo apresentados como a média de cada grupo + erro
padrdo da média. One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni foi usado para analise
estatistica. * p <0,05.
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4.6 Resposta inflamatoria sistémica na infec¢do por 7. gondii usando dois indculos
diferentes de cistos

Amostras de soro dos grupos estudados foram analisadas para determinar a concentragao
de citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatorias na infec¢ao por 7. gondii. As citocinas IFN-
v, TNF-a e IL-6 aumentaram significativamente nos grupos infectados. Em relacao as citocinas
IFN- y e IL-6, a dosagem foi similar entre os grupos experimentais de 10 e 20 cistos (Fig. 8A).
A concentragdo da citocina TNF-a foi maior no grupo infectado com 20 cistos em comparagao

com o grupo de animais infectados com 10 cistos (Fig. 8B).
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Figura 8. Avaliacdo dos mediadores inflamatérios sistémicos em camundongos C57BL/6
infectados com 10 e 20 cistos de 7. gondii. Utilizando dois indculos da cepa ME-49, camundongos
C57BL/6 foram infectados por via oral e apds 8 dias de infecgao, as amostras de soro foram coletadas
para dosagem das citocinas pro-inflamatorias A) IFN-y - B) TNF-a, e das anti-inflamatorias C) IL-
6 — D) IL-10 usando o kit CBA. Os dados sdo expressos como pg/mL e as concentragdes foram
obtidas de acordo com a curva padrdo de cada citocina. Os dados s@o representativos de dois
experimentos independentes com pelo menos cinco animais por grupo, e estdo apresentados como a
média de cada grupo + erro padrdo da média. One-way ANOV A seguido pelo pds-teste de Bonferroni

foi usado para analise estatistica. * p <0,05.

Com uma tendéncia similar, a citocina anti-inflamatéria IL-10, aumentou
significativamente em ambos 0s grupos experimentais, porém, os valores das concentragdes sao
menores se comparamos com as citocinas pro-inflamatoérias (Fig. 8C-D). Adicionalmente, IL-

6 teve concentracdes similares em ambos os inoculos (Fig. 8C). Estes dados mostram que o
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indculo de 20 cistos induz uma resposta pro-inflamatéria elevada nos camundongos pela
presenga de TNF-a e de IFN- y; e que a producdo de IL-10 ¢ insuficiente para controlar a
inflamac¢ao nos animais, embora as concentragdes sejam maiores comparando com o grupo nao

infectado.
5 DISCUSSAO

O protozoario 7. gondii e a toxoplasmose vem sendo amplamente estudados pelo uso de
diversas metodologias, desde o uso de cultura de células at¢ modelos in vivo, passando pela
utilizacao de organoides (BETANCOURT et al., 2019). A diversidade de trabalhos usando
metodologias de infec¢do com diferentes indculos do parasito e cepas diferentes contribui com
0 nosso entendimento da doenga (LIESENFELD et al., 1996; SUZUKI et al., 2000; GREGG
et al., 2013; HEIMESAAT; DUNAY; BERESWILL, 2019; ARAUJO et al., 2022; BRICENO
et al., 2022). Porém ainda existem lacunas para compreender como a infec¢ao por 7. gondii
altera o intestino delgado do ponto de vista histologico e molecular comparando indculos

diferentes de cistos.

Em nosso estudo, avaliando a mortalidade dos animais infectados, observamos que existe
um agravamento significativo da doenca com o aumento da dose de cistos; comegando o
decesso no nono e sexto dia apds infec¢ao para os grupos com 10 e 20 cistos respectivamente.
Camundongos C57BL/6 sdo uma linhagem de animais suscetiveis ao parasito 7. gondii,
observando-se que ap6s o sexto dia de infeccdo com 100 cistos da cepa ME-49 por via oral,
comega a mortalidade desses animais (LIESENFELD et al., 1996; LIESENFELD ef al.,1999).
Em outro estudo, animais C57BL/6 infectados por via oral com 20 cistos da cepa ME-49
comecaram a perecer a partir o décimo dia de infecgdo (SUZUKI et al., 2000). Ja Mufioz e
colaboradores (2009), aplicando um modelo de infeccdo com 100 cistos, observaram que a
mortalidade comegou no oitavo dia apds infeccdo. Trabalhos do nosso grupo descrevem que
animais infectados com 10 cistos comecam a mortalidade a partir do décimo dia apds infecgao

(ARAUJO et al., 2020; ARAUJO et al., 2022).

De acordo com os dados encontrados na literatura juntamente com os nossos, deve-se
levar em consideracao diferencas experimentais, tais como as condigdes em que 0s animais
foram cuidados nos respectivos biotérios e as condigdes em que foram realizados os processos
de obtengao de cistos (HEIMESAAT; DUNAY; BERESWILL, 2019). Contudo, os trabalhos
publicados pelo nosso grupo junto com este estudo mostram que as condi¢des e o local de
desenvolvimento dos experimentos sdo relevantes para obter uma constancia dos resultados

(ARAUIJO et al., 2020; ARAUJO et al., 2022).
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Nossos dados descrevem que os camundongos infectados com ambos indculos tiveram
uma perda de peso de 10% aproximadamente, e o intestino delgado também teve uma redugao
de 13% até 27% no oitavo dia de infec¢ao. Trabalhos utilizando uma elevada dose de cistos
descrevem perda de peso de 20% e redugio do intestino delgado de mais de 20% (MUNOZ et
al.,2009; VON KLITZING et al., 2017). Trabalhos mais recentes usando 10 e 20 cistos como
in6culo de infeccdo demostram que o tamanho do intestino delgado diminui com o aumento da
quantidade de cistos observando uma reducao ou encurtamento de 8% em animais infectados
com 10 cistos (ARAUJO et al., 2022) e 18% para 20 cistos (BRICENO et al., 2022)

concordando com os dados mostrados neste estudo.

A avaliacdo da inflamagdo do intestino delgado em camundongos infectados por 7. gondii
¢ descrita em diversos estudos. Suzuki e colaboradores (2000) descrevem que animais C57BL/6
infetados com 20 cistos da cepa ME-49 ndo apresentaram necroses no intestino delgado.
Modelos experimentais usando indculos elevados de cistos apds 8 dias de infec¢ao apresentam
uma grave inflamac3o e necroses no intestino delgado (MUNOZ et al., 2009; VON KLITZING
et al., 2017). Estudos propdem a infec¢ao por via oral usando uma baixa dose de cistos para o
estudo da toxoplasmose em camundongos (DUNAY et al., 2008; HEIMESAAT et al., 2018;
HEIMESAAT;, DUNAY; BERESWILL, 2019). Estes trabalhos citados descrevem uma
inflamacdo média-moderada na mucosa intestinal com carateristicas de infiltracdo celular e
destruicdo dos vilos intestinais em camundongos C57BL/6 (DUNAY et al., 2008;
HEIMESAAT et al., 2018; HEIMESAAT; DUNAY; BERESWILL, 2019).

Neste trabalho, o aumento da inflamagao pela infeccdo com 7. gondii usando 10 e 20
cistos esté correlacionado com o aumento do parasitismo tecidual e a expressdo de SAGI como
era esperado. Alguns estudos descrevem que na infeccdo oral com 10 cistos de 7. gondii, o
intestino delgado de camundongos C57BL/6 apresentam infiltracdo celular inflamatoria
intensa, além de diminui¢ao do tamanho dos vilos e necrose (OLIVEIRA et al., 2020; ARAUJO
et al.,2020; ARAUJO et al., 2022).

Estudos anteriores demostram que a infec¢do experimental por 7. gondii reduz o nimero
de células caliciformes (SCHNEIDER et al., 2018; ARAUJO et al., 2020; BRICENO et al.,
2022) e praticamente elimina ou diminui bastante as células de Paneth (RAETZ et al., 2013;
ARAUJO et al., 2020; ARAUJO et al., 2021). Como era esperado, no presente trabalho
observamos uma diminuic¢ao de células caliciformes e, uma redu¢ao substancial no numero de
células de Paneth e de seus peptideos antimicrobianos, na medida que o indculo de cistos

aumenta na infec¢do experimental.
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A diferenciagdo de células tronco intestinais a células secretérias e epiteliais, e a
homeostase da arquitetura do epitélio intestinal associam-se com os niveis de expressdo dos
genes Hesl e Mathl (YANG et al., 2001; KAUR et al., 2015; GUO et al., 2018). Ambos os
genes formam parte e sdao regulados pela via de sinalizacdo Notch, sendo que a via leva a
ativacdo de Hesl, enquanto a expressao de Mathl ¢ suprimida por Hes! (JENSEN et al., 2000;
NOAH, SHROYER, 2013). Os dois genes interagem diretamente entre eles, assim o aumento
da expressao de Mathl favorece o numero de células secretoras como as células caliciformes e
de Paneth; ja em camundongos com mutagdes no gene Mathl hd uma auséncia de células
secretoras, mas persistem as células de absor¢do (YANG et al., 2001). Guo e colaboradores
(2018) ressaltam que camundongos com mutacdo no gene Hes/ apresentam disbiose intestinal

e perturbag¢dao da homeostase no epitélio intestinal.

Em nossos resultados prévios, observamos que a infec¢do por 7. gondii interfere
diretamente na expressdo de Mathl e Hesl o que estd relacionado com a perda de células
caliciformes, de Paneth e como consequéncia, a perda da homeostase do intestino delgado
refletido na elevada inflamagdo no 6rgdo. Pontualmente, sobre a expressao de Mathl nos
animais infectados com 10 cistos, podemos observar que a expressdao ¢ maior quando
comparado com o grupo infectado com 20 cistos. Isto pode estar relacionado com as células
caliciformes e de Paneth presentes nesse grupo de animais, que embora deram uma contagem
menor que o grupo controle, foram maiores em nimero ao ser comparados com o grupo
infectado com 20 cistos. Contudo, a infec¢do por 7. gondii desregula a expressao dos genes

Mathl e Hesl que auxiliam no equilibrio e diferenciacao de células intestinais.

As citocinas IFN-y, TNF-a e IL-6 estdo relacionados com o controle do parasitismo na
infeccdo por 7. gondii e envolvendo uma forte resposta imune de tipo Thl (DECKERT-
SCHLUTER et al, 1998; JEBBARI et al., 1998; VILLERET et al., 2013; ALMEIDA et al.,
2021). Sem duvida, a alta produgao de IFN-y, TNF-a esta relacionada com o desenvolvimento
de lesdes e necrose no intestino delgado (LIESENFELD et al.,1999; MUNOZ et al., 2009), e
IL-10 juntamente com IL-6 sdo necessarias para prevenir uma exacerbada patologia intestinal
e diminuir a mortalidade de camundongos infectados com 7. gondii (JEBBARI et al., 1998;
SUZUKI et al., 2000). Considerando esse cendrio, as altas concentragdes de IFN-y e TNF-o em
nossos resultados estdo relacionadas com a inflamac¢do no intestino delgado dos grupos
infectados. Adicionalmente, TNF- o pode estar contribuindo com a maior mortalidade devido
as alteragdes histoldgicas no grupo de animais infectados com 20 cistos ao ser comparado com

o grupo infectado com 10 cistos onde a concentracao da citocina € menor (250,952 pg/mL vs.
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139,88 pg/mL). Por outro lado, a presenga de IL-10 no grupo de animais infectados com 10
cistos pode estar envolvida na menor inflamacdo no intestino delgado, apesar de ainda ser

evidente.

Neste trabalho no qual comparamos e estudamos as diferencas na infeccao por 7. gondii
utilizando dois in6culos diferentes, encontramos que o agravamento da doenga aumenta com a
dose de cistos. Células secretoras de muco e peptideos antimicrobianos do intestino delgado
vao diminuindo em nimero levando a menor protecao do epitélio e consequente aumento do
parasitismo. Este cenario ¢ auxiliado pela alta resposta de tipo Th1 com a producao de citocinas

pro-inflamatdrias.
6 CONCLUSOES

Quanto maior a carga parasitaria utilizada para infec¢do experimental de camundongos

suscetiveis C57BL/6, maior sera a inflamagao e parasitismo intestinal.

A infeccdo por via oral com 7. gondii induz uma diminui¢do de células caliciformes
produtoras de muco que ¢ protetor, assim como de células de Paneth, especializadas em

producao de peptideos antimicrobianos, prejudicando o controle do parasitismo tecidual.

Quanto maior o indculo do parasito, maior ¢ a deplecao de cé€lulas caliciformes e de

Paneth, refletindo em infec¢do mais grave nesses animais.

Adicionalmente, marcadores moleculares Mathl e Hesl, células secretorias e enterocitos
respectivamente, sdo diminuidos pela infec¢do oral por 7. gondii, sendo essa diminui¢ao maior,

quanto maior € a carga parasitaria infectiva.

A elevada concentragdo de citocinas pro-inflamatorias favorece a inflamagdo pela
infeccdo por 7. gondii; assim os animais inoculados com uma maior carga parasitaria tém uma

producdo de citocinas maior, o que reflete em uma maior inflamagao.
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