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RESUMO

T.gondii infecta a mucosa intestinal invadindo diretamente as células epiteliais do
intestino delgado e essas células podem responder diretamente a infeccdo promovendo uma
resposta imune local. Camundongos C57BL/6 infectados oralmente com alta carga parasitéria
de T.gondii sdo altamente susceptiveis, apresentando uma ileite letal. Recentemente foi
verificado que o tratamento prévio com antigeno sollvel de taquizoitas (STAQ) protege
camundongos C57BL/6 contra patologia intestinal causada pela infec¢do por T.gondii. Com o
intuito de verificar os mecanismos induzidos por STAg no intestino delgado frente a infecgéo
por via oral com T. gondii, camundongos BALB/c e C57BL/6 foram tratados com STAg 48
horas antes da infeccdo por via oral com 30 cistos da cepa ME-49 de T. gondii e sacrificados
aos 8 dias apos a infeccdo. O tratamento prévio com STAg foi capaz de diminuir o
parasitismo e patologia em dérgdos periféricos de animais BALB/c e C57BL/6, alem de induzir
um aumento na quantidade de células caliciformes, células positivas para IgA, células de
Paneth e maior expressao de criptidina no intestino delgado de ambas as linhagens, além disso
os animais BALB/c apresentaram maior quantidade dessas células em comparacdo com 0s
animais C57BL/6. Os resultados sugerem que STAg € capaz de promover mecanismos
protetores nas duas linhagens de animais, porem essa protecdo € mais evidenciada nos
animais BALB/c, e esses mecanismos podem, em parte, ser mediados pelo aumento de células
caliciformes, células de Paneth e secrecdo local de IgA no intestino delgado de camundongos

infectados oralmente por T.gondii.

Palavras-chave: Células caliciformes, Células de Paneth, Criptidina, IgA, STAGg,

Toxoplasma gondii



ABSTRACT

T. gondii can infect the gut mucosa by direct invasion of epithelial cells in the small intestine and
these cells may respond directly to infection promoting a local immune response. C57BL/6 mice
orally infected with a high parasitic load of T.gondii are highly susceptible, presenting a lethal
ileitis. Recently, it was demonstrated that pretreatment with STAgQ protects C57BL/6 mice against
intestinal pathology in oral T. gondii infection. To investigate the mechanisms induced by STAg
in the small intestine in oral T.gondii infection, BALB/c and C57BL/6 mice were treated with
STAg 48 hours before oral infection with 30 ME-49 cysts and sacrificed at 8 days of infection.
Previous treatment with STAg were able of decrease parasitism and pathology in peripheral
organs of BALB/c and C57BL/6 mice and induced a increase in amounts of goblet cells, IgA
positive cells, Paneth cells and expression of cryptidin in the small intestine of both lineages of
mice, moreover BALB/c mice presented higher amount of these cells comparing with C57BL/6
mice. The results suggests that STAg is able of promoting protective mechanisms in both lineages
of mice, although these protection is more evidenced in BALB/c mice, and these mechanisms
could be in part mediated by increase in goblet, Paneth and local secretion of IgA in the small

intestine of mice orally infected with T.gondii.

Keywords: Cryptidin, Goblet cells, IgA, Paneth cells, STAg, Toxoplasma gondii
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1. INTRODUCAO

1.1. Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii é um parasito intracelular obrigatorio pertencente ao filo
Apicomplexa, classe Sporozoa, sub-classe Coccidia, ordem Eucoccidiida, sub-ordem
Eimeriina, familia Sarcocystidae e sub-familia Toxoplasmatinae (LEVINE et al., 1980).

O parasito foi encontrado primeiramente em 1908 no roedor Ctenodactylus gundi na
Tunisia (NICOLLE; MANCEAUX, 1908), e no mesmo ano foi encontrado em coelho
doméstico (Oryctolagus cuniculus) no Brasil (SPLENDORE, 1908). T. gondii possui uma
distribuicdo geografica mundial e pode infectar a maioria, sendo todas, espécies de animais
homeotérmicos, incluindo o homem (MUNOZ; LIESENFELD; HEIMESAATET, 2011).

Os parasitos pertencentes ao filo Apicomplexa apresentam caracteristicas comuns,
como a presenca de um complexo apical de estruturas de citoesqueleto especializadas, alem
de organelas peculiares, tais como roptrias e micronemas, que sdo organelas secretoras
responsaveis pela mobilidade do parasito, adesdo e invasdo da célula hospedeira
(CARRUTHERS, 1999; MORRISSETE; SIBLEY, 2002).

Morfologicamente o parasito apresenta trés estagios infecciosos: taquizoitas,
bradizoitas e esporozoitas (DUBEY, 2004; KAWAZOE, 2005). Os taquizoitas (do grego
tachys = rapido; em grupos ou clones), sdo as formas que apresentam uma rapida proliferacdo
na célula hospedeira, ocorrendo principalmente na fase aguda de infeccdo (MONTOYA,
LIESENFIELD, 2004; TENTER, 2009). Os bradizoitas (do grego brady = lento, em cistos
teciduais), sdo as formas de resisténcia ao sistema imune dos hospedeiros e devido a pressdo
imposta pela resposta imune encontra-se dentro de cistos sob replicacédo lenta na fase cronica
de infeccdo (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Os esporozoitas (contidos dentro dos
oocistos liberados nas fezes de felideos) correspondem as formas infectantes oriundas do
processo de reproducdo sexuada do parasito (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). Séo
encontrados no ambiente podendo contaminar agua, solos e alimentos (MONTOYA,
LIESENFIELD, 2004).

A transmissédo de T. gondii ocorre principalmente por via oral, sendo esta a via natural
de infeccdo deste parasito. A infeccdo ocorre principalmente por meio da ingestdo de carne
crua ou mal cozida contendo cistos do parasito ou através da ingestdo de agua ou alimentos
contaminados com oocistos liberados nas fezes dos felideos (MONTOYA; LIESENFELD,
2004; ALIBERTI, 2005). Outra via de infeccdo é a congénita, que pode ocorrer quando a

mulher ¢ infectada durante a gestacdo ou por reativacdo de infeccdo latente. A transmissédo
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também pode ocorrer através de transplantes de Orgdos de doadores soropositivos ou
raramente por transfusdo sanguinea ou acidente laboratorial (MONTOYA; LIESENFELD,
2004; ELMORE et al., 2010)

1.2. Ciclo de vida do parasito

T. gondii possui ciclo de vida heteroxénico. Membros da familia dos felideos, mais
particularmente os gatos domésticos, sdo os hospedeiros definitivos onde ocorre a fase
sexuada da infec¢do (SKARIAH; MCINTYRE; MORDUE, 2010). Esses hospedeiros podem
se contaminar apds ingerir cistos teciduais contendo bradizoitas, oocistos maduros ou
taquizoitas, dando inicio a fase enteroepitelial do ciclo que ocorre em células epiteliais do
intestino delgado desses animais (KAWAZOE, 2005; SIBLEY et al., 2009). Apds a ingestao,
a parede do cisto ou do oocisto é dissolvida por enzimas proteoliticas no estbmago e intestino,
liberando formas bradizoitas ou esporozoitas, respectivamente, capazes de penetrar nas
células epiteliais do intestino onde transformam-se em taquizoitas. Ocorre, entdo, a
multiplicacdo assexuada por merogonia, originando os merozoitos que séo liberados apds o
rompimento da célula hospedeira e posteriormente dardo origem aos gametas masculinos e
femininos dando inicio a fase sexuada do ciclo. Apds a fecundacéo € iniciada a formacéo da
parede do oocisto em volta do gameta fertilizado, ocorrendo entdo a liberacdo dos mesmos no
lumen intestinal e posterior eliminacdo nas fezes dos felideos (FERGUSON, 2002; DUBEY,
2004; ALIBERTI, 2005). Se as condi¢des do ambiente forem adequadas, ocorre a maturacao
dos oocistos por meio de esporulacdo e eles se tornam infecciosos. Os oocistos esporulados
possuem dois esporocistos com quatro esporozoitas cada (DUBEY, 2004; SKARIAH;
MCINTYRE; MORDUE, 2010).

Os hospedeiros intermediarios sdo 0s animais homeotérmicos. Apds a ingestdo de uma
das formas infectantes do parasito, este invade as células epiteliais do intestino delgado de seu
hospedeiro e se diferencia em taquizoitas (KIM; WEISS, 2008). A pressdo imune sobre o
parasito resulta na formac&o de cistos contendo bradizoitas, a forma de resisténcia do parasito
(DUBEY, 2004; MAUBON et al., 2008; SKARIAH; MCINTYRE; MORDUE, 2010).
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1.3. Toxoplasmose

A toxoplasmose é uma das zoonoses parasitarias mais comuns, tanto no homem, como
nos animais, apresentando ampla distribuicdo geogréafica. A doenga é considerada uma
zoonose e um problema de salde publica, pois desenvolve um quadro preocupante em
pacientes imunocomprometidos, e pode causar danos fetais em humanos, ovelhas, cabras,
porcos e coelhos se o parasito for contraido pela primeira vez durante a gestacdo. (DUBEY;
BEATTIE, 1988; DUMETRE et al., 2008).

Estima-se que mais de um bilhdo de pessoas no mundo j& foram expostas ao parasito
(BENSON et al., 2009; LAMBERT; BARRAGAN, 2010). A soroprevaléncia varia entre
diferentes paises, dependendo de fatores socioecondmicos, condi¢fes climaticas, habitos
alimentares e predisposicao genética do hospedeiro (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Na
Africa, em locais como a Republica Democratica de Sd0 Tomé e Principe, a taxa € de 75,2%
(ELSHEIKHA, 2008) ja em paises de clima frio, como a Escandinavia, a prevaléncia é
menor, de 11 a 28% (TENTER et al., 2000) e nos Estados Unidos a soroprevaléncia é de 20 a
25% (MILLER et al., 2009).

No Brasil a taxa de infecgdo por T. gondii em humanos € alta. A soroprevaléncia
chega a niveis maiores que 70% (MILLER et al., 2009; PAPPAS; ROUSSOS; FALAGAS,
2010), onde o clima, a umidade e a presenca dos hospedeiros definitivo e intermediario
contribuem para o sucesso do parasito (MELAMED, 2009). Algumas localidades brasileiras
apresentam as maiores taxas de incidéncia de infecgdo por T.gondii, dentre elas, destacam-se
Sdo Paulo com 68% (FRANCISCO et al., 2006), Recife com taxa de 64% a 79%, Rio de
Janeiro com soroprevaléncia de 79%, Manaus com 71% (CAMARGO, 1996) e entre
indigenas brasileiros varia de 52% a 80% (SOBRAL et al., 2005). Uma recente pesquisa
realizada no Pontal do Triangulo Mineiro mostrou que 36% da populagdo apresentaram
anticorpos IgG anti- T. gondii e que a maior porcentagem estava entre os individuos de 16 a
45 anos (MAIA et al., 2012). Além disso, estudos mostraram que a prevaléncia de gestantes
soropositivas no Brasil € alta e varia de 32% a 77% (VARELLA et al., 2003; SEGUNDO et
al., 2004). Pesquisa realizada na cidade de Uberlandia-MG, com 805 mades atendidas em
hospitais publico e privados demonstrou soroprevaléncia de 51%, enquanto a incidéncia de
toxoplasmose congénita foi de 0,49% (SEGUNDO et al., 2004). Cerca de 70 a 90% dos
recém nascidos sdo assintomaticos para a doencga, porém estes podem apresentar sequelas

mais tardiamente. Aproximadamente 80% das criangas afetadas pela transmisséo vertical do
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parasito desenvolvem problemas visuais ou de aprendizagem na vida adulta (RORMAN et al.,
2006; KODJIKIAN et al., 2010).

A maioria dos casos de toxoplasmose em individuos imunocompetentes é
assintomatica. Eventualmente ocorrem alguns sintomas moderados, dentre os quais a
manifestacdo clinica mais significativa € a linfoadenopatia associada ou ndo a febre, fadiga,
dor muscular, dor de garganta e de cabeca (HILL; DUBEY, 2002; SIBLEY et al., 2009). Em
grupos especificos de pacientes, incluindo fetos e recém-nascidos infectados durante a
gestacdo e individuos imunocomprometidos, as manifestacdes podem ser mais graves, e
geralmente ocorrem como resultado de reativacdo da infeccdo cronica (MONTOYA,
LIESENFELD, 2004; WEISS; DUBEY, 2009; DOGRUMAN-AL et al., 2011).

Nos casos de infeccdo congénita, as manifestacdes clinicas dependem do tempo de
gestacdo em que a infeccdo é adquirida. Se a infeccdo ocorre no primeiro trimestre da
gestacdo, os sintomas s@o mais graves, podendo ocorrer morte fetal, prematuridade, retardo
mental, microcefalia e cegueira, 0 que torna a toxoplasmose congénita uma das formas mais
graves da doenca (WEISS; DUBEY, 2009).

Em pacientes imunocomprometidos (HIV positivos, transplantados, individuos com
doencgas auto-imunes), as manifestagdes da doenca podem ser extremamente graves, podendo
ocorrer miocardites, coriorretinites, e um quadro clinico de encefalite com dores de cabeca,
convulsdes e coma, podendo levar o paciente a 6bito, caso ndo seja convenientemente tratado
(DUBEY; JONES, 2008).

Em geral, o grau de complexidade das manifestacGes clinicas esté relacionado com 0s
fatores de interacdo entre parasito e hospedeiro e inclui a viruléncia da cepa, via de infeccgéo,
guantidade de indculo, idade e estado imunolégico do hospedeiro (BOPHALE, 2003;
RORMAN et al., 2006).

1.4. Resposta imune intestinal ao parasito

A resposta imune contra T.gondii é complexa, compartimentalizada e varia de
individuo para individuo. Essa variacdo pode ser explicada pela grande heterogeneidade
genética dos hospedeiros (DOGRUMAM-AL et al., 2011). Além disso, cada tecido infectado
tem sua resposta imune especifica e infecces recorrentes com cepas de diferentes viruléncias
podem determinar o nivel de complexidade da resposta imune (FILISETTI; CANDOLFI,
2004).
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A via natural de entrada de T.gondii é através do trato gastrointestinal podendo causar
inflamacg8o na parede intestinal (SCHREINER; LIESENFELD, 2009). O epitélio intestinal
promove a primeira barreira contra a infeccdo e participa da defesa imunoldgica do
hospedeiro por meio da producdo de citocinas, quimiocinas e peptideos antimicrobianos
(MULLER et al., 2005) e tem a capacidade de se auto - renovar rapidamente (BARKER,;
WETERING; CLEVERS, 2008). As células-tronco intestinais se diferenciam em quatro
linhagens celulares epiteliais (LEEDHAM et al., 2005): os enterdcitos que sao as células mais
abundantes do epitélio cuja principal funcdo € a absorcdo de nutrientes; as celulas
caliciformes as quais séo capazes de produzir e secretar mucinas com o objetivo de formar
uma camada protetora de muco; as células enteroenddcrinas que secretam hormonios e as
células de Paneth que secretam varios produtos antimicrobianos, como as lisozimas e o-
defensinas (BEVINS; SALZMAN, 2011; SANTAOLALLA; ABREU, 2012).

A infeccdo dos enterdcitos por T.gondii pode desencadear uma série de eventos
imunoldgicos que leva a um forte processo inflamatorio no intestino (KASPER et al., 2004).
Em alguns hospedeiros, a infec¢do por via oral pode induzir a producdo de anticorpos IgA
(KAWAZOE, 2005), que vai atuar limitando a multiplicagdo do parasito promovendo a sua
lise na presenca do sistema complemento (FILISETI; CANDOLFI, 2004).

No sitio de infeccdo ocorrem mudancas fisiologicas e morfologicas e as células podem
secretar moléculas citotoxicas, como 6xido nitrico (NO) (BUZONI-GATEL; WERTS, 2006).
Além disso, os enterdcitos respondem a infeccdo secretando citocinas e quimiocinas que
atraem leucdcitos polimorfonucleares (PMNSs), macrofagos, células dendriticas (DCs), células
Natural Killers (NKs) e neutréfilos para o local da infeccdo (BUZONI-GATEL et al.,2006).
Os enterocitos, DCs e macrofagos ativados produzem interleucina- 12 (IL-12) e fator de
necrose tumoral - a (TNF-a) os quais induzem a proliferacdo de linfocitos T auxiliares
(CD4+) e T citotoxicos (CD8+) que produzem Interferon gamma (IFN-y) (ALIBERTI et al.,
2004). IFN-y juntamente com TNF-o ativam células fagocitarias profissionais como 0s
macrofagos a produzirem altos niveis de NO que estdo envolvidos no controle da replicacéo
do parasito (ADAMS et al., 1990). Porém, uma producdo muito elevada de NO, IFN- y e
TNF-a contribuem para a inflamacdo e até necrose no intestino delgado de camundongos
infectados e, se ndo controlada, pode levar a morte (KHAN et al., 1997; LIESENFELD et al.,
1999).

Uma adequada imunoregulacdo € importante para prevenir lesdes provocadas pela

infeccdo por T.gondii. Foi demonstrado anteriormente que as citocinas TGF-f e interleucina-
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10 (IL-10), induzem efeitos anti-inflamat6rios importantes na prevencdo de necrose intestinal,
sendo TGF-B um potente agente imunoregulador que é capaz de limitar a produgdo de IFN-y
(AHUJA et al.,1993; LUANGSAY et al., 2003). Além disso, estudos anteriores mostraram
que animais geneticamente deficientes em 1L-10 (IL-107) quando oralmente infectados, s&o
altamente suscetiveis a fase aguda e apresentam necrose intestinal dependente da producao
exagerada de IL-12 e IFN-y (SUZUKI et al., 2000).

A carga do ind6culo, viruléncia do parasito, “background” genético, sexo e estado
imunologico do hospedeiro afetam o curso da infeccdo em seres humanos e modelos animais
(MONTOYA,; LIESENFELD, 2004).

Camundongos C57BL/6 oralmente infectados por T.gondii desenvolvem uma resposta
intestinal inflamatoria grave resultando em perda da arquitetura epitelial intestinal, influxo
maci¢o de células inflamatérias na lamina propria e focos de necrose (LIESENFELD et al.,
1996). O desenvolvimento de uma ileite € um processo complexo que envolve varias células,
incluindo linfdcitos intraepiteliais e células NK (EGAN et al., 2009).

Reis e Sousa et al., 1999 mostraram que o pré tratamento com o antigeno sollvel de
taquizoitas (STAQ) 24 horas antes da infeccdo por T.gondii protege completamente
camundongos 1L-10 ”" e o fendmeno foi devido a uma menor producdo de I1L-12 p40 pelas
DCs. Além disso, recentemente nds verificamos que o tratamento prévio com STAgQ protege
camundongos C57BL/6 contra patologia intestinal em infec¢do oral por T.gondii (manuscrito
submetido). Como os mecanismos que desencadeiam a protecdo mediada pelo tratamento
com STAg ndo estdo completamente definidos, nds decidimos verificar alguns desses
mecanismos, especialmente no intestino delgado, comparando animais resistentes BALBI/c,
com animais susceptiveis C57BL/6 com foco nas células do epitélio intestinal tais como

celulas caliciformes, células de Paneth e secrecéo local de IgA.

2. JUSTIFICATIVA

A toxoplasmose é uma doenca de prevaléncia mundial e na espécie humana, a
infeccdo adquire importancia em mulheres gestantes, onde a presenca do parasito esta
associada com mortalidade e malformagdes congénitas e em pessoas imunocomprometidas. A
infeccdo por T.gondii que ocorre em camundongos é muito semelhante da que ocorre em
humanos. Por essa razdo, o0 modelo murino de infeccdo experimental por T. gondii € muito

utilizado como ferramenta para o entendimento das alteraces patologicas causadas por este
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parasito. Camundongos C57BL/6 infectados oralmente com uma elevada carga parasitéria
desenvolvem uma ileite letal, cujas lesGes se assemelham aquelas observadas na doenca
intestinal inflamatoria (IBD) verificada em humanos. Recentemente, verificamos que o
tratamento prévio com STAg de camundongos C57BL/6 protege os animais contra uma ileite
letal frente a infecgdo por T.gondii. Considerando que o tratamento com STAg é capaz de
promover mecanismos protetores em camundongos e que esses mecanismos ainda ndo estao
bem elucidados, nds decidimos verificar se alguns tipos celulares intestinais, como as células
caliciformes, células de Paneth e secrecdo local de IgA estariam envolvidas nessa importante

protecéo intestinal frente a infecgéo experimental por T.gondii.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Verificar os mecanismos induzidos pelo tratamento prévio com STAg em células da
mucosa intestinal em camundongos resistentes, BALB/c, e susceptiveis, C57BL/6 em

infeccdo oral por T.gondii

3.2. Objetivos especificos

e Quantificar o parasitismo tecidual no intestino delgado, bem como no pulméo, figado
e baco de animais BALB/c e C57BL/6 previamente tratados com STAg e infectados
com T.gondii;

e Analisar as alteracdes histoldgicas no intestino delgado, bem como no pulméo, figado
e bago de animais BALB/c e C57BL/6 previamente tratados com STAg e infectados

com T. gondii;

e Quantificar as celulas caliciformes presentes no intestino delgado de animais BALB/c
e C57BL/6 previamente tratados com STAg e infectados com T.gondii;
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e Quantificar células positivas para IgA no intestino delgado de camundongos BALB/c
e C57BL/6 previamente tratados com STAg e infectados com T.gondii;

e Quantificar o nimero de células de Paneth, bem como a expressdo de Criptidina 5 no
intestino delgado de animais BALB/c e C57BL//6 previamente tratados com STAg e
infectados com T.gondii;

e Quantificar a proliferacdo celular intestinal por meio da detecgdo de células positivas
para PCNA em animais BALB/c e C57BL/6 previamente tratados com STAg e

infectados com T.gondii.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais experimentais e organismos infecciosos

O presente estudo utilizou camundongos fémeas de 8-12 semanas de idade, das
linhagens BALB/c e C57BL/6. Os animais foram mantidos no Centro de Bioterismo e
Experimentacdo Animal (CBEA) da Universidade Federal de Uberlandia, em condicgdes
convencionais, em ciclos de 12 horas luz/escuro e livre acesso a racdo e agua filtrada. O
experimento foi aprovado pelo Comité de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU) sob o protocolo de nimero 120/10 (ANEXO ).

A cepa de baixa viruléncia ME-49 de T. gondii foi utilizada para infectar animais neste
experimento. Como descrito anteriormente (COUTINHO et al., 2012), a cepa foi mantida em
roedores Calomys callosus os quais foram infectados por via oral com 20 cistos de T.gondii.
Um més apds a inoculacdo os cistos cerebrais foram coletados e utilizados para infectar os
animais.

A cepa RH de T. gondii foi mantida na cavidade peritoneal de camundongos BALB/c
do Centro de Bioterismo e Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Uberlandia.
Foi realizada inoculagéo intraperitoneal nos camundongos, por meio de passagens seriadas
com intervalos de 48-72 horas de indculo com aproximadamente 10’ taquizoitas obtidos do

exsudato peritoneal dos camundongos previamente infectados (MINEO et al., 1980).
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4.2. Preparacdo do STAg e tratamento prévio

A preparacdo do STAg foi feita conforme Gazzinelli et al.,(1991) com modificacdes;
taquizoitas da cepa RH foram coletados da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c que
foram inoculados com aproximadamente 10 taquizoitos 2 dias anteriormente. A concentracio
de 10° parasitos foi ressuspensa em PBS EDTA 1 mM (3 mL), estes foram a seguir tratados
com inibidores de proteases [ Leupeptina (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA) 10 uM,
Fenil-metil-sulfonil-fluoride (Sigma) (PMSF) 20 uM e Aprotinina (Sigma) 10 uM]. A
suspensdo de parasitos e inibidores de protease foi submetida a 3 ciclos de congelamento em
nitrogénio liquido e descongelamento em banho-maria a 37 °C e depois foi sonicada com 4
“rounds” de sonica¢do em aparelho sonicador (Bandelin Eletronic Sonoplus) durante 20
segundos cada. Logo apds, a suspensdo foi centrifugada a 15000 x g durante 1 horaa 4 °C. O
sobrenadante, o antigeno soluvel, foi coletado e a concentracdo de proteina foi determinada
pelo ensaio de Bradford (BRADFORD, 1976). O sobrenadante foi entdo armazenado em
freezer — 20° em aliquotas de 500 ul até 0 momento do uso.

Os animais foram tratados com STAg via intraperitonial 48 horas antes da infeccdo
por T. gondii. Foi administrado 25ug de STAg por animal (REIS E SOUSA et al., 1999)
diluido em 0,2 ml de PBS em grupos de pelo menos 5 animais. Outros grupos de pelo menos

5 animais foram tratados pela mesma via com PBS apenas.

4.3. Infeccdo experimental, coleta e processamento tecidual

Apos 48 horas do tratamento com STAg ou PBS, os animais foram infectados por via
oral com 30 cistos da cepa ME-49 de T. gondii em um volume de 0,2 ml de PBS. Aos 8 dias
de infeccdo, os animais foram anestesiados intraperitonealmente com Cetamina (Syntec Brasil
Ltda, Cotia — SP, Brasil)/Xilazina (Schering-Plough Coopers, Cotia — SP, Brazil) e o sangue
foi coletado por puncdo do plexo retro orbital. Os animais foram entdo sacrificados por
deslocamento cervical e os 6rgdos periféricos (intestino delgado, pulmao, figado, bago) foram
coletados. O intestino delgado foi coletado em toda a sua extensdo e segmentado em quatro
por¢des: duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo. Estas foram lavadas com PBS e
enroladas, cuidadosamente, em finos palitos de madeira formando um “rolo sui¢o”. Os 6rgaos

foram entdo fixados em formol tamponado 10% e incluidos em parafina. Foram feitos cortes
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de 4um de espessura em microtomo Spencer 820. Para analise de imunohistoquimica os

cortes foram fixados em laminas contendo Poly-L-lisine (Sigma).

4.4. Coloracdo pela Hematoxilina-eosina (HE) para determinacdo das alteracdes
histologicas nos tecidos, bem como para quantificacdo de células de Paneth no intestino

delgado

Os cortes teciduais foram desparafinados em xilol durante 30 minutos, re-hidratados
em alcoois de concentracGes decrescentes, 100, 95, 85 e 70% durante 10 segundos cada. As
laminas contendo os cortes foram colocadas em agua corrente durante 15 minutos e coradas
em Hematoxilina de Harris durante 30 segundos. Os cortes permaneceram por mais 15
minutos em &gua corrente e foram imersos em Eosina-Floxina por 2 minutos. As laminas
foram lavadas em &gua corrente rapidamente e desidratadas em alcodis de concentracdes
crescentes (70, 85, 95, 100%) durante 10 segundos cada e mantidas em Xxilol por 10 minutos.
As laminas foram montadas em laminulas e Entellan. O nimero de células de Paneth foi
calculado por meio da analise de 100 criptas em cada parte do intestino delgado (duodeno,
jejuno proximal, jejuno distal e ileo) em pelo menos cinco animais por grupo, utilizando a
objetiva de 100x.

4.5. Analise histoldgica

As lesBes patologicas induzidas por T. gondii, foram quantificadas em laminas coradas

por H&E em 40 campos microscopicos utilizando a objetiva de 40x de acordo com Silva e
colaboradores (2009). A analise das lesbes foi feita de forma diferente nos diferentes 6rgéos:

1. No intestino, as lesdes inflamatdrias foram analisadas de acordo com a presenca e

extensdo de infiltrados inflamatdrios na ldmina prépria e submucosa, alargamento das

vilosidades e aumento em sua espessura, assim como presenca de necrose;

2. No pulmao foi analisada a presenca de infiltrados inflamatérios nos septos alveolares.

As lesdes inflamatdrias foram analisadas quanto a sua extensdo nos septos alveolares;

3. No figado, focos inflamatorios foram analisados assim como areas necroticas no

parénquima, quando presentes;

4. O baco foi avaliado quanto a hiperplasia de polpa branca e outras possiveis lesdes

patoldgicas.
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4.6. Coloragéo por Alcian Blue para quantificacao das celulas caliciformes no intestino
delgado

Os cortes teciduais foram desparafinados em xilol durante 30 minutos, re-hidratados em
alcoois de concentragdes decrescentes 100, 95, 85 e 70% durante 10 segundos cada e
posteriormente foram colocados em agua destilada durante 10 segundos. Em seguida, 0s
cortes foram banhados por 3 minutos em solucdo de acido acético glacial PA 3%, e
mergulhados em solucéo de Alcian Blue a 40°C por 2 horas. As laminas contendo os cortes
permaneceram em agua destilada por 1 minuto e foram imersas em Eosina por 1 minuto.
Posteriormente as laminas foram submersas em agua corrente rapidamente e desidratadas em
concentracOes de alcoois crescentes 70, 85, 95, 100% durante 10 segundos cada e mantidas
em xilol por 30 minutos. As Iaminas foram montadas em laminulas e Entellan. O nimero de
células caliciformes foi determinado através da analise de 52 campos microscépicos em cada
regido do intestino delgado (duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo) em pelo menos

cinco animais por grupo, utilizando a objetiva de 40x.

4.7. Reacdo de imunohistoquimica para detec¢do de T. gondii nos 6rgaos periféricos

Os cortes teciduais foram desparafinados e reidratados em concentracdes decrescentes
de alcoois e incubados com peroxido de hidrogénio (H,0,2) 3% para bloquear a peroxidase
endogena. A seguir as laminas foram imersas em tampdo citrato (pH 6,0) em forno
microondas em poténcia maxima, por 7 minutos para o resgate dos sitios antigénicos. Para
blogueio de sitios inespecificos de ligacdo, as ldminas foram incubadas com leite desnatado
3% (Molico; Nestlé Brasil Ltda., Sdo Paulo — SP, Brasil) durante 30 minutos a temperatura
ambiente.

Apos este tempo, as laminas foram incubadas com anti-soro primario produzido em C.
callosus (produzido em nosso laboratorio atraves da infeccdo de C. callosus com a cepa
ME49 de T. gondii) diluido a 1:100 em PBS saponina 0,01% durante toda a noite a 4°C.
Depois deste periodo, as laminas foram incubadas com anticorpo secundario imunoglobuina
G (1gG) de cabra biotinilada anti-camundongo (Sigma Chem Co., St. Louis — MO, EUA), na
diluicdo de 1:300 em PBS. A reacdo foi amplificada usando o complexo avidina biotina
(ABC) (Kit ABC, PK-4000; Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, EUA) na diluicéo

1:100, durante 45 minutos a 37°C e entdo foi revelada com uma solugdo cromogena, filtrada,
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que consiste de 10 mg de DAB (3,3’-diaminobenzidinetetranydrochloride) (Sigma) diluida
em 20 mL de PBS e 16 uL de perdxido de hidrogénio 30% v/v adicionada no momento do
uso. A contra coloragcdo foi feita em hematoxilina de Harris e entdo as laminas foram
desidratadas em alcodis de concentragdes crescentes (70, 80, 90, 100%), xilol e montadas em
laminula e Entellan. Para determinacdo do parasitismo tecidual o nimero de vacutolos
parasitoforos e estruturas semelhantes a cistos foi avaliado em ao menos um corte tecidual de
cada um dos animais que compunham um grupo, sendo estes obtidos a partir de cortes semi-
seriados (distancia de 40 pm entre eles). No intestino foram avaliados 52 campos
microscopicos em cada regido (duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo). Nos demais
orgaos foram avaliadas pelo menos uma secdo tecidual por animal em pelo menos cinco

animais por grupo utilizando a objetiva de 40x.

4.8. Reacdo de imunohistoquimica para deteccdo de células positivas para IgA no

intestino delgado dos animais

Para deteccdo de células positivas para IgA, os cortes desparafinizados, foram
primeiramente incubados com peroxido de hidrogénio (H,O,) 3% para bloquear a peroxidase
enddgena. O resgate antigénico foi feito em tampao citrato, pH 6,0, em forno microondas e
depois as laminas foram incubadas com PBS-Tween 0,05 % e os sitios ndo especificos foram
bloqueados por incubacdo com leite desnatado 3% (Molico; Nestlé Brasil Ltda., Sdo Paulo —
SP, Brasil). Ap6s nova lavagem com PBS-Tween 0,05%, os cortes foram incubados durante a
noite toda, com o anticorpo monoclonal cabra anti-IgA de camundongo (Sigma) na diluicéo
de 1:200 em PBS. As laminas entdo foram incubadas com anticorpo produzido em burro anti-
cabra biotinilado (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA) na diluicdo de
1:200 em PBS. A reagdo foi amplificada usando o complexo avidina biotina (ABC) (Kit
ABC, PK-4000; Vector Laboratories) e desenvolvida com 3,3’-diaminobenzidina (Sigma). Os
cortes foram contracorados com hematoxilina de Harris, montados entre lamina e laminula e
examinados em microscopio de luz. As células positivas para IgA foram avaliadas em 52
campos microscépicos em cada regido do intestino delgado (duodeno, jejuno proximal, jejuno

distal e ileo) em pelo menos cinco animais por grupo utilizando a objetiva de 40x.
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4.9. Reacao de imunohistoquimica para deteccdo de proliferacdo celular no intestino
delgado dos animais

Seguida as primeiras etapas da reacdo de imunohistoquimica como previamente
descrito no item 4.8, os cortes foram incubados com anticorpo monoclonal de camundongo
anti-PCNA (Novocastra Laboratories, Newcastle, UK). O anticorpo secundério utilizado foi
cabra anti-camundongo biotinilado (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA). A reagéo
foi amplificada usando o complexo avidina biotina (ABC) (Kit ABC, PK-4000; Vector
Laboratories) e desenvolvida com 3,3'-diaminobenzidina (DAB; Sigma). Os cortes foram
contracorados com hematoxilina de Harris, montados entre 1dmina e laminula e examinados
em microscopio de luz. A expressdo de antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) foi
calculada por meio de uma escala arbitraria de niveis de intensidade que variou de 1 a 3
baseado na intensidade e frequéncia de células marcadas. As células foram analisadas em toda
a extensdo do intestino delgado por animal em pelo menos cinco animais por grupo,

utilizando a objetiva de 10X.

4.10. Reacdo de imunohistoquimica para deteccdo de criptidina 5 no intestino delgado

dos animais

A reagdo foi feita conforme previamente descrito (SHANAHAN et al., 2010).
Resumidamente, os cortes teciduais foram incubados com anticorpo polyclonal anti-Crp5
durante uma noite a 4°C. O anticorpo secundario utilizado foi Alexa 555 (RAFFATELLU et
al., 2008). Os cortes foram montados usando SlowFade com Dapi (Invitrogen, Carlsbad, CA).
As imagens foram capturadas utilizando microscépio confocal a laser LSM 5 e PASCAL
(Zeiss, New York) e posteriormente foram analisadas utilizando o software Image J (NIH,

Maryland).

4. 11. Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prisma 5.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Os dados foram expressos como media +
desvio padrdo dos grupos experimentais. A comparacdo de dados entre as linhagens C57BL/6

e BALB/c foi analisada pelo teste t de Student, enquanto que a comparacao entre as diferentes
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condigdes experimentais foi analisada pelo teste ANOVA (“one-way”) e pelo pos-teste de
comparagdo multipla de Bonferroni. As diferengas foram consideradas estatisticamente

significantes quando p<0,05.

5. RESULTADOS

5.1. Parasitismo tecidual nos 6rgéos periféricos de camundongos BALB/c e C57BL/6

pré-tratados com STAg e infectados com T.gondii

A avaliacdo do parasitismo tecidual no intestino delgado, bem como no pulmao, figado e
baco foi feita por meio da analise dos cortes histologicos dos mesmos submetidos a reagdo de
imunohistoquimica. Aos 8 apo6s a infec¢do, camundongos C57BL/6 previamente tratados com
STAg apresentaram menor parasitismo tecidual no intestino delgado em comparagcdo com 0s
animais tratados apenas com PBS e infectados com T.gondii (P< 0,05) (Figura 1A). E
interessante notar que o tratamento com STAg nesses animais foi capaz de diminuir o
parasitismo consideravelmente, visto que os animais tratados apresentaram uma quantidade
de parasitos aproximadamente 6 vezes menor do que os animais somente tratados com PBS e
infectados. Resultados semelhantes foram observados em camundongos BALBI/c, visto que o
pré-tratamento com STAg foi capaz de diminuir significantemente o parasitismo neste
importante sitio de infeccdo de T.gondii (p<0,05) (Figura 1A). O presente estudo demonstrou
ainda que os animais BALB/c em ambas as condi¢cdes de tratamento (STAg ou PBS)
apresentaram significantemente menor carga parasitaria em compara¢do com 0S animais
C57BL/6 (p<0,05) (Figura 1A).

Quanto ao parasitismo no pulméo, foi observado que este 6rgao apresentou relativamente
uma baixa carga parasitaria em ambas as linhagens de camundongos se comparado com a
carga parasitaria observada no intestino delgado. Apesar disso, o fenbmeno observado foi
semelhante ao ocorrido no intestino delgado, visto que animais pré-tratados com STAg
apresentaram menor parasitismo em comparacdo com 0s animais tratados com PBS e
infectados com T.gondii. Os animais C57BL/6 tratados previamente com STAg apresentaram
significantemente menor carga parasitaria no tecido pulmonar em relacdo aos animais
controles do mesmo grupo (p<0,05) (Figura 1B). Quanto aos animais BALB/c, houve uma
tendéncia de menor parasitismo nos animais pré-tratados com STAg e infectados, porém essa

diferenca ndo foi estatisticamente significante. Comparando as duas linhagens de
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camundongos, os resultados mostraram semelhante parasitismo em ambas as condic¢des de
tratamento (Figura 1B).

No figado foi observado que aos 8 dias de infec¢do, ambas as linhagens de camundongos
nas duas condicdes de tratamento apresentaram uma quantidade muito pequena de parasitos
(menos de 1 parasito por grupo), notando-se somente que os animais controles pré-tratados
com PBS apresentaram aparentemente mais parasitos, porém essa quantidade foi infima
(Figura 1C). Ja no baco observou-se uma tendéncia de menor parasitismo nos animais
BALB/c e C57BL/6 pré- tratados com STAg em comparagdo com 0S respectivos grupos
controles pré- tratados somente com PBS. Além disso, semelhante parasitismo foi observado
nas duas linhagens em ambas as condigdes de tratamento (Figura 1D).
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Figura 1. Parasitismo tecidual no intestino delgado (A), pulméo (B), figado (C) e baco (D) de camundongos
C57BL/6 e BALBI/c pré-tratados com PBS ou STAg e infectados por via oral com 30 cistos da cepa ME-49 de
T.gondii. Os animais foram sacrificados aos 8 dias ap6s a infecgdo (d.p.i.). O parasitismo tecidual foi detectado
por reacdo de imunohistoquimica e quantificado através da contagem do numero de vacuolos parasitdforos e
estruturas semelhantes a cistos em 200 campos microscépicos no intestino delgado e por seccdo tecidual nos
demais 6rgdos. Os dados sdo representativos de pelo menos 5 animais por grupo. *Diferencas estatisticas

significantes entre as condigdes experimentais (teste t de Student, p<0,05).
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5.2. Anélise histoldgica dos 6rgéos periféricos de camundongos BALB/c e C57BL/6 pré-
tratados com STAg e infectados com T.gondii

Aos 8 dias de infecgdo oral com 30 cistos da cepa ME-49 de T. gondii 0s animais
C57BL/6 pré-tratados com STAg apresentaram menor processo inflamatério com lesbes
menos graves no intestino delgado em comparacdo com 0s animais controles da mesma
linhagem, uma vez que os animais somente tratados com PBS e infectados apresentaram
lesbes caracterizadas por intenso infiltrado de células mononucleares na lamina propria,
epitélio e submucosa intestinal, alem de um aumento da espessura dos vilos intestinais e perda
focal das células epiteliais da superficie desses, indicando inicio de necrose (Figuras 2A e5A).
Em contrapartida, as lesdes nos animais pré-tratados com STAg foram mais suaves,
caracterizadas por pequenos infiltrados de células mononucleares na lamina propria e
submucosa (Figura 2B). Entre os animais BALB/c foi observado que nao houve diferenca
significativa entre o grupo tratado com STAg ou PBS, porem observa-se uma tendéncia de
menor inflamacéo no grupo tratado com STAg (Figuras 2C, 2D, 5A). Comparando as duas
linhagens, foi observado que os animais C57BL/6 tratados com PBS apresentaram um maior
processo inflamatdrio intestinal do que os animais BALB/c na mesma condicdo (p<0,05,) e
apesar de ndo se observar diferenca estatistica, foi observada maior inflamagdo nos animais
C57BL/6 tratados com STAg em relacdo aos animais BALB/c também tratados com STAg
(Figura 5A).
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Figura 2. Fotomicrografias representativas do intestino delgado de animais C57BL/6 e BALB/c
pré-tratados com PBS ou STAg e infectados por via oral com 30 cistos da cepa ME-49 de T. gondii. Os
animais foram sacrificados aos 8 d.p.i. Infiltrados inflamatdrios (setas) no intestino delgado de
camundongo C57BL/6 (A) pré-tratado com PBS. As Iaminas foram coradas por H&E. Barra, 100um.
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O tecido pulmonar apresentou alteragdes inflamatdrias que se caracterizaram pela
presenca de infiltrados inflamatorios constituidos de células mononucleadas nos septos
alveolares (Figura 3). A intensidade da inflamacéo foi semelhante em ambas as linhagens nos
dois tratamentos, porem o tratamento com STAg diminuiu aparentemente 0 processo

inflamatorio e consequentemente as lesGes no pulmé&o de ambas as linhagens (Figuras 3, 5B).

Figura 3. Fotomicrografias representativas do pulméo de animais C57BL/6 e BALB/c pré-tratados com
PBS ou STAg e infectados por via oral com 30 cistos da cepa ME-49 de T. gondii. Os animais foram
sacrificados aos 8 d.p.i. As laminas foram coradas por H&E. Barra, 100pum.

O figado dos camundongos C57BL/6 tratados com STAg apresentou significantemente
menor inflamagdo em comparagdo com o grupo controle (p<0,01) (Figura 5C). As lesdes nos
camundongos C57BL/6 pré-tratados com PBS foram mais graves e caracterizadas por
infiltrados inflamatédrios, organizados como focos, constituidos principalmente por células
mononucleadas (Figura 4A). As lesGes nos camundongos C57BL/6 pré-tratados com STAg
foram semelhantes, porem mais suaves € em menor nimero (Figura 4B). Os camundongos
BALB/c apresentaram intensidade semelhante de lesdes nos dois grupos de tratamento
(Figuras 4C, 4D e 5C). Comparando-se as duas linhagens, observou-se que os camundongos
C57BL/6 pré-tratados com PBS apresentaram maior intensidade de inflamagéo e lesbes mais

graves em comparacdo com camundongos BALB/c com 0 mesmo tratamento (p<0,01) e entre
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as linhagens pré-tratadas com STAg ndo houve diferenca significativa no perfil inflamatério

(Figura 5C).

C57BL/6 |-

BALB/c

Figura 4. Fotomicrografias representativas do figado de animais C57BL/6 e BALB/c pré-tratados com PBS ou
STAg e infectados por via oral com 30 cistos da cepa ME-49 de T. gondii. Infi.ltrados inflamatérios (setas) no
figado de camundongo C57BL/6 pré-tratado com PBS (A). Os animais foram sacrificados aos 8 d.p.i. As

laminas foram coradas por H&E. Barra, 100um.
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Figura 5. Escore inflamatorio no intestino delgado (A), pulméo (B) e figado (C) de camundongos C57BL/6 e
BABL/c pré-tratados com PBS ou STAg e infectados por via oral com 30 cistos da cepa ME-49 de T.gondii. Os
animais foram sacrificados aos 8 d.p.i. Os dados séo representativos de pelo menos 5 animais por grupo.
*Diferenca estatistica significante entre as diferentes condi¢des experimentais (teste t de Student, p<0,05).

5.3. Quantificacdo de células caliciformes no intestino delgado de camundongos BALB/c
e C57BL/6 pré-tratados com STAg e infectados com T.gondii

O numero de células caliciformes foi analisado em 200 campos microscopicos em
todo o intestino delgado de camundongos BALB/c e C57BL/6 tratados com STAg ou PBS e
infectados com T.gondii. Além disso, foi analisada também a quantidade dessas células em
animais ndo infectados de ambas as linhagens.

Foi observado que os animais ndo infectados das duas linhagens apresentaram maior
quantidade de células caliciformes em comparacdo com 0s respectivos animais pré-tratados

com PBS e infectados com T.gondii (p<0,05) (Figura 6). Alem disso, entre os animais
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C57BL/6, observou-se que o grupo ndo infectado também apresentou maior quantidade de
células caliciformes em comparacdo com o grupo pré-tratado com STAg e infectado com
T.gondii (p<0,05) (Figuras 6, 7A, 7C). Ainda nessa linhagem de camundongos ndo foi
observada diferenca estatisticamente significante na quantidade de células caliciformes entre
0s grupos pré-tratados com STAg ou PBS e infectados, (Figuras 6, 7B, 7C). Entre os animais
BALB/c observou-se que a infecgdo diminui significantemente o ndmero de células
caliciformes (p<0,05) (Figuras 6, 7A, 7B) e o tratamento com STAg anterior a infeccdo foi
capaz de manter a quantidade de células observada no grupo ndo infectado (p<0,05),
apresentando ainda o grupo pré-tratado com STAg maior nimero de células caliciformes no
intestino em comparacdo com o grupo pré-tratado apenas com PBS (Figuras 6, 7E, 7F).
Comparando as duas linhagens de camundongos, foi observado que os camundongos BALB/c
apresentam naturalmente maior quantidade de células caliciformes em comparacdo com 0s
camundongos C57BL/6 (p<0,05) (Figuras 6, 7A, 7D) e alem disso o grupo BALB/c pré-
tratado com STAg apresentou mais células caliciformes ao longo do intestino delgado em
comparagdo com os animais C57BL/6 com semelhante tratamento (p<0,05) (Figuras 6, 7C,
7F).
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Figura 6. Numero de células caliciformes presentes no intestino delgado de camundongos C57BL/6 e BALB/c
ndo infectados (n.i.) e de camundongos das duas linhagens pré-tratados com PBS ou STAg e infectados por via
oral com 30 cistos da cepa ME-49 de T. gondii. Os animais foram sacrificados aos 8 d.p.i. As células
caliciformes foram quantificadas por meio da analise de 200 campos microscopicos em secgdes teciduais
coradas por Alcian Blue. Os dados sdo representativos de pelo menos 5 animais por grupo. ~Diferencas
estatisticas significantes entre as condigdes experimentais de animais da mesma linhagem (ANOVA e p0s-teste
de comparagdo multipla de Bonferroni, p<0,05). “Comparacio entre ambas as linhagens submetidas as mesmas
condicGes de tratamento (teste t de Student, p<0,05).



33

C57BL/6 | -\ -

B
5]

g

BALB/c

. *'““-.- ‘9':
. TN K e

Figura 7. Fotomicrografias representativas do intestino delgado de animais C57BL/6 e BALB/c ndo infectados
(n.i.) e de animais pré-tratados com PBS ou STAg e infectados por via oral com 30 cistos da cepa ME-49 de T.
gondii. Os animais foram sacrificados aos 8 d.p.i. Células caliciformes (setas) no intestino delgado de
camundongos C57BL/6 (A) e BALB/c (D) ndo infectados. As ldminas foram coradas com Alcian Blue e Eosina.

Barra, 100um.

5.4. Quantificacdo de células positivas para IgA no intestino delgado de camundongos
BALB/c e C57BL/6 pré-tratados com STAg e infectados com T.gondii

O numero de células positivas para IgA no intestino delgado dos animais foi acessado
por meio de reagdo de imunohistoquimica. Foram quantificados 200 campos microscopicos
ao longo de todo o intestino delgado de camundongos BALB/c e C57BL/6. Os resultados
mostraram que 0s animais C57BL/6 apresentaram semelhantes quantidades de células
positivas para IgA, entretanto houve uma tendéncia de maior expressao dessas células no
intestino delgado dos grupo pré-tratado com STAg em relacdo ao grupo controle, somente
tratado com PBS e infectado. Entre os animais BALB/c o fendbmeno foi semelhante, porem foi
mais evidente, uma vez que o pré-tratamento com STAg induziu um aumento de
aproximadamente duas vezes na expressao de células IgA positivas em relacdo ao grupo
controle (p<0,05) (Figuras 8A, 8B). Foi observado também que os animais BALB/c com
ambos os tratamentos apresentaram maior quantidade de células IgA positivas em relacdo aos
animais C57BL/6 com os respectivos tratamentos, e entre 0s animais pré-tratados com STAg
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esse aumento foi maior, uma vez que o numero de células positivas para IgA foi quatro vezes
maior no intestino delgado dos animais BALB/c pré-tratados com STAg em relacdo aos
animais C57BL/6 com a mesma condicao (p<0,05) (Figura 8A, 8B).
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Figura 8. Numero de células positivas para IgA presentes no intestino delgado de camundongos C57BL/6 e
BALB/c pré-tratados com PBS ou STAg e infectados por via oral com 30 cistos da cepa ME-49 de T. gondii (A). Os
animais foram sacrificados aos 8 d.p.i. As células positivas para IgA foram quantificadas por meio da analise de 200
campos microscépicos em seccBes teciduais submetidas a reacdo de imunohistoquimica. Os dados séo
representativos de pelo menos 5 animais por grupo. ~ Diferenca estatistica significante entre as diferentes condicdes
experimentais (teste t de Student, p<0,05). Fotomicrografias representativas da expressao de células positivas para
IgA no intestino delgado de animais BALB/c e C57BL/6 (B). Barra, 100um.
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5.5. Quantificacdo de células de Paneth e criptidina-5 no intestino delgado de
camundongos BALB/c e C57BL/6 pré-tratados com STA(g e infectados com T. gondii

Com o objetivo de investigar se as células de Paneth estariam envolvidas na protecado
mediada pelo tratamento prévio com STAg, 0 numero de células de Paneth foi quantificado
em 400 criptas ao longo de todo o intestino delgado dos animais. Foi verificado que a
infeccdo por T. gondii diminuiu significativamente o numero de células de Paneth no intestino
delgado de animais BALB/c, visto que o grupo pré-tratado com PBS e infectado apresentou
uma quantidade aproximadamente 2 vezes menor dessas células em comparagdo com 0 grupo
ndo infectado (p<0,05) (Figuras 9, 10D, 10E) e o fenbmeno foi semelhante entre os animais
C57BL/6 apesar de ndo apresentar diferenca estatistica (Figura 9). Os animais BALB/c preé-
tratados com STAg e infectados apresentaram ainda um ndmero duas vezes maior de células
de Paneth em comparagdo com os animais da mesma linhagem pré-tratados com PBS e
infectados (p<0,05) (Figuras 9, 10E, 10F) e interessante foi o resultado de que o grupo pré-
tratado com STAg apresentou numero semelhante de células de Paneth em compara¢do com o
grupo de animais ndo infectados, sugerindo que o pré-tratamento com STAg consegue manter
0 numero de células de Paneth durante a fase aguda da infeccdo e 0 mesmo ocorreu entre 0s
animais C57BL/6 apesar da diferenca ndo ter sido estatisticamente significante. Comparando
as duas linhagens de camundongos, foi observado que os animais BALB/c ndo infectados
apresentaram naturalmente maior numero de células de Paneth em comparagdo com os
animais C57BL/6 nas mesmas condicBes (p<0,05) e esse numero foi duas vezes maior nos
animais BALB/c (Figuras 9, 10A, 10D). Além disso, os animais BALB/c pré-tratados com
STAg apresentaram também duas vezes mais células de Paneth em compara¢do com 0s

animais C57BL/6 com o mesmo pré-tratamento (p<0,05) (Figuras 9, 10C, 10F).
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Figura 9. NUmero de células de Paneth presentes no intestino delgado de camundongos C57BL/6 e
BALB/c ndo infectados (n.i.) e de camundongos das duas linhagens pré-tratados com PBS ou STAg e
infectados por via oral com 30 cistos da cepa ME-49 de T. gondii. Os animais foram sacrificados aos 8
d.p.i. As células de Paneth foram quantificadas por meio da analise de 200 campos microscépicos em
seccOes teciduais coradas por H&E. Os dados séo representativos de pelo menos 5 animais por grupo.
“Diferencas estatisticas significantes entre as condicBes experimentais de animais da mesma linhagem
(ANOVA e pos-teste de comparacdo maltipla de Bonferroni, p<0,05). “Comparacdo entre ambas as
linhagens submetidas as mesmas condi¢des de tratamento (teste t de Student, p<0,05).
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Figura 10. Fotomicrografias representativas do intestino delgado de animais C57BL/6 e BALB/c ndo
infectados (n.i.) e de camundongos pré-tratados com PBS ou STAg e infectados por via oral com 30 cistos
da cepa ME-49 de T. gondii. Os animais foram sacrificados aos 8 d.p.i. Células de Paneth estéo
evidenciadas por setas. As laminas foram coradas por H&E. Barra, 10um.
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A expressdao de criptidina 5 produzida pelas células de Paneth tambem foi analisada e 0s
resultados mostraram concordancia com a quantificacdo de células de Paneth, uma vez que
em ambas as linhagens o pré-tratamento com STAg induziu um aumento na expressdo de
criptidina 5 frente a infeccdo por T.gondii (p<0,05) (Figuras 11A, 11B, 12), o que foi
verificado por meio da analise de células positivas para criptidina-5 e intensidade de
fluorescéncia da reagdo ( Figuras 11A, 11B, 12). Foi observado também que os animais
BALB/c tratados com STAg ou PBS apresentaram maior expressao de criptidina-5 no
intestino delgado em comparacdo com os animais C57BL/6 com o0s respectivos tratamentos
(Figuras 11A, 12).
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Figura 11. Expressdo de criptidina-5 representadas pela quantidade de células de Paneth positivas para
criptidina-5 (A) e intensidade de fluorescéncia (B) no intestino delgado de camundongos C57BL/6 e BALB/c
pré-tratados com PBS ou STAg e infectados por via oral com 30 cistos da cepa ME-49 de T. gondii. Os animais
foram sacrificados aos 8 d.p.i. Os dados sdo representativos de pelo menos 5 animais por grupo. ~Diferencas
estatisticas significantes entre as condigdes experimentais (teste t de Student, p<0,05).
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Figura 12. Fotomicrografias representativas da expressdao de criptidina-5 no intestino delgado de C57BL/6 e

BALBI/c pré-tratados com PBS ou STAg e infectados por via oral com 30 cistos da cepa ME-49 de T. gondii. Os
animais foram sacrificados aos 8 d.p.i. A andlise foi feita por meio de microscopia a laser confocal.
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5.6. Analise da proliferacdo celular no intestino delgado de camundongos BALB/c e
C57BL/6 pré-tratados com STAg e infectados com T.gondii

A incidéncia de proliferacdo celular foi avaliada por meio da expressdo de células
positivas para PCNA no intestino delgado dos animais, com o intuito de verificar se o pré-
tratamento com STAg poderia alterar a proliferacdo celular. Os resultados mostraram que 0s
animais naturalmente apresentam um alto indice de proliferacdo celular no intestino delgado,
como foi observado nos grupos nao infectados das duas linhagens (Figura 13). Quando o0s
animais foram pré-tratados com PBS e infectados esse indice parece diminuir em
camundongos BALB/c e C57BL/6, porem essa diferenca ndo foi estatisticamente significante
(Figura 13, 14). Interessante foi o resultado de que o pré-tratamento com STAgQ parece
restaurar essa proliferacdo vista nos animais ndo infectados, aumentando o indice de
proliferacdo celular, resultado visto para ambas as linhagens, quando os animais pré-tratados
com STAg e infectados apresentaram aparentemente um indice de proliferacdo maior do que
0s grupos pré-tratados com PBS e infectados (Figura 13, 14).
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Figura 13. Expressdo de células positivas para presentes no intestino delgado de camundongos C57BL/6 e
BALB/c ndo infectados (n.i.) e de camundongos das duas linhagens pré-tratados com PBS ou STAg e
infectados por via oral com 30 cistos da cepa ME-49 de T. gondii. Os animais foram sacrificados aos 8 d.p.i.
As laminas foram submetidas a reacdo de imunohistoquimica.
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Figura 14. Fotomicrografias representativas da expressdio PCNA no intestino delgado de animais BALB/c e

C57BL/6. Barra, 100 pum.
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6. DISCUSSAO

A infeccdo por T.gondii é naturalmente adquirida por via oral (CHARDES et
al.,1993). Este parasito intracelular entra no hospedeiro via trato gastrointestinal e atravessa
diferentes células epiteliais na mucosa intestinal, disseminando para outros Orgaos
(LIESENFELD, 2002). O epitélio intestinal € a interface entre o hospedeiro e patdgenos
invasores (MENNECHET et al., 2004) e células como os enterdcitos formam uma barreira
protetora contra invasao de patégenos (KASPER et al., 2004). A infecgdo dos enterdcitos por
T.gondii pode desencadear uma série de eventos imunoldgicos, podendo culminar em um
forte processo inflamatdrio no intestino (KASPER et al.,2004).

A carga do indculo, viruléncia do parasito, “background” genético, sexo e estado
imunolégico do hospedeiro afetam o curso da infeccdo por T.gondii em seres humanos e
modelos animais (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). O modelo murino de infeccéo
experimental por T.gondii € muito utilizado como ferramenta para o entendimento das
alteracOes patoldgicas causadas por este parasito, pois a infecgdo que ocorre em camundongos
é muito semelhante da que ocorre em humanos (DENKERS, 1999). Camundongos C57BL/6
infectados por via oral com alta carga parasitaria de T. gondii sdo altamente susceptiveis a
infeccdo, apresentando intenso processo inflamatorio intestinal culminando em uma ileite
fatal (LIESENFELD et al., 1996). Esta alteracdo patoldgica compartilha caracteristicas
morfolégicas e histoldgicas com as doencas inflamatérias intestinais (IBD) em humanos, uma
vez que assim como em humanos, 0s animais apresentam perda da arquitetura epitelial
intestinal, influxo macigo de células inflamatdrias na lamina propria e focos de necrose, e a
causa do aparecimento dessas lesGes € a ativacdo exacerbada da resposta Thl (LIESENFELD,
2002; KASPER et al., 2004).

Recentemente n6s demonstramos que o tratamento prévio com STAg protege animais
C57BL/6 contra patologia intestinal em infeccdo oral por T. gondii (manuscrito submetido).
Além disso, estudos anteriores mostraram que o0 tratamento prévio com STAg protege
camundongos deficientes em IL-10 de uma inflamagdo aguda e morte, e o fendmeno nesse
caso foi devido a uma diminuicdo na producdo de IL-12p40 pelas DCs (REIS e SOUSA et al.,
1999). Sabendo que STAg é capaz de promover mecanismos protetores frente a infeccéo por
T.gondii e que o intestino delgado é um importante sitio de infeccdo por esse parasito, nos
decidimos verificar alguns desses mecanismos, mediado pelo tratamento prévio com STAg na
infeccdo oral por T.gondii em animais susceptiveis, C57BL/6, e resistentes, BALB/c, focando

em células do intestino delgado, incluindo células de Paneth, caliciformes e secrecédo local de
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I0A.

Primeiramente foi avaliado o parasitismo tecidual no intestino delgado, bem como no
pulméo, figado e baco de animais C57BL/6 e BALB/c pré-tratados com STAg ou PBS e
infectados com T.gondii. Os resultados mostraram que o0s animais das duas linhagens
apresentaram menor parasitismo nos 6rgaos quando pré-tratados com STAg e infectados,
mostrando que o tratamento prévio com STAg induz mecanismos importantes para controlar
0 parasitismo nesses sitios de infeccdo. Foi observado ainda que os animais C57BL/6
apresentaram maior parasitismo principalmente no intestino delgado em comparacdo com 0s
animais BALB/c em ambos os pré-tratamentos. Estudos prévios envolvendo camundongos
BALB/c (H2% e C57BL/6 (H2") mostram que as linhagens de camundongos que expressam o
haplotipo ‘d” sdo mais resistentes a infeccdo pela cepa ME49 de T. gondii do que
camundongos que expressam o haplotipo ‘b’ (RESENDE et al., 2008). Estudos anteriores
mostraram que os camundongos C57BL/6 apresentam maior parasitismo em 6rgaos como o
cérebro e apresentam maiores alteracfes inflamatorias em comparacdo com camundongos
BALB/c (SUZUKI et al., 1991). Analisando a quantidade de parasitos nos 0Orgaos, oS
resultados mostraram que o intestino delgado apresentou maior carga de parasitos em
comparagdo com 0s outros 6rgdos aos 8 ap6s a infeccdo e o figado de ambas as linhagens
apresentou uma baixa carga parasitaria. Essa diferenca de parasitismo pode ser explicada pelo
fato de que a resposta imune contra T.gondii é compartimentalizada e cada tecido infectado
tem sua resposta imune especifica (FILISETTI; CANDOLFI, 2004), além disso, 0 maior
parasitismo observado no intestino delgado pode ser explicado pelo fato de que o intestino
delgado é um importante sitio de infeccdo de T.gondii, uma vez que na infeccdo por via oral,
0 primeiro contato do parasito com o sistema imune do hospedeiro € nesse 6rgéo.

Com o resultado de que STAg € capaz de induzir mecanismos que diminuem o
parasitismo em diferentes 6rgaos, foi avaliada também as altera¢Ges histologicas nos 6rgdos
dos animais infectados das duas linhagens. Os resultados mostraram que de acordo com o
fendmeno observado no parasitismo, os animais das duas linhagens tratados previamente com
STAg e infectados apresentaram menor inflamacgéo e lesdes mais suaves no intestino delgado,
pulmao e figado em comparagdo com as animais controles. Este resultado esta de acordo com
0s resultados previamente observados pelo nosso grupo, onde o tratamento prévio com STAg
protegeu animais C57BL/6 contra patologia no intestino delgado e alem disso, estudos
anteriores mostraram que o pré-tratamento com STAg foi capaz de diminuir a patologia
promovendo protecdo de camundongos deficientes para IL-10, uma citocina com importante

papel anti-inflamatorio (REIS e SOUSA et al.,, 1999). Foi observado também quanto a
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patologia que os animais C57BL/6 infectados apresentaram mais inflamagdo e
consequentemente maior quantidade de lesdes especialmente no intestino delgado e figado em
comparacdo com os animais BALB/c. Este resultado esta de acordo com nossos experimentos
prévios onde a infeccdo por T.gondii induziu alteracdes histolégicas mais acentuadas nos
0rgdos de animais C57BL/6 em comparacdo com animais BALB/c (SILVA et al., 2010).
Além disso, Liesenfeld et al., 1996 mostraram que camundongos C57BL/6 sdo mais
susceptiveis a infeccdo com alta carga parasitaria de T.gondii em comparagdo com 0s
camundongos BALB/c, e um dos motivos dessa alta susceptibilidade foi o fato de que os
animais C57BL/6 apresentaram maiores alteracdes histopatoldgicas intestinais, caracterizando
uma ileite letal. Os resultados do presente trabalho sugerem que o tratamento prévio com
STAg é capaz de promover mecanismos protetores, diminuindo o parasitismo e patologia em
importantes sitios de infec¢do por T.gondii em animais BALB/c e C57BL/6 e esse resultado
foi mais evidente no intestino delgado. Com esses resultados prévios, decidimos investigar
mecanismos induzidos nesse 6rgao e para isso foram investigadas algumas células do epitélio
intestinal.

Ao quantificar as células caliciformes presentes no intestino delgado foi observado
que a infeccdo por T.gondii diminuiu o nimero de células no 6rgdo de ambas as linhagens.
Resultados semelhantes foram vistos por Santana et al., 2012, onde a infec¢do oral de ratos
por T.gondii causou uma alteracdo na homeostase intestinal devido a uma redu¢do no nimero
de células caliciformes. Infeccdo com Eimeria pragensis causou hipoplasia de células
caliciformes em camundongos, semelhante ao resultado observado no presente trabalho
(YUNNUS et al., 2004). Além disso, foi anteriormente observado que a infec¢do por T.
gondii, diminuiu o numero de células caliciformes que é induzida pela infeccdo por
Nippostrongylus brasiliensis um parasito que induz uma resposta tipo 2 (LIESENFELD et al,
2004). Por outro lado, estudos mostram que a infeccdo experimental por helmintos aumenta a
secrecdo de mucinas e causa hiperplasia de células caliciformes (BOGERS et al., 2000;
MARILLIER et al., 2008). Essa diferenca pode ser explicada pelo fato de que os parasitos
usados nos trabalhos sdo distintos e a resposta imune induzida pela infecgdo por T.gondii é
predominantemente Thl (BUZONI-GATEL; WERTS, 2006), diferente da resposta Th2
induzida pela infeccdo por helmintos, que regula positivamente as células caliciformes
(BERGSTROM et al., 2008). Os resultados mostraram tambem que o tratamento prévio com
STAg foi capaz de aumentar o nimero de células caliciformes que diminui devido a infec¢do
por T. gondii, no intestino delgado de animais resistentes, BALB/c. Os resultados mostraram

ainda que os animais BALB/c ndo infectados e os animais pré-tratados com STAg apresentam
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maior nimero de células caliciformes do que os animais C57BL/6 nas mesmas condi¢fes. Os
resultados sugerem que essa maior quantidade de células caliciformes observada nos animais
BALB/c pode ter refletido o menor parasitismo e patologia observados nesses animais em
compara¢do com os animais C57BL/6, ressaltando que as células caliciformes produzem
mucinas que protegem o epitélio intestinal contra agentes patogénicos (FOONG;
BORNSTEIN, 2009), e isso pode ter proporcionado a prote¢do dos animais BALB/c frente a
infeccdo oral por T.gondii.

A defesa do hospedeiro na superficie de mucosa inclui a secrecdo de IgA, defensinas,
citocinas e quimiocinas (JU; CHOCKALINGAM; LEIFER, 2009). IgA € a imunoglobulina
mais importante na mucosa intestinal, e sua forma secretada é sintetizada por plasmacitos na
lamina propria, conferindo protecdo contra patdgenos invasores, neutralizando bactérias
patogénicas e controlando comensais (MONTILLA et al., 2004; SANTAOLALLA; ABREU,
2012). A infecgdo por via oral com T.gondii induz resposta de IgA especifica (CHARDES et
al., 1993). Ao investigar a expressdo de células positivas para IgA os resultados mostraram
que a infeccdo induz secrecdo de IgA no intestino delgado e interessante foi o fato de que o
tratamento prévio com STAg induziu um aumento na secrecao de IgA intestinal nos animais
BALB/c infectados por T.gondii. Trabalhos anteriores mostraram que a imunizagao intranasal
com STAg em camundongos infectados por T.gondii induziu um aumento na expressao de
IgA no jejuno e ileo dos animais, aumentando a barreira de mucosa no intestino delgado
desses animais (SHEN et al., 2010). Além disso, infeccdo por Giardia intestinalis aumentou a
expressdo de células positivas para IgA na lamina prépria de camundongos BALBI/c
alimentados com probid6ticos e infectados com a bactéria, reduzindo os danos de mucosa e
promovendo uma diminuicdo das bactérias em camundongos infectados (GOYAL; SHUKLA,
2012). O presente estudo mostrou ainda que os animais BALB/c apresentaram maior
expressao de células positivas para IgA em ambas as condicdes em compara¢do com 0S
animais C57BL/6. Os resultados sugerem que o aumento na expressao de IgA juntamente
com o aumento das células caliciformes pode ter conferido a maior protecdo observada nos
animais BALB/c e alem disso 0 aumento de IgA pode ser um dos mecanismos gue causaram a
protecdo dos animais preé-tratados com STAQ.

As ceélulas de Paneth sdo células secretorias do epitélio intestinal, residem nas criptas
de Lieberkun e contribuem para a protecdo da mucosa intestinal por liberar granulos contendo
uma variedade de produtos antimicrobianos, incluindo lisozimas e o defensinas (também
chamadas de criptidinas em camundongos) (OUELLETTE; SELSTED, 1996). Sabe-se que as

criptidinas tem papel microbicida e estdo envolvidas na defesa do hospedeiro contra bactérias,
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fungos, protozoarios e virus (GANZ, 2003). Nesse sentido, 0 presente estudo investigou se as
celulas de Paneth e a expressdo de criptidina estaria ligada com a protegdo mediada pelo
tratamento prévio com STAg frente a infeccdo por T.gondii. Os resultados mostraram que a
infeccdo por T.gondii diminuiu significativamente a quantidade de células de Paneth no
intestino delgado de animais BALB/c e C57BL/6, porem esse fendmeno foi mais evidente
para os animais BALB/c. Recentemente foi demonstrado que a infeccdo por T.gondii resultou
em disbiose e eliminacdo das céelulas de Paneth, as quais ndo foram detectadas aos 7 dias de
infeccdo em animais C57BL/6. Uma observacdo importante foi que a eliminacéo das células
de Paneth observada foi transitoria, segundo os autores (RAETZ et al., 2013). Em
contrapartida, os resultados do presente estudo mostraram que a infec¢do por T.gondii
diminuiu as células de Paneth, mas ndo as eliminou aos 8 dias de infeccdo. Essa diferenca
pode ser explicada pelo fato de que no trabalho de Raetz et al., 2013 foram analisadas apenas
porcGes do intestino delgado, as quais poderiam ndo ter células de Paneth detectaveis, e além
disso a analise foi feita aos 7 dias de infec¢do, diferentemente do nosso trabalho, uma vez que
analisamos toda a extensao do intestino delgado aos 8 dias de infec¢do. Estudos com infeccédo
com outros patdégenos mostraram resultados contrarios aos observados no presente estudo.
Infeccdo com Trichinella spirallis induziu um aumentou do nimero de células de Paneth
intestinais (KAMAL et al., 2001), e modelo experimental de infeccdo por Salmonella
tiphimurium mostrou que o numero de células de Paneth aumentou em camundongos
infectados com a bactéria (RODRIGUEZ et al., 2012). Uma explicacdo para essa diferenca
seria o fato de que os patdgenos utilizados sdo diferentes, promovendo diferentes mecanismos
frente a infeccéo.

Foi observado também no presente estudo que o tratamento prévio com STAg foi
capaz de manter o numero de células de Paneth durante a infeccdo por T.gondii a niveis
semelhantes aos observados nos animais ndo infectados, e esse fendmeno foi visto
principalmente nos animais BALB/c. Além disso, os animais BALB/c ndo infectados
apresentaram duas vezes mais células de Paneth do que os animais C57BL/6, e perante ao
pré-tratamento com STAg e infeccdo esse numero também foi duas vezes maior do que o
observado nos animais susceptiveis. O pré-tratamento com STAg também foi capaz de
aumentar a expressao de criptidina-5 no intestino delgado de ambas as linhagens, e 0s animais
BALB/c apresentaram ainda maior expressdo frente a infeccdo em comparagdo com 0sS
animais C57BL/6, corroborando com os resultados vistos na quantificagdo de células de
Paneth. Foi previamente demonstrado que perante desafio oral de camundongos C57BL/6

com a cepa 76K de T.gondii ocorreu uma regulacdo positiva de mRNA de criptidina-3 e
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criptidina-5 e a infeccdo levou a desgranulagdo de células de Paneth (FOUREAU et al.,
2010). Sabe-se que criptidina-4 e criptidina-5 sdo os peptideos mais catiénicos e tem melhor
atividade bactericida contra Escherichia coli (OUELETTE et al., 1994), além disso, essas
criptidinas também sdo capazes de matar protozoarios, como o protozoario Giardia lamblia
(ALEY et al., 1994).

Uma hipétese para os resultados apresentados quanto as células de Paneth e criptidina
seria que a infeccdo por T.gondii causou uma ruptura no balanco intestinal, diminuindo as
células de Paneth ou, por exemplo, fazendo com que elas liberassem os granulos, e o
tratamento com STAg pode ter promovido mecanismos que aumentaram o ndmero destas e
consequentemente, os granulos microbicidas contendo criptidina. Nesse sentido, 0 aumento
de células de Paneth combinado com o aumento da expressdo de criptidina-5 pode ter
contribuido para o controle do parasitismo e consequentemente das lesdes inflamatorias nos
animais pré-tratados com STAg e infectados por T.gondii.

As células - tronco intestinais residem entre as células de Paneth na base das criptas e
estdo constantemente se dividindo e se diferenciando em diversos tipos celulares para manter
a populacdo celular intestinal (SNIPPERT et al., 2010). Com o resultado de que animais pré-
tratados com STAg apresentam maior quantidade de células caliciformes e de células de
Paneth em infeccdo por T.gondii, foi investigado o nivel de proliferacdo celular, por meio da
expressao do antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA), para verificar o efeito do
tratamento prévio com STAg na proliferacdo celular no intestino delgado. Os resultados
mostraram que naturalmente ocorrem altos niveis de proliferacdo celular no intestino de
ambas as linhagens de animais. A infeccdo por T. gondii parece interferir minimamente na
taxa de proliferacdo celular, entretanto uma pequena diminuicdo foi observada, e ainda o
tratamento com STAg antes da infeccdo parece promover mecanismos que restauram o nivel
de proliferacdo visto nos animais ndo infectados. De maneira interessante, as marcacoes
positivas para PCNA foram vistas ao longo de todo o epitélio intestinal, porém foram
observadas mais marcacOes na base das criptas intestinais onde estdo localizadas as células
tronco intestinais. Nesse sentido, pode ser que o tratamento com STAg tenha induzido
mecanismos que levaram a um aumento dos eventos de proliferacdo celular que culminaram
com o aumento de células caliciformes e de células de Paneth no intestino delgado dos
animais infectados. Modelo de infec¢do por Salmonella mostrou que a infeccéo pela bactéria
aumentou os eventos de proliferacdo celular intestinais, e esses eventos foram mais
observados na base das criptas e os autores correlacionaram o aumento das células de Paneth

com o aumento de proliferacdo nas criptas (RODRIGUEZ et al., 2012).
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Os resultados apresentados mostram que animais BALB/c naturalmente apresentam

mecanismos protetores mais evidentes na mucosa intestinal em comparagdo com animais

C57BL/6, como maior quantidade de células caliciformes e de Paneth e apresentam também

maior expressao de IgA, que podem melhor controlar T.gondii em uma infeccdo intestinal.

Além disso, STAg é capaz de promover mecanismos protetores, evidenciados pelo menor

parasitismo e patologia vistos nos animais BALB/c e C57BL/6, e esses mecanismos eficazes

induzidos pelo extrato antigénico de T.gondii, podem ser em parte, mediados pelo aumento de

células caliciformes produtoras de muco, pelo aumento de células de Paneth e seus peptideos

antimicrobianos, como as criptidinas e também pelo aumento na secrecéo de IgA no intestino

delgado de ambas as linhagens de camundongos infectados oralmente por T.gondii.

7. CONCLUSOES

O tratamento prévio com STAg induz uma diminuigdo do parasitismo e patologia nos
6rgdos periféricos de animais BALB/c e C57BL/6, e os animais BALB/c apresentam
menor patologia e parasitismo principalmente no intestino delgado em comparacgéo

com o0s animais C57BL/6 em infec¢do por T.gondii;

O tratamento prévio com STAg induz um aumento do ndmero de células caliciformes
nos animais BALB/c e C57BL/6, e esse aumento € mais evidente nos animais
BALB/c. Os animais BALB/c naturalmente apresentam maior quantidade de células

caliciformes em comparacdo com os animais C57BL/6;

O tratamento prévio com STAg induz um aumento do nimero de células positivas
para IgA no intestino delgado de animais BALB/c e esses animais apresentam maior

expressao de IgA em comparacao com os animais C57BL/6 em infec¢éo por T,gondii

O tratamento prévio com STAg induz um aumento do nimero de celulas de Paneth
nos animais BALB/c e C57BL/6 e esse aumento é mais evidente nos animais
BALB/c. Os animais BALB/c apresentam naturalmente maior quantidade de células

de Paneth em comparag¢ao com os animais C57BL/6;
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O tratamento prévio com STAg induz um aumento da expressdo de criptidina-5 no
intestino delgado de animais BALB/c e C57BL/6. Os animais BALB/c apresentam
maior expressdo de criptidina em comparagdo com os animais C57BL/6 em infecgéo
por T.gondii;

O indice de proliferacédo celular no intestino delgado parece diminuir frente a infeccao
por T.gondii e o tratamento prévio com STAg parece promover aumento dessa
proliferacdo.
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