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RESUMO

A Entamoeba histolytica é o protozoério causador da amebiase, doenca que
produz cerca de 50 milhdes de casos e 100 mil dbitos por ano em todo 0 mundo. Estudo
recente demonstrou que os linfocitos Natural Killer T (NK T) constituem barreira
importante contra o desenvolvimento do abscesso hepatico amebiano em suas fases
iniciais. A atuacdo dos linfocitos na protecéo de infecg@es invasivas é ainda um assunto
controverso devendo ser melhor investigado. Neste contexto, os linfocitos NK T séo
especialmente atrativos devido a escassez e relevancia de estudos na area. Portanto,
objetivo do presente estudo foi avaliar a infeccdo, lesdes e imunidade induzida pela
E.histolytica em camundongos C57BL/6 WT e C57BL/6 CD1”. Camundongos
C57BL/6 wild-type e camundongos CD1”" foram inoculados intracecalmente com a E.
histolytica, sacrificados apds 48 horas de infeccdo para a coleta de bago, linfonodo
mesentérico (LnM) e ceco. Suspens@es celulares do baco e do LnM foram utilizados
para andlise por citometria de fluxo dos linfocitos NK T, LTCD4", LTCD8" e L B. O
ceco foi utilizado para a analise quantitativa das lesdes e, dos trofozoitos, linfocitos NK
T e MUC-2 através de reacdes imuno-histoquimicas. A analise quantitativa da
frequéncia de linfécitos NK T do LnM demonstrou reducéo significativa nos grupos
CTRL-CD1" e Eh-CD1”" quando comparados com os grupos Eh-WT e CTRL-WT.
Também foi verificada reducéo significativa da frequéncia de linfécitos CD19" CD69" e
T CD8" CD69" no LnM dos grupos CTRL-CD1” e Eh-CD1”, em comparacdo aos
grupos CTRL-WT e Eh-WT. Foi observado aumento significativo na frequéncia de
linfocitos B do LC do grupo Eh-WT em comparacdo ao grupo CTRL-WT e, a sua
reducdo no baco dos animais do grupo Eh-WT quando comparada com 0S grupos
CTRL-CD1", Eh-CD1” e CTRL-WT. A extensdo de mucosa necrosada, bem como o
nimero de trofozoitos, foi maior nos camundongos do grupo Eh-CD1”" em relagdo ao
grupo Eh-WT. A anélise quantitativa mostrou que os linfécitos NK T foram
significativamente menos frequentes nos camundongos dos grupos CTRL-CD1™ e Eh-
CD1”". Também foi observado aumento significativo no niimero de linfécitos NK T nos
animais do grupo Eh-WT em relacdo a todos os outros grupos de animais. A area de
mucosa do grupo CTRL-WT foi maior do que a observada no grupo CTRL-CD1”". Nos
animais de ambos os grupos CTRL-CD1” e Eh-CD1 foi verificada reducdo significativa
da area de marcacdo para MUC-2 em relagdo aos grupos CTRL-WT Eh-WT. J& no
grupo Eh-WT, a area positiva de MUC-2 foi significativamente superior a observada
nos camundongos do grupo CTRL-WT. Nossos resultados mostraram que os linfocitos
NK T séo eficazes na resisténcia contra os trofozoitos de Entamoeba histolytica e que a
sua deficiéncia favorece o surgimento de colite experimental amebiana grave. Além
disso, a mucosa cecal mais delgada e com menor producdo de MUC-2 em camundongos
CD1" favorece a infeccdo amebiana e o surgimento de lesées intestinais. Os linfocitos
NK T estdo relacionados com a producdo de MUC-2 e a agdo conjunta destes dois
mecanismos da imunidade inata atuam na resisténcia contra a infecgdo amebiana em
suas fases iniciais.



1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

A Entamoeba histolytica (E. histolytica) € uma das sete parasitas do
género Entamoeba capazes de infectar seres humanos. Ao contrario da E.
polecki e da E. histolytica, a Entamoeba dispar, Entamoeba coli, E. gingivalis,
E. moshkovski e E. hartmanni ndo séo capazes de produzir doenca no homem
(Clark; Diamond, 1991; Garcia; Bruckner, 1998; Walsh, 1986). A E. dispar foi
primeiramente descrita por Brumpt em 1925, na tentativa de explicar a alta
percentagem de infectados assintomaticos, que correspondiam a cerca de 90%
dos individuos infectados no mundo (Brumpt, 1925).

A E. histolytica € o protozoéario causador da amebiase, doenca que
produz cerca de 50 milhdes de casos por ano em todo o mundo e mata
anualmente cerca de 100 mil pessoas (OMS, 1997). A amebiase é a
protozoose mais grave que atinge o intestino humano e a segunda maior causa
de morte entre as doencas parasitarias, superada apenas pela malaria
(Stanley, 2003).

A E. histolytica causa duas grandes sindromes clinicas, a colite
amebiana e abscesso hepatico amebiano (Hira et al, 2001; Stanley; Reed,
2001). Esta parasitose apresenta ampla distribuicdo geografica com alta
prevaléncia em regides tropicais, onde as condi¢cdes de higiene e educacao
sanitaria sdo consideradas deficientes. Segundo a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) e a Organizacao
das Nacdes Unidas para a Educacdo, Ciéncia e Cultura (UNESCO), a
amebiase apresenta uma distribuicdo mundial, com excecdo da América
Central e Oceania (OMS, 1997). Estima-se que 10% da populacdo mundial
esta infectada pelo parasita, e que apenas 1% dos individuos desenvolvem a
forma invasiva da doenca (Walsh, 1986).

A taxa de mortalidade estimada para a forma invasiva da doenca é de
aproximadamente 100.000 mortes por ano. A maioria das mortes ocorre em
consequéncia de severas complicacbes associadas com a doenca invasiva
intestinal ou extra-intestinal (Clark; Diamond, 1993).

Vérios inquéritos epidemioldgicos tém sido realizados para estimar a
incidéncia e a prevaléncia da amebiase no Brasil. Na maioria dos estudos, 0s

meétodos parasitologicos de fezes sdo os mais utilizados, embora ndo sejam



capazes de diferenciar a E. histolytica (patogénica) da E. dispar, (néo-
patogénica) (Cardoso et al, 1995; Tavares-Dias; Grandini, 1999; Prado et al,
2001). A prevaléncia desta protozoose é bastante variavel (5,6% a 40,0%) nas
diferentes regides do pais, assim como sua patogenicidade e viruléncia (Cunha
et al, 1991).

Para diferenciar a infeccao por E. histolytica ou E. dispar em amostras
de fezes, tém sido utilizadas a pesquisa de antigeno do parasito (Haque et al,
1995, 1998, 2002) e a amplificacdo de sequéncias de acido desoxirribonucléico
(DNA) (Ali et al, 2003; Qvarnstrom et al, 2005; Roy et al, 2005; Khairnar; Parija,
2007). A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica sensivel
utilizada para a caracterizacdo da espécie da Entamoeba responsavel pela
infeccdo. Devido ao alto custo, tais metodologias ainda ndo estdo disponiveis
para uso regular de diagnéstico, porém tém auxiliado em estudos
epidemiologicos que resultam no conhecimento da prevaléncia da amebiase
(Silva et al, 2005). Os levantamentos epidemiolégicos tém mostrado que a
maioria dos individuos assintomaticos infectados sdo colonizados com E
dispar. Entretanto, em algumas regifes, € alta a prevaléncia de E. histolytica
em individuos assintomaticos e em pacientes com diarréia (Haque et al, 1997;
Gomes et al.,, 1999; Evangelopoulos et al, 2001). O estudo de variacdes
genéticas em espécies de amebas pode fornecer pistas importantes para
explicar os diferentes aspectos clinicos da infeccédo por E. histolytica e permitir
o conhecimento da distribuicdo geografica e a mobilidade das linhagens
epidemiologicamente importantes (Ximénez et al, 2009).

O homem e alguns primatas talvez sejam 0s Unicos hospedeiros
naturais que podem ser parasitados pela E. histolytica, que possui um ciclo de
vida simples e apenas duas formas do parasita, os cistos e os trofozoitos
amebadides. A Infec¢do geralmente inicia com a ingestédo de alimento e/ou 4gua
contaminados com cistos de E. histolytica proveniente de fezes humanas ou
através do contato fecal-oral direto (Reeves,1984).

Os cistos de E. histolytica sdo arredondados, possuem 10-15 um de
diametro, sdo envoltos por uma parede de quitina, contém quatro nucleos,
glicogénio e conjuntos ribosomais chamados de corpos cromatoides. Apos
ingeridos pelo hospedeiro, sobrevivem a acidez estomacal e chegam ao

intestino delgado através dos movimentos peristalticos (Reeves,1984). Uma



vez na porc¢ao final do ileo ou célon, os cistos perdem a sua parede de quitina e
sofrem divisdo nuclear e citoplasmatica gerando 8 trofozoitos. Cistos maduros
podem sobreviver por semanas no solo ou na agua, 0s quais Sdo as maiores
fontes de infeccdo (Kretschmer, 1990). Ao contrario dos cistos inertes,
trofozoitos de E. histolytica sdo pleomdficos e altamente méveis, com diametro
variando de 10-50 um. (Reeves,1984). Os trofozoitos reproduzem por divisdo
binaria, e encistam dentro do cé6lon, completando o ciclo de vida que se finaliza
com a excrecdo dos cistos infecciosos para o ambiente junto as fezes. Os
sinais que levam ao encistamento ou desencistamento ndo sao bem
compreendidos (Eichinger, 2001).

Os trofozoitos de E. histolytica hospedam o intestino grosso de
hospedeiros infectados, podendo ocasionalmente penetrar através da mucosa
intestinal, atingir a circulacdo sanguinea e disseminar para outros érgdos. Os
fatores que desencadeiam essa invasdo ainda ndo sdo completamente
conhecidos, bem como as formas extra-intestinais (Haque et al., 2003).

Os grupos de alto risco para infecgcao por E. histolytica incluem viajantes,
imigrantes, trabalhadores sazonais, individuos imunocomprometidos,
individuos em instituicdes mentais e homens homossexuais sexualmente ativos
(Allason-jones et al, 1986). Ha maior susceptibilidade para o desenvolvimento
das formas invasivas da amebiase em individuos imunossuprimidos, em
particular naqueles com infeccdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV). De fato, algumas infeccbes por HIV tém sido detectadas durante
admissdo do paciente apresentando abscesso hepéatico amebiano
(Kershenobich; Corona, 2008; Moran et al, 2005).

A maioria das infeccfes intestinais sdo assintomaticas, resultando em
encistamento e excrecao de cistos (Haque et al, 2002).

A disenteria, colite fulminante, apendicite amebiana e o ameboma do
colon sdo as quatro manifestacdes clinicas da amebiase intestinal invasiva,
gue se correlacionam, com achados histopatoldgicos especificos. Disenterias
constituem 90% dos casos de amebiase intestinal. A colite amebiana aguda
dura entre 1 a 4 semanas e, 0s pacientes queixam-se de dor abdominal leve a
moderada, com aproximadamente seis episodios de diarréia por dia,
guantidade escassa de fezes, muco abundante com ou sem sangue. Sao

pouco frequentes a febre, taquicardia e hipotensdo. Esta sindrome resolve



dentro de poucos dias com apropriado tratamento anti-amebiano (Kretschmer,
1990).

De acordo com o estabelecido pela OMS, o tratamento da amebiase
devera ser adotado somente nos casos em que a E. histolytica for
especificamente confirmada (OMS 1997b).

A droga de escolha para o tratamento da amebiase é o farmaco
Metronidazol devido a sua potente acdo amebicida, farmacocinética favoravel,
excelente biodisponibilidade e distribuicdo generalizada na parede do intestino
e demais tecidos (Ayeh; Petri, 2002). Sem um tratamento adequado, a colite
amebiana é extremamente severa, podendo rapidamente desenvolver Ulceras
gue podem coalescer e, por vezes, atingir o colon por inteiro (Abd-Alla; Ravdin,
2002; Natarajan et al, 2000).

As disenterias podem evoluir para severas complicagdes intestinais
como a perfuracdo do célon, colite fulminante e ameboma. O ameboma é uma
forma rara de lesdo amebiana constituida por massa de tecido de granulacéo
bem desenvolvido que pode obstruir o trato intestinal, tornando-se grave
guando ocorre perfuracdo (Kretschmer, 1990).

O abscesso hepatico amebiano (AHA) € a forma mais frequente de
amebiase extra-intestinal que acomete principalmente homens entre 18 a 50
anos de idade (Acufia-Soto et al, 2000; Katzentein et al, 1982;). A maioria dos
estudos “in vivo” sobre amebiase tem sido realizada no modelo de abscesso
hepéatico amebiano devido as dificuldades de reproduzir a colite amebiana
experimental (Meerovitch; Chadee, 1998).

O uso de varias linhagens de roedores com diferentes susceptibilidades,
especialmente camundongos, tém fornecido maiores informacfes sobre a
patogénese da amebiase intestinal (Cieslak et al, 1992). Os camundongos nao
eram usados frequentemente como modelo para amebiase pois foram
considerados resistentes a infeccédo pela E. histolytica (Tsutsumi; Shibayama,
2006). Estudos posteriores usando dez diferentes linhagens de camundongos
mostraram diferencas na susceptibilidade a infeccéo intestinal apos inoculacao
com trofozoitos de cultura axénica. As linhagens C3H/Hecr, BALB/C, NZB/B1N,
B10.A, DAB/2 e C57BL/6 foram classificados como modelos susceptiveis e, as
linhagens A/J, CE, DAB/1 e CD-1, foram considerados como resistentes

(Ghadirian; Kongshavn, 1984). A cobaia também foi usada para o estudo de



amebiase intestinal, havendo somente alguns relatos sobre a producdo bem
sucedida de Uulcera amebiana utilizando trofozoitos de culturas axénicas
(Diamond et al, 1978).

1.1 Patogénese

Os trofozoitos de E. histolytica que hospedam o Iumen intestinal podem
dar inicio a doenca invasiva, ao prevalecerem condi¢cbes favoraveis a sua
patogenicidade. Estes trofozoitos invadem a camada epitelial e a lamina
propria da mucosa intestinal formando pequenos nédulos, como cabeca de
alfinete, contendo um orificio central por onde eles penetram (Que; Reed,
1997). A invasdo do epitélio intestinal é caracterizada por uma extensa
degradacdo da matriz extracelular (MEC) através da acdo de proteases
amebianas e fagocitose (Tavares et al, 2005). Em torno dos parasitos, as
células do hospedeiro mostram varios estagios de degeneracdo. A mucosa €
destruida, os trofozoitos de E. histolytica se disseminam no tecido, aprofundam
a lesdo e se deslocam longitudinalmente, produzindo uma zona de necrose
liquefativa que conduz a formacédo de pequenas ulceras superficiais (Chadee;
Meerovitch, 1985). A penetracdo profunda da parede intestinal, seguida por
extensdo lateral da lesdo col6nica, leva a formacdo de ulcera em forma de
frasco ou botdo de camisa, caracteristica tipica da amebiase intestinal, que
eleva a possibilidade de disseminagdo extra-intestinal dos trofozoitos
amebianos através da circulacdo sanguinea. Na medida em que a necrose
progride na mucosa e submucosa, as Ulceras aumentam de diametro,
tornando-se confluentes e de limites irregulares (Huston, 2004). As lesdes sao
encontradas com maior frequéncia no ceco, colon sigméide e reto onde
normalmente ocorre uma estase mais prolongada do conteudo intestinal
(Bekker-Mendez et al, 1997).

Os trofozoitos de E. histolytica sdo capazes de produzir diferentes
moléculas relacionadas a inducédo direta ou indireta de dano tecidual a parede
intestinal, principalmente a lectina especifica para residuos de Galactose e N-
acetil galactosamina (GAL/GALNAC), as cisteina-proteinases (CP’s) e as
amebaporos (Espinosa-Cantellano; Martinez-Palomo, 2000). Através destas

moléculas, a E. histolytica € capaz de destruir diferentes tipos celulares, tais



como células do epitélio intestinal, eritrocitos, neutrofilos, macrofagos e
linfécitos (Burchard; Bilke, 1992; Burchard et al, 1992a; Guerrant et al, 1981).

A adeséo dos trofozoitos ao muco colénico é fundamental para o inicio
do processo de destruicdo da mucosa intestinal (Petri et al,1987; Ravdin;
Guerrant, 1982; Chadee; Meerovitch, 1984). Tal ades&ao ocorre principalmente
através da interacdo da lectina amebiana especifica para GAL/GALNAC com
glicoconjugados do hospedeiro (Petri et al, 1987). A aderéncia mediada pela
lectina é necessaria para a lise das células do hospedeiro, uma vez que células
de mamiferos deficientes em GAL/GALNAC foram resistentes as ac0Oes
citotoxicas dos trofozoitos (Li et al, 1989; Ravdin et al, 1989).

As CP’s sdo enzimas encontradas em diferentes organismos, que
desempenham importante papel na patogenicidade da E. histolytica, como
demonstrado em um grande numero de estudos in vitro e in vivo (Ankri et al,
1999; Keene et al, 1990; Li et al, 1995; Reed et al, 1989; Stanley et al, 1995).
Trofozoitos de E. histolytica com reducao da expressdo de CP’s apresentaram
capacidade diminuida de causar abscesso hepatico em diferentes modelos
animais (Ankri et al, 1999; Stanley et al, 1995; Bracha et al, 1999; Vines et al,
1998). As CP’s digerem e prejudicam a sintese de Mucina 2 (MUC-2), que é o
principal componente do muco intestinal, clivam o colageno, elastina,
fibrinogénio e laminina, eliminando obstaculos mecéanicos para que o0s
trofozoitos possam praticar a invasao tecidual (Que; Reed, 1997; Seydel et al,
1998). Experimentos in vitro demonstraram que o muco degradado apresenta
menor eficiéncia no bloqueio da adesdo amebiana as células do hospedeiro
(Moncada et al, 2003). Além disso, camundongos C57BL/6 deficientes em IL10
e infectados com E. histolytica apresentaram menor producdo de MUC-2,
reduzindo a barreira protetora do muco e aumentando a intensidade das lesbes
e o parasitismo (Hamano et al, 2006).

Nas vesiculas dos lisossomos da E. histolytica é encontrada uma familia
de peguenas proteinas conhecidas como amebaporos, que exibem potente
atividade antibacteriana e que sé&o citotoxicas para células do hospedeiro
através da formacéo de canais idnicos na membrana celular (Leippe, 1997). As
amebaporos possuem homologia estrutural e funcional com a granulolisina e a
NK-lisina, que sdo perforinas produzidas respectivamente por linfocitos T

citotoxicos e células natural killer (NK), também capazes de formar poros na



membrana celular (Leippe, 1995). Trofozoitos de E. histolytica deficientes da
amebaporo isoforma A, sofrem perda de sua viruléncia, demonstrando que esta
proteina desempenha um papel importante na destruicdo das células do
hospedeiro (Bracha et al, 1999; Bracha et al, 2003; Leippe et al, 1994a).

Além da necrose induzida diretamente pela agdo dos produtos amebianos
sobre a mucosa intestinal, a liberacdo de mediadores quimicos da inflamacao
pelas células epiteliais normais e lesadas também colabora para a ampliacao
da necrose da parede intestinal. A capacidade dos trofozoitos em destruir
leucdcitos “in vitro” e a escassez de células inflamatdrias nas proximidades das
lesbes amebianas sugere que a maioria dos leucdcitos é destruida pelo
parasito, promovendo a liberacdo de produtos toxicos e a ampliacdo da zona

de necrose (Seydel et al, 1998).

1.2 Mecanismos de escape e imunidade

O Sistema complemento € um importante componente do sistema
imunolégico inato, envolvido com o desencadeamento da resposta inflamatoria
e com a destruicdo e remocao de parasitos (Bohson et al, 2007). Um dos
mecanismos de escape da E. histolytica é a resisténcia a lise pelo sistema
complemento, que é mediada também pela lectina GAL/GALNAC especifica.
Tal lectina amebiana possui um dominio com similaridade antigénica ao CD59,
um antigeno leucocitario humano que impede a formacédo do complexo C5b-9
(Braga et al, 1992). Além da lectina especifica para GAL/GALNAC, as
moléculas glicosilfosfatidilinositol, lipofosfoglicano e proteofosfoglicano
revestem os trofozoitos e funcionam como barreira mecéanica contra a ativacao
e acdo do sistema ccomplemento (Stanley et al, 1992). As CP’s degradam
rapidamente as anafilatoxinas C3a e C5a do complemento, imunoglobulina A
(IgA) e imunoglobulina G (IgG), bem como a pré interleucina 18 (pré IL18)
(Reed et al, 1995).

Alguns estudos sugerem que 0s principais mecanismos de resisténcia
contra a infeccdo amebiana intestinal ocorrem nos primeiros dias de infeccéo
mediados pela imunidade inata, independente da ativacdo de linfocitos
(Burchard et al, 1993; Salata; Ravdin, 1986; Seydel et al, 1998).



A mucosa intestinal é estruturalmente especializada para atuar como
uma barreira imunolégica contra a invasdo de microorganismos. Esta protecéo
€ garantida através da acdo conjunta do epitélio prismatico, das células
produtoras de muco, células apresentadoras de antigenos (APC’s), linfocitos e
polimorfonucleares, bem como da IgA e de citocinas. A infec¢do intestinal com
a E. histolytica induz a uma resposta imune local com a producdo de IgA
detectavel na mucosa, que é considerada a primeira linha de defesa especifica
contra a infeccdo amebiana (Carrero, et al, 2007).

A mucosa do ceco e coldn consiste de glandulas ou criptas tubulares,
formada principalmente por enterécitos e células caliciformes, responséaveis
pela producdo de muco, que € a primeira barreira contra a adesao e invasao de
parasitos, constituido por mucinas altamente glicosiladas. O muco impede o
acesso das bactérias e toxinas ao epitélio e facilita sua remocéo pelo fluxo
intestinal, a0 mesmo tempo em que permite a colonizagdo por membros da
microbiota indigena. Tais mucinas funcionam como alvos da clivagem
glicosidica promovida pelos trofozoitos durante a adesédo e invasédo (Tse;
Chadee, 1992; Variyam, 2006).

Alguns autores observaram que o0s neutrofilos sdo importantes na
protecdo contra os trofozoitos e no controle da expansdo das lesfes intestinais
em camundongos CBA experimentalmente infectados (Asgharpour et al, 2005).
Contudo, em camundongos BALB/c previamente tratados com anticorpo
monoclonal anti-neutrdfilo e inoculados com E. histolytica pela via intracecal, a
intensidade das lesGes foi a mesma quando comparada com 0s animais
controles, demonstrando que o0s neutrdfilos ndo foram fundamentais na
imunidade contra os trofozoitos na amebiase intestinal (Rivero-Nava, 2002).
Em contraste ao observado no intestino, foi verificado que os neutréfilos sao
importantes na patogénese da amebiase hepatica nestes camundongos
(Velasquez et al, 1998; Pérez-Tamayo et al, 2006).

N&o esta completamente esclarecido o papel desempenhado pelos
leucdcitos, citocinas e anticorpos na protecdo contra a amebiase e no
desenvolvimento das lesdes amebianas (Jarillo-luna et al, 2002). As células
epiteliais respondem a lectina especifica para GAL/GALNAC de E. histolytica

com um aumento na expressao de acido ribonucléico mensageiro (MRNA) das



seguintes citocinas pro-inflamatérias: IL 2, IL 6, IL 8, quimiocina ligante 3
(CCL3), quimiocina ligante 2 (CCL2), quimiocina ligante 5 (CCL5), oncogene
relacionado ao crescimento (GRO-a) e fator estimulador da colonia de
macréfagos e granulécitos (GMCSF) (Sharma et al, 2005; Stanley, 2001).

Perfis elevados de citocinas T helper tipo 1 (Thl) foram relacionados a
mecanismos eficientes de cura dos abscessos hepaticos em gerbils (Campbell;
Chadee, 1997). Macrofagos isolados de abscessos hepaticos nas fases iniciais
da infeccdo, quando estimulados com proteinas amebianas, produziram
grandes concentracdes de fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) (Wang et al,
1992). Estudos in vitro demonstraram que macrofagos ativados apos
estimulacdo via IFN-y destruiram mais eficazmente os trofozoitos através da
producdo de oxido nitrico (NO) (Lin; Chadee, 1992; Salata et al, 1985). A
necessidade de ativacdo do macréfago sugere uma resposta Thl secretora de
IFN-y, IL 2 e TNF-a.. Contudo, em estudos de colite amebiana experimental,
animais deficientes em IL 12, IFN-y e NO exibiram a mesma intensidade de
parasitismo e inflamacdo encontrados nos animais wild type, demonstrando
que a resposta Thl ndo foi fundamental na resisténcia contra a infeccao

intestinal amebiana. (Houpt, 2002).
1.3 Linfocitos NK T

Estudo recente demonstrou que os linfécitos Natural Killer T (NK T)
constituem barreira importante contra o desenvolvimento do abscesso hepatico
amebiano em suas fases iniciais (Lotter et al, 2009). Tais autores verificaram
que camundongos duplamente negativos para CD1 (CD1d ) desenvolveram
derivados do lipopeptidofosfoglicano amebiano para os linfécitos NK T. Da
mesma maneira, a redugdo da populacdo de linfécitos NK T ativados em
camundongos deficientes em CD1d provocou aumento da susceptibilidade a
infeccéo pelo Toxoplasma gondii (Smiley et al, 2005).

Os linfocitos NK T sdo capazes de reconhecer antigenos (Ag’s)
glicolipidicos através da molécula CD1. Em seres humanos, o locus CD1

contém uma familia de cinco genes que expressa cinco isotipos de moléculas
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CD1: CD1 a, b, c, e, que € chamado de grupo | (CD1.1). Ja o grupo Il (CD1.2),
€ constituido pela molécula CD1d, que € encontrada em roedores e humanos,
sendo expressa por leucécitos e potenciais APC’s (Beckman et al, 1994, 1996;
Sieling et al, 1995; Brossay et al,1997; Brigl; Brenner, 2004). Os polipeptidios
CD1 s&o estruturalmente semelhantes ao complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) classe |, pois formam heterodimeros com a
molécula 2-microglobulina (Brossay et al,1997)

Expressdo significativa de mRNA para CD1 em camundongos foi
observada no timo e no figado e, em menor grau, no bago, pulméo e intestino
(Bleicher et al,1990; Bradbury et al, 1990; Lacasse; Martin, 1992). Também foi
demonstrada a expressdo de CD1 em timdcitos corticais e em linfocitos B
esplénicos de camundongos através da citometria de fluxo (FACS)
(Bendelac,1995).

Em ratos, a expressdo de mRNA para CD1d foi encontrada no baco,
timo, figado, coracao, rim e pulméao e, em humanos, CD1d foi observado em
células do epitélio intestinal (Ichimiya et al, 1994; Blumberg, et al, 1991).

Ndo é ainda bem determinada a expressdo de CD1 por importantes
tipos celulares como as células dendriticas, macrofagos e subpopulacdes de
células B nos centros germinativos, bem como as citocinas € 0s mecanismos
gue regulam a sua expresséao (Bradbury et al, 1990).

Enquanto as células que expressam moléculas MHC classe | e MHC
classe Il podem apresentar peptideos antigénicos para linfocitos T CD8" e
CD4", respectivamente, a molécula CD1d é capaz de apresentar antigenos
glicolipidicos para os linfocitos NK T (Bendelac et al, 1995; Van Rijn et al,
2004). Assim, células restritas a CD1d poderiam responder a infeccdo pelo
reconhecimento de lipides e carboidratos antigénicos de diferentes patdégenos
(Schofield et al, 1999; Amprey et al, 2004).

Os linfécitos NK T sdo um subconjunto de linfécitos T encontrados no
homem, camundongos e outros mamiferos, que expressam receptores de
células NK, especialmente NK1.1 (NKR-P1C) em certas linhagens de
camundongos e, CD161 (NKR-P1A) em seres humanos, variaveis de acordo
com sua maturidade e estado de ativacdo. Além destes receptores da
imunidade inata, os linfécitos NK T também expressam o receptor de antigeno

de células T (TCR). Este subconjunto de linfécitos parece relacionar-se com
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ambos os tipos de respostas imunes, Thl ou Th2, devido a sua capacidade de
iniciar a produgéo de grandes quantidades de IFN-y e IL 4 (MacDonald 1995;
Beldelac et al, 1997; Lotter et al, 2009). Os linfécitos NK T podem se diferenciar
em células citotoxicas e tém sido descrito seu envolvimento em respostas
imunes de doencas infecciosas, cancer, alergias e auto-imunidade (Tupin et al,
2007).

Diante do acumulo de informacfes acerca dos linfécitos NK T, tais
células foram subdivididas em populacdes de acordo com a cadeia-a do TCR,
a molécula apresentadora de antigeno e a co-expressdo de diferentes
moléculas de superficie (Tupin et al, 2007; Kronenberg, 2007). As duas
primeiras populacbes de linfécitos NK T possuem um TCR “canonical”
(invariante) e o reconhecimento do antigeno ocorre especificamente pela
molécula CD1d. Os termos “canonical" e “invariavel” foram usados como
sinbnimos, para designar linfocitos invariantes ()NK T Va14 i(Va14i) de
camundongos, e seus homologos em humanos que expressam o TCR Va24i.
Uma segunda populacdo que expressa o TCR Va7.2i em camundongos e um
homodlogo Va19i em seres humanos, foi denominada de linfécito NK T da
mucosa (M)NK T. Um terceiro grupo, denominado de (V)NK T variantes,
engloba linfécitos NK T que ndo tém um TCR restrito ao reconhecimento de
antigeno pela molécula CD1d. O quarto grupo € mais heterogéneo porque
combina todos os outros linfécitos T que expressam receptores NK. Este grupo
foi chamado de linfécitos XNK T ou linfécitos tgNK T (quando expressam um
TCR transgénico) (Wingender; Kronenberg, 2005).

A populacao de linfécitos NK T mais estudada é a que possui o rearranjo
do TCR Va14 Ja18 invariante (Va14i) em camundongos e um homologo do
TCR Va24 Ja18 (Va24i) em seres humanos. Linfocitos INK T Va14i e Va24i
reconhecem estruturas glicolipidicas apresentadas pelo CD1d. H4 um grau
elevado de reatividade cruzada entre espécies, pois as células de camundongo
NK T Va14i sdo capazes de reconhecer o CD1d humano e vice-versa (Borg et
al, 2007).

Em camundongos, os linfécitos NK T surgem apO0s o0 nascimento,
proliferando até atingir a populagdo normal em 6 a 8 semanas de vida,
especialmente no timo, baco e figado (Hanke et al,1994). No figado, os

linfocitos NK T contabilizam de 20 a 30% dos linfoécitos T; na medula 6ssea,
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correspondem entre 10 a 20% dos timocitos maduros e 0,5 a 1% dos
esplendcitos; e 0,1 a 0,5% em linfonodos periféricos (Bendelac et al, 1994;
Hanke et al,1994; Yoshimoto et al, 1995). Em seres humanos, a frequéncia de
linfécitos INK T € geralmente baixa, apesar de um elevado grau de
variabilidade interindividual ter sido relatado (Wingender; Kronenberg, 2005;
Ohteki; MacDonald, 1994). Foi observado que a ativagdo dos linfécitos NK T
murinos no timo, baco, medula éssea e figado estimula sua atividade citotoxica
e a producéo tanto de citocinas Thl, como o IFN-y e o TNF-a, quanto citocinas
Th2, como IL 4, IL 10 e IL 13 (Bendelac et al, 1992; Bendelac; Schwartz, 1991,
Michel et al, 2007). As subpopulacdes de linfocitos INK T também podem
produzir IL17 (Michel et al, 2007).

Devido ao inicio rapido das suas funcdes efetoras apés a ativacdo, tém
sido descrita a participacdo dos linfocitos INK T em uma grande variedade de
reacBes imunes, desde a resposta contra patdégenos e células neoplasicas até
mecanismos auto-imunes (Kronenberg, 2007; Tupin et al, 2007). De fato, é
relatado que os camundongos deficientes em linfécitos NK T, especialmente os
linfécitos INK T, apresentam maior susceptibilidade a infec¢cbes (Arase et al,
1992; Bendelac; Schwartz, 1991).

Os linfécitos INK T podem ser ativados pelo reconhecimento antigénico
mediado pelo CD1d e TCR, através de citocinas pro-inflamatorias, tais como o
IFN-y tipo I, IL 12 e IL 18, isoladamente ou em combinacéo, que podem ser
produzidas por células dendriticas e macréfagos, logo apdés o inicio de
processos infecciosos. A via de ativacdo independente da apresentacdo de
antigenos foi chamada de ativacdo indireta (Wingender; Kronenberg, 2005).
Alguns estudos tém demonstrado que tais citocinas podem funcionar como
agentes co-estimulatérios, quando for necessaria a apresentacdo de antigenos
via CD1d para a ativagao dos linfocitos iNK T (Brigl et al, 2003).

Estudos recentes sugerem que CD1d e os linfécitos iINK T atuam no
controle da colonizagao bacteriana no trato gastrointestinal de camundongos. A
colonizacdo do intestino por ambas as bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas foi maior em camundongos deficientes em CD1d. No mesmo estudo,
0S autores observaram que os linfocitos NK T foram capazes de estimular as
células de Paneth, que expressam CD1d, a secretar peptideos antimicrobianos
(Nieuwenhuis et al, 2009).
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Conforme comentamos anteriormente, foi demonstrado que
camundongos deficientes em linfécitos INK T Va14 Ja18 apresentam
capacidade reduzida de impedir a expansdo do abscesso hepatico amebiano
experimental. A dificuldade destes camundongos em controlar a infeccao foi
comprovada pelo desenvolvimento de abscessos hepéticos maiores e pelo
aumento das taxas de re-isolamento de trofozoitos de E. histolytica nas lesdes
hepaticas, quando comparado aos animais controles wild-type (Lotter et al,
2006).

Como observado em outros protozoarios, a E. histolytica expbe em sua
superficie um complexo glicoconjugado ancorado por glicosilfosfatidilinositol
(GPI), designado lipopeptidofosfoglicano (LPPG) de E. histolytica (EhLPPG).
Este glicoconjugado tém sido associado a patogenicidade da E. histolytica
devido a diferencas observadas na quantidade e antigenicidade dos EhLPPG's
em amebas patogénicas e nao-patogénicas (Brigl et al, 2003; Moody et al,
1998). Para verificar se os linfécitos NK T secretam IFN-y apds estimulacéo
com EhLPPG, linfécitos foram retirados de camundongos CD1d” ou Ja18™"
deficientes em INK T ou de todas as sub-populacfes de linfocitos NK T, e
cultivados com APCs estimuladas pelo EhLPPG. Os autores observaram
grande reducdo na secrecdo de IFN-y nos camundongos CD1d” e Ja187,
mostrando que os linfécitos INK T sédo uma importante fonte de IFN- y diante da
exposicao ao EhLPPG. A producédo de IFN-y por linfécitos iINK T ativados com
EhLPPG pode dar inicio a uma resposta adaptativa do tipo Thl, capaz de
ampliar a secrecdo de IFN-y e contribuir para aumentar a eficiéncia da resposta
imune contra a E. histolytica, reduzindo o nimero de trofozoitos e a expanséao

do abscesso amebiano (Lotter et al, 2009)
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2. JUSTIFICATIVA

A amebiase € uma importante parasitose que soma muitas mortes em
todo o mundo. Tentativas de conter sua expansdo e morbidade passam pelo
entendimento da patogénese da doencga. Muitas duvidas ainda persistem sobre
0S mecanismos da agressdo amebiana e muitas substancias ainda né&o
identificadas devem estar envolvidas na geracdo e controle das lesdes. A
atuacao dos linfécitos na protecdo de infec¢des invasivas € ainda um assunto
controverso devendo ser melhor investigado. Neste contexto, os linfécitos NK T
sdo especialmente atrativos devido a escassez e relevancia de estudos na

area.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a infeccao, lesbes e imunidade induzidas pela E.histolytica em
camundongos C57BL/6 WT e C57BL/6 CD1™".

3.1 Objetivos especificos:

3.1.1 Analise por citometria de fluxo da frequéncia de linfécitos NK T, LTCD4",

LTCDS8" e LB a partir de células isoladas do baco e linfonodo cecal.
3.1.2 Anélise macroscopica, histopatologica e quantitativa das lesbes cecais.

3.1.3 Identificacdo e quantificacdo por imuno-histoquimica dos trofozoitos de

Entamoeba histolytica e dos linfécitos NK1.1" cecais.

3.1.4 Andlise quantitativa da area de mucosa cecal, de muco e da mucina
MUC-2 identificada por imuno-histoquimica.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais utilizados

Foram utilizados 16 camundongos C57BL/6 wild-type (WT) (8 Eh-WT
infectados e 8 CTRL-WT controles) e 16 camundongos C57BL/6CD1™ (8 Eh-
CD1” infectados e 8 CTRL-CD1™ controles) com idade aproximada de 70 dias.
Os animais foram obtidos no biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
UFMG e no biotério da FIOCRUZ/Belo Horizonte (camundongos C57BL/6CD1™"
gentilmente cedidos pelo professor Ricardo Tostes Gazzinelli.

4.2 Cepa de Entamoeba histolytica

Foi utilizada a cepa EGG axénica de E. histolytica, isolada em 1988 no
laboratorio de Amebiase do departamento de Parasitologia do ICB-UFMG, de
paciente apresentando colite disentérica e abscesso hepatico amebiano. A
analise soroldgica através da técnica de ELISA foi positiva para E. histolytica,
bem como a andlise através do zimodema e do PCR (Gomes et al,1999;
Martinez et al, 1996.).

4.3 Preparo do in6culo

A cepa foi descongelada em banho-maria a 37°C, por cinco minutos,
colocada em tubos com meio YI-S-32 modificado em estufa a 37° C; em
seguida transferida para garrafa com o mesmo meio e mantida em estufa. As
garrafas foram colocadas em banho de gelo, desprezado o sobrenadante,
acrescentado tampao fosfato, centrifugado por cinco minutos e novamente
desprezado o sobrenadante. Para contagem dos trofozoitos, meio rico em
amebas foi colocado em um microtubo contendo eosina diluida 1:2, que
funcionou como marcador de vitalidade, e depois levado a camara de
Newbauer. Para o célculo de amebas por mL foi feita a multiplicacdo do
namero de amebas contadas pela diluicdo utilizada para a contagem e pelo
fator de correcédo 2500 (Seydel et al, 1997).
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4.4 Inoculagéo intracecal

Dezesseis camundongos (oito Eh-CD1” e oito Eh-WT), divididos em
subgrupos de 4 animais cada, foram anestesiados com solucao de xilazina 2%
(10 mg/Kg) e ketamina 5% (150mg/Kg) para realizagdo de uma Iincisdo
horizontal no abdome de aproximadamente 2cm e inoculacao intracecal de 10°
trofozoitos contidos em 0,1 ml de meio de cultura YI-S-32. Os dezesseis
camundongos controles (oito CTRL-CD1™" e oito CTRL-WT), também divididos
em grupos de 4 animais cada foram inoculados também pela via intracecal

somente com meio de cultura YI-S-32 estéril.
4.5 Necropsia e histopatologia

Os animais foram sacrificados apdés 48 horas de infeccdo através de
sangria sob anestesia geral e deslocamento cervical, para a coleta de ceco,
baco e linfonodo mesentérico (LnM). O ceco foi submetido a uma abertura
longitudinal, posteriormente fixado em formol tamponado 10% pH 7,2. Apos o
periodo de fixacdo, cada ceco foi dividido em 3 fatias, cortadas no sentido
transversal, que foram desidratadas, diafanizadas, infiltradas e incluidas em
parafina. Foram obtidos cortes com 4 um de espessura, para coloragdo com
Hematoxilina e Eosina (H&E), Acido Periddico de Schiff (PAS) e para a
realizacdo de reacfes imuno-histoquimicas. As lesdes foram descritas quanto a
sua intensidade, topografia e presenca de parasitos. Apdés a eutanasia, as
carcacas foram imediatamente acondicionadas em sacos de lixo branco,
identificados como lixo biolégico infectante e refrigerados a -20°C em freezer
do Departamento de Patologia Geral, que é exclusivamente utilizado para o
armazenamento temporario destas carcacas. Posteriormente foram coletados
como lixo biolégico infectante pelo servigo de limpeza do Instituto de Ciéncias
Bioldgica (ICB), direcionados para o abrigo externo especifico e recolhidos pela

Servigo de Limpeza Urbana (SLU).
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4.6 Preparacéo de suspensdes celulares
4.6.1 Meio de cultura

Foi utilizado o meio RPMI 1640 como meio incompleto e, como meio de
cultura, RPMI 1640 enriquecido com 2 mM de L-glutamina, 50 mM de 2-
mercapto-etanol, 100 U/mL de penicilina, 100 ug/mL de fungizona, 1mM de
piruvato de sodio, 0,1 mM de amino&cidos ndo-essenciais, 25 mM de HEPES e

5-10% de soro fetal bovino inativado.

4.6.2 Preparacdo de suspensdes celulares do baco e linfonodo

mesentérico

O baco e LnM de cada animal foram retirados e mantidos em meio RPMI
1640 completo em tubos de centrifuga de 15ml e mantidos no gelo. As
suspensdes de células do bagco e LnM foram preparadas de acordo com a
seguinte técnica, padronizada no Laboratério de Imunobiologia do ICB: o baco
foi colocado em um macerador de vidro e pressionado em meio incompleto. Os
LnM’s foram macerados utilizando as extremidades asperas de laminas de
vidro; as suspensao de células foram transferidas para um tubo de 15 mL e
centrifugadas a 1200 rpm, por 10 minutos, a 4°C. Foi desprezado o
sobrenadante e ressuspendidas as células em meio completo para contagem
das células viaveis.

No caso do baco, foi desprezado o sobrenadante e acrescentado 9 pL de
agua destilada para lisar as hemacias e, imediatamente apdés, adicionado 1 mL
de PBS 10X concentrado. Novamente foi centrifugado a 1200 rpm, por 10
minutos a 4°C, as células foram ressuspendidas em meio completo e contadas

as células viaveis.

4.7 Contagem das células viaveis

O numero de células viaveis da suspensdo foi obtido contando-se
aliguotas com 50 ul da suspensdo celular em volume igual de eritrocina e
colocada na Camara de Neubauer. Apés a contagem das células ndo coradas

(viaveis), o numero de ceélulas foi expresso de acordo com a férmula: n° de
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células / ml = (células viaveis x diluicdo x 10%) / n°® campos contados na Camara
de Neubauer. As concentragcdes das suspensdes foram entdo todas

padronizadas para se obter 5 x 10° células/mL.
4.8 Anédlise fenotipica de linfocitos por citometria de fluxo

Depois de isoladas do baco e LnM, as células foram ressuspendidas em
PBS pH 7,2 contendo 0,2% de soro fetal bovino e 0,1% de azida sodica, a uma
concentracdo de 2 x 10’ células/mL. Em seguida, foram adicionados 25 uL da
suspensao celular em uma placa de 96 pocos com fundo em U e incubadas por
30 minutos, a 4° C, com 10 pL de solucdo dos anticorpos monoclonais anti-
marcadores fenotipicos CD3, NK1.1, CD4, CD8, CD19 e CD69 (PharMingem,
San Diego, CA, EUA) diluidos em PBS wash, conjugados com fluorocromos
ficoeritrina (PE), fluoresceina (FITC) e CyChrome (Cy). ApOs esse periodo, as
placas foram centrifugadas por 10 minutos a 1200 rpm e 4° C, o sobrenadante
foi desprezado por inversdo rapida e, em seguida, lavadas com PBS-azida por
duas vezes. O pellet foi ressuspendido em 200 ul de fixador Mac Facs Fix, as
suspensdes armazenadas a 4° C e protegidas da luz até a aquisicdo dos
dados, utilizando-se FACScan de trés cores (Becton Dickinson, Mountain View,
Califérnia, USA). Como controles negativos, foram utilizados os anticorpos
IgG2a-FITC e IgG2b-PE em células incubadas com imunoglobulinas do mesmo
isotipo utilizado no anticorpo marcado. A porcentagem de células positivas foi
analisada através do programa Cell Quest em comparacdo ao controle
negativo. Durante a aquisi¢cdo foram coletados 30.000 eventos para analise. A
identificacdo das popula¢des celulares de interesse, bem como a determinacao
do valor percentual de populacbes e sub-populacdes celulares, foram

realizadas através de um sistema computacional acoplado ao citbmetro.
4.9 Andlise quantitativa das les@es intestinais (erosdes e Ulceras)

Foram denominadas de erosfes, as pequenas lesdes destrutivas da
mucosa cecal, menos frequentemente capazes de atingir também a
submucosa, com presenca ou auséncia de infiltrado inflamatdrio misto. Ja as

Ulceras intestinais sédo lesbes maiores e mais profundas, sempre atingindo a
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mucosa e submucosa e, as vezes, a muscular. Para mensuracédo da area total
de lesbes intestinais, foram analisados cortes histolégicos corados pela H&E
das 3 fatias de cada ceco dos animais dos grupos Eh-WT e Eh-CD1”. Todas
as erosbes e Ulceras foram digitalizadas através da microcamera JVC TK-
1270/RGB (Tokyo, Japan) e manualmente medidas para obtencdo da extensao
da necrose em um, por intermédio do programa KS300 contido no analisador

de imagens Carl Zeiss (Oberkochen, Germany).

4.10 Reacao imuno-histoquimica e analise quantitativa dos trofozoitos

Os cortes para processamento em imuno-histoquimica foram
desparafinados em xilol, hidratados em solu¢des alcoodlicas de concentracfes
decrescentes e lavados em PBS pH 7,2. A atividade da peroxidase endogena
foi eliminada incubando os cortes em solucédo de H,O, 40w a 0,2% em 200 ml
de PBS por 20 minutos e os sitios de ligacdo inespecifica foram bloqueados
incubando-se os cortes com soro de cabra diluido 1:40 por 40 minutos. Os
cortes foram incubados com soro policlonal anti-E. histolytica diluido 1:1000
(produzido nos Laboratorios de Amebiase e de Protozooses/ICB/UFMG), por
18 horas; em seguida, incubados com IgG biotinilada diluida 1:200 (Zymed
Laboratories Inc., San Francisco, USA) e estreptavidina conjugada com
peroxidase (Zymed Laboratories Inc., San Francisco, USA) também 1:200, por
1 hora cada. A marcacao foi detectada usando solucdo de diaminobenzidina
0,05% em H,0, 40vv a 0,2%. Como controles positivos foram usados cortes
histoldgicos obtidos de lesGes amebianas ricas em trofozoitos. Como controle
negativo, o anticorpo 1° foi substituido por PBS em alguns destes cortes. Todos
os cortes foram contracorados com hematoxilina de Harris por 2 segundos,
hidratados e diafanizados para montagem em entelan. Todos os trofozoitos
identificados pela imuno-histoquimica, nas trés fatias de cada ceco dos animais
dos grupos Eh-WT e Eh-CD1", foram visualizados e quantificados através da

objetiva de 40X do microscopio Axiolab Carl Zeiss.
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4.11 Reacgdo imuno-histoquimica e analise quantitativa dos linfocitos
NK1.1"

Outros cortes histologicos das fatias de ceco foram desparafinados em
xilol, hidratados em solu¢des alcodlicas de concentracdes decrescentes e
lavados em PBS pH 7,2. Foi realizado o reaproveitamento antigénico com a
solucdo Dako Retrival (Dako, USA) a 100° ¢ por vinte minutos. A atividade da
peroxidase endogena foi eliminada incubando os cortes em solugdo de H,0-
40w a 0,2% em 200 ml de PBS por 20 minutos e os sitios de ligacdo
inespecifica foram bloqueados incubando-se o0s cortes com soro de
camundongo diluido 1:40 por 1 hora. Os cortes foram incubados com anticorpo
monoclonal biotinilado anti-NK-1.1 de camundongo (Pharmingen, San Diego,
CA, USA) diluido 1:40, por 18 horas e, em seguida, com estreptavidina
conjugada com peroxidase (Zymed Laboratories Inc., San Francisco, USA)
1:100, por 1 hora. A marcacdo foi detectada usando solucdo de
diaminobenzidina 0,05% em H,O, 40vv a 0,2%. Como controles positivos foram
usados cortes histologicos do ceco de animais do grupo CTRL-WT. Como
controle negativo, o anticorpo 1° foi substituido por PBS em alguns destes
cortes. Todos os cortes foram contracorados com hematoxilina de Harris por 2
segundos, hidratados e diafanizados para montagem em entelan. Todos 0s
linfocitos NK T identificados pela imuno-histoquimica, em uma fatia de cada
ceco dos animais dos grupos CTRL-WT, CTRL-CD1”, Eh-WT e Eh-CD17,
foram visualizados e quantificados através da objetiva de 40X do microscopio

Axiolab Carl Zeiss.
4.12 Reacdo imuno-histoquimica para detec¢cdo de mucina MUC-2

Foram utilizados cortes histolégicos do ceco de todos os grupos de
animais. Foi realizado o reaproveitamento antigénico com a solucdo Dako
Retrival (Dako, USA) a 100° c por vinte minutos. O bloqueio dos sitios de
ligacdo inespecifica e da peroxidase endogena foi realizado como na reacéo
para deteccdo de trofozoitos. Os cortes foram incubados com anticorpo

monoclonal anti MUC-2 diluido 1:150 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
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USA), por 18 horas; em seguida, incubados com IgG biotinilada diluida 1:50
(Bethyl Laboratories Inc, Montgomery, USA) e estreptavidina conjugada com
peroxidase (Zymed Laboratories Inc., San Francisco, USA) 1:100, por 1 hora
cada. A marcacédo foi detectada usando solucdo de diaminobenzidina 0,05%
em H,O, 40w a 0,2%. Como controles positivos foram usados cortes
histoldgicos do ceco de animais do grupo CTRL-WT. Como controle negativo, o
anticorpo 1° foi substituido por PBS em alguns destes cortes. Todos os cortes
foram contracorados com hematoxilina de Harris por 2 segundos, hidratados e

diafanizados para montagem em entelan.

4.13 Analise quantitativa da area de mucosa cecal, muco e da mucina
MUC-2

Um corte histoldgico de cada ceco dos grupos CTRL-WT e CTRL-CD1™,
corados pelo PAS, foi visualizado pela objetiva de 40X para a digitalizacao de
20 imagens aleatérias através da microcamera JVC TK-1270/RGB (Tokyo,
Japan). Em cada animal, foram analisados 11 x 10° um? de mucosa cecal para
o calculo das areas de muco, que se mostravam PAS positivas. Os pixels com
tons de bonina das regides coradas pelo PAS foram selecionados para a
criacdo de uma imagem binaria, processamento digital para eliminacdo dos
artefatos e obtencdo da area em pm®. A area total de mucosa cecal foi
calculada nas mesmas 20 imagens digitalizadas de cada animal, através da
selecdo de todos os tipos de pixels presentes na mucosa e da criacdo da
respectiva imagem binaria.

A area de marcacdo MUC-2" foi calculada a partir de 20 imagens da
mucosa cecal dos animais dos grupos CTRL-WT, Eh-WT, CTRL-CD1" e Eh-
CD1". A &rea positiva de MUC-2 foi calculada selecionando os pixels com tons
de marrom e utilizando a mesma metodologia da andlise das regiGes PAS".

A metodologia empregada para o0 imageamento microscopico,
segmentacdo de imagens e definicAo das condicdes de morfometria foi a
descrita por Caliari (1997).
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4.14 Anélise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa Prism
5.0, empregando-se os testes One-way ANOVA quando analisado mais de dois
grupos, seguido do teste Tukey como post test e o Test t unpaired foi
empregado quando comparado dois grupos. Todos 0s grupos assumiram
distribuicdo Gaussian quando submetidos ao teste de normalidade Shapiro-
Wilk. Os resultados foram expressos como media + SEM e as diferencas foram
consideradas significativas quando p< 0,05. Alguns resultados obtidos foram
correlacionados entre si através do teste de correlacdo de Pearson por assumir
distribuicdo normal entre as variaveis, em outros resultados empregamos o
teste de correlagdo de Spearman por ndo assumir ou garantir relacdo linear

entre as variaveis.
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5. RESULTADOS

5.1 Analise por citometria de fluxo da frequéncia de linfécitos NK T,
LTCD4", LTCD8" e LB do baco e linfonodo mesentérico

O modelo experimental deste estudo permitiu realizar a analise
fenotipica por citometria de fluxo dos linfocitos NK T, TCD4*, TCD8" e B do
baco e LnM e, tracar o perfil da frequéncia celular de camundongos selvagens
e deficientes para molécula CD1 em resposta a infec¢ao por E. histolytica.

A frequéncia de linfécitos NK T CD3" NK1.1" do LnM foi reduzida
significativamente em camundongos dos grupos CTRL-CD1™ (4,76 + 1,59%) e
Eh-CD1” (3,19 + 1,57%) quando comparados com 0s grupos Eh-WT (20,24 +
6,09%) e CTRL-WT (13,00 + 1,45%) (p<0,05) (Gréafico 1). Tal reducédo era
esperada, pois a molécula CD1 é um componente restrito aos linfocitos NK T.
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GRAFICO 1: Frequéncia de linfécitos NK T CD3" NK1.1" do linfonodo
mesentérico de camundongos C57BL/6 WT e C57BL/6 CD1™, controles e

infectados com Entamoeba histolytica.

CTRL-WT: Camundongos C57BL/6 wild-type ndo infectados com E. histolytica
Eh-WT: Camundongos C57BL/6 wild-type infectados com E. histolytica
CTRL-CD1": Camundongos C57BL/6 CD1" nao infectados com E. histolytica
Eh-CD1”: Camundongos C57BL/6 CD1" infectados com E. histolytica

Os dados sdo mostrados como média + erro padrao, N=8. p<0,05
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J4 no bacgo, ndo ocorreu diferenca significativa na frequéncia de
linfécitos NK T, quando comparados os grupos CTRL-WT (8,18 + 1,12%), Eh-
WT (8,16 + 1,16%), CRTL-CD1™ (7,60 + 0,8563%) e Eh-CD1™" (8,46 + 1,39%)
(Gréfico 2).
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GRAFICO 2: Frequéncia de linfécitos NK T CD3" NK1.1" do bago de
camundongos C57BL/6 WT e C57BL/6 CD1”, controles e infectados com

Entamoeba histolytica.

CTRL-WT: Camundongos C57BL/6 wild-type ndo infectados com E. histolytica
Eh-WT: Camundongos C57BL/6 wild-type infectados com E. histolytica
CTRL-CD1": Camundongos C57BL/6 CD1" ndo infectados com E. histolytica
Eh-CD1"; Camundongos C57BL/6 CD1™ infectados com E. histolytica

Os dados sdo mostrados como média £ erro padrdo, N=8.

Nao foi observada diferenca significativa na frequéncia de linfécitos
TCD4" CD69" no LnM entre os grupos CTRL-WT (13,68 + 3,57%), Eh-WT
(14,84 + 2,0%), CRTL-CD1” (11,08 + 0,27%) e Eh-CD1” (11,05 + 0,39%)
(Gréafico 3). A frequéncia de linfécitos TCD4" CD69" no bago também n&o
variou significativamente quando comparados os grupos CTRL-WT (6,97 +
0,54%), Eh-WT (7,78 + 0,45%), CRTL-CD1" (7,66 + 0,57%) e Eh-CD1™ (7,08 +
0,39%) (Gréfico 4).
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GRAFICO 3: Frequéncia de linfocitos TCD4® CD69" do linfonodo
mesentérico de camundongos C57BL/6 WT e C57BL/6 CD1”, controles e

infectados com Entamoeba histolytica.

CTRL-WT: Camundongos C57BL/6 wild-type ndo infectados com E. histolytica
Eh-WT: Camundongos C57BL/6 wild-type infectados com E. histolytica
CTRL-CD1": Camundongos C57BL/6 CD1" nao infectados com E. histolytica
Eh-CD1"; Camundongos C57BL/6 CD1™ infectados com E. histolytica

Os dados sdo mostrados como média + erro padrao, N=8.
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GRAFICO 4: Frequéncia de linfécitos TCD4® CD69" do baco de
camundongos C57BL/6 WT e C57BL/6 CD1”, controles e infectados com

Entamoeba histolytica.

CTRL-WT: Camundongos C57BL/6 wild-type ndo infectados com E. histolytica
Eh-WT: Camundongos C57BL/6 wild-type infectados com E. histolytica
CTRL-CD1": Camundongos C57BL/6 CD1" nao infectados com E. histolytica
Eh-CD1”: Camundongos C57BL/6 CD1" infectados com E. histolytica

Os dados sdo mostrados como média + erro padrao, N=8.

Foi verificada reducdo significativa na frequéncia de linfécitos T CD8"
CD69" do LnM dos grupos CTRL-CD1” (7,99 + 0,43%) e Eh-CD1” (6,74 +
0,84%) em comparacao aos grupos CTRL-WT (31,64 + 9,29%) e Eh-WT (35,68
+ 3,71%) (p<0,05) (Grafico 5).
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GRAFICO 5: Frequéncia de linfécitos T CD8" CD69" do linfonodo
mesentérico de camundongos C57BL/6 WT e C57BL/6 CD1”, controles e

infectados com Entamoeba histolytica.

CTRL-WT: Camundongos C57BL/6 wild-type ndo infectados com E. histolytica
Eh-WT: Camundongos C57BL/6 wild-type infectados com E. histolytica
CTRL-CD1": Camundongos C57BL/6 CD1" nao infectados com E. histolytica
Eh-CD1"; Camundongos C57BL/6 CD1™ infectados com E. histolytica

Os dados sdo mostrados como média + erro padrdao, N=8. p<0,05

No baco nao foi verificada diferenca significativa na frequéncia dos
linfocitos T CD8" CD69* quando comparados os grupos CTRL-WT (17,50 +
2,54%), Eh-WT (13,57 + 2,71%), CRTL-CD1" (12,68 + 1,48%) e Eh-CD1™
(8,78 £ 0,47%) (Gréfico 6).
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GRAFICO 6: Frequéncia de linfécitos T CD8" CD69" do baco de
camundongos C57BL/6 WT e C57BL/6 CD1”, controles e infectados com

Entamoeba histolytica.

CTRL-WT: Camundongos C57BL/6 wild-type ndo infectados com E. histolytica
Eh-WT: Camundongos C57BL/6 wild-type infectados com E. histolytica
CTRL-CD1": Camundongos C57BL/6 CD1" nao infectados com E. histolytica
Eh-CD1”: Camundongos C57BL/6 CD1" infectados com E. histolytica

Os dados sdo mostrados como média + erro padrao, N=8.

O LnM dos animais dos grupos CTRL-CD1" (1,55 + 0,25%) e Eh-CD1™"
(0,87 + 0,11%) apresentaram reducdo significativa na frequéncia de linfécitos
CD19" CD69" quando comparados ao grupo CTRL-WT (38,70 + 6,97%) e Eh-
WT (64,88 + 10,46%) (p<0,05). Também ocorreu aumento significativo na
frequéncia de linfécitos CD19" CD69" do LC do grupo Eh-WT (64,88 + 10,46%)
em comparacao ao grupo CTRL-WT (38,70 + 6,97%) (p<0,05) (Grafico 7).
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GRAFICO 7: Frequéncia de linfécitos T CD19" CD69" do linfonodo
mesentérico de camundongos C57BL/6 WT e C57BL/6 CD1”, controles e

infectados com Entamoeba histolytica.

CTRL-WT: Camundongos C57BL/6 wild-type ndo infectados com E. histolytica
Eh-WT: Camundongos C57BL/6 wild-type infectados com E. histolytica
CTRL-CD1": Camundongos C57BL/6 CD1" nao infectados com E. histolytica
Eh-CD1”: Camundongos C57BL/6 CD1" infectados com E. histolytica

Os dados sdo mostrados como média + erro padrao, N=8. p<0,05

A frequéncia de linfocitos CD19" CD69" no baco dos animais do grupo
Eh-WT (3,52 + 0,23%) foi menor quando comparada com os grupos CTRL-
CD1" (7,60 + 0,85%), Eh-CD1" (8,46 + 1,39%) e CTRL-WT (4,74 + 0,44%)
(p<0,05) (Gréfico 8).

30



31

% 87

[(e]

[a)

O a

+ — —

S 6 a a

== ==

— b

(7] 4-

o

5

NS

£ 21

©

©

E) r :
CTRL-WT  Eh-WT CTRL-CD1”" Eh-cD1™

GRAFICO 8: Frequéncia de linfécitos T CD19" CD69" do baco de
camundongos C57BL/6 WT e C57BL/6 CD1” controles e infectados com

Entamoeba histolytica.

CTRL-WT: Camundongos C57BL/6 wild-type ndo infectados com E. histolytica
Eh-WT: Camundongos C57BL/6 wild-type infectados com E. histolytica
CTRL-CD1": Camundongos C57BL/6 CD1" nao infectados com E. histolytica
Eh-CD1”: Camundongos C57BL/6 CD1" infectados com E. histolytica

Os dados sdo mostrados como média + erro padrao, N=8. p<0,05

5.2 Andlise macroscoépica, histopatoldégica e quantitativa das lesdes

cecais

Apos 48 horas de infeccdo, a analise macroscopica mostrou hiperemia
no ceco de todos os camundongos do grupo Eh-CD1”, auséncia de contetido
fecal e presenca de Ulceras cecais em 2 animais deste grupo. As Ulceras
mostravam-se protuberantes, de formato arredondado e de coloragéo
esbranquicada, visiveis tanto na superficie mucosa quanto na serosa (Figuras
le, f). A andalise macroscépica do ceco dos camundongos do grupo Eh-WT néo
detectou a presenca de lesdes, sendo encontradas apenas hiperemia (Figuras
1c, d). Os cecos dos camundongos do grupo Eh-CD1” geralmente eram
maiores e mais distendidos por gases quando comparados aos dos
camundongos do grupo controle CRTL-CD1” (dados n&o mostrados). O
mesmo néo foi observado no grupo Eh-WT em relacdo ao seu controle CTRL-
WT.

31



32

A analise histopatoldgica mostrou que a mucosa cecal dos animais do
grupo CTRL-WT estava mais espessa, com criptas mais alongadas,
aparentemente, com maior producdo de muco pelas células caliciformes em
relacdo ao grupo CTRL-CD1”, cuja mucosa mostrava-se mais delgada e com
criptas mais curtas (Figuras 2a, b).

Foram observadas lesGes cecais amebianas em todos os camundongos
dos grupos Eh-CD17 e Eh-WT . As Ulceras amebianas eram caracterizadas por
necrose da mucosa e submucosa, as vezes atingindo também a camada
muscular, com a presenca de debris celulares e infiltrado inflamatério misto
constituido por neutréfilos, macrofagos, linfocitos e raros eosinoéfilos (Figuras
2e, f). Foram observadas Ulceras em 07 animais do grupo Eh-CD1”, de um
total de 10 animais necropsiados, em contraste dos animais do grupo Eh-WT
onde nado foram observadas Ulceras. Foram encontradas em todos os animais
de ambos os grupos Eh-WT e Eh-CD1™"", as zonas de necrose mais superficiais
detectadas somente a microscopia Optica, denominadas de erosdes e
caracterizadas por pequena zona de destruicdo da mucosa, as vezes atingindo
pequena faixa de submucosa, com ou sem infiltrado inflamatério misto, discreto
ou moderado (Figuras 2c, d).

A andlise quantitativa mostrou que a extensdo de mucosa necrosada foi
maior nos animais do grupo Eh-CD1” (2.713 + 566,6 pum) do que nos
camundongos Eh-WT (575,4 + 69,73 um) (p<0,05) (Gréfico 9).
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GRAFICO 9: Extens&o de mucosa necrosada em camundongos C57BL/6

WT e C57BL/6 CD1" inoculados com Entamoeba histolytica.
Eh-WT: Camundongos C57BL/6 wild-type infectados com E. histolytica.
Eh-CD1”: Camundongos C57BL/6 CD1"" infectados com E. histolytica.

Os dados sdo mostrados como média + erro padrdao, N=10. p<0,05

5.3 Anélise imuno-histoquimica qualitativa e quantitativa dos trofozoitos

N&o foi observada reacdo positiva em trofozoitos nos cortes histolégicos
onde o anticorpo primério foi substituido por PBS (dado ndo mostrado), ao
contrario dos cortes que receberam o anticorpo anti-E. histolytica (Figura 3a).
Os trofozoitos de Entamoeba histolytica identificados pela imuno-histoquimica
foram encontrados em maior nimero nas areas de necrose e na borda de
Ulceras cecais, em ambos os grupos infectados (Figuras 3b, c¢). Em menor
quantidade, os trofozoitos foram observados na submucosa imediatamente
abaixo da ulcera, bem como distante da mesma, demonstrando a capacidade
de invasao do parasito (Figuras 3c, d). A analise quantitativa mostrou que o0s
trofozoitos foram frequentes em maior nimero nos camundongos do grupo Eh-
CD1™ (14,3 + 3,95) do que nos camundongos do grupo Eh-WT (5,6 + 1,19)
(p<0,05) (Gréfico 10).
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GRAFICO 10: Numero de trofozoitos no ceco de camundongos C57BL/6

WT e C57BL/6 CD1" inoculados com Entamoeba histolytica.

Eh-WT: Camundongos C57BL/6 wild-type infectados com E. histolytica
Eh-CD1” : Camundongos C57BL/6 CD1” infectados com E. histolytica

Os dados sdo mostrados como média + erro padrdao, N=10. *p<0,05

5.4 Analise imuno-histoquimica qualitativa e gquantitativa dos linfécitos
NK1.1".

Os linfocitos NK1.1" foram identificados através da presenca de
coloracdo marrom escura, de localizacao citoplasmatica, resultante da ligacao
do anticorpo anti-NK-1.1 de camundongo e da precipitacdo de
diaminobenzidina. Todas as células positivas apresentavam ndcleo pequeno e
esférico e, citoplasma frequentemente bem evidente (Figura 4a). Nos animais
dos grupos CTRL-WT e CTRL-CD1™ os linfécitos NK1.1" foram encontrados
predominantemente na lamina prépria e, mais raramente, na submucosa
(Figuras 4a, d). J& nos animais dos grupos Eh-CD1” e Eh-WT, os linfécitos
NK1.1" foram observados com maior frequéncia tanto na lamina propria quanto
na submucosa (Figuras 4b, c, e, f)

A andlise quantitativa mostrou que os linfécitos NK1.1" foram
significativamente menos frequentes nos camundongos dos grupos CTRL-CD1"
" (26,3 + 2,95) e Eh-CD1”" (22,4 + 4,23) quando comparados com 0S grupos
CTRL-WT (69,5 + 7,17) e Eh-WT (121,1 + 21,98) (p<0,05). A analise das
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suspensdes celulares do linfonodo mesentérico por citometria de fluxo nos
camundongos CD1d” mostrou reducao significativa dos linfécitos iNK T (CD3*
NK1.1%), sugerindo que a maioria dos linfocitos NK1.1" tratavam-se deste tipo
celular. Também foi observado aumento significativo no niumero de linfocitos
NK T nos animais do grupo Eh-WT em relacdo a todos os outros grupos de
animais (p<0,05). Nao foi observada diferenca significativa entre os animais
dos grupos CTRL-CD1” e Eh-CD1™". (Gréfico 11).
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GRAFICO 11: Numero de linfécitos NK1.1" no ceco de camundongos
C57BL/6 WT e C57BL/6 CD1” controles e infectados com Entamoeba
histolytica.

CTRL-WT: Camundongos C57BL/6 wild-type ndo infectados com E. histolytica
Eh-WT: Camundongos C57BL/6 wild-type infectados com E. histolytica
CTRL-CD1": Camundongos C57BL/6 CD1" nao infectados com E. histolytica
Eh-CD1"; Camundongos C57BL/6 CD1™ infectados com E. histolytica

Os dados sdo mostrados como média + erro padrdao, N=10. p<0,05

5.5 Analise qualitativa e quantitativa da mucosa cecal, de muco e da
mucina MUC-2

A mucosa do ceco consiste de glandulas ou criptas tubulares, formada
principalmente por células caliciformes e enterocitos. A mucosa dos

camundongos do grupo CTRL-WT apresentava-se mais espessa (Figura 2a) e
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aparentemente com maior produgdo de muco pelas células caliciformes em
relagéo ao grupo CTRL-CD1”, cuja mucosa mostrava-se mais delgada (Figura
2b). Diante de tais observacdes, utilizamos a coloracdo histoquimica Acido
Periodico de Schiff (PAS) para avaliar provaveis diferencas na expressao de
polissacarideos sulfatados, carboxilados e de glicoproteinas que constituem o
muco produzido pelas células caliciformes e também para mensurar a area de
mucosa.

A analise quantitativa mostrou que a area de mucosa dos camundongos
do grupo CTRL-WT (31.254 + 1.273 um?) foi maior do que a observada nos
camundongos do grupo CTRL-CD1” (20.641 + 1.885 pm?) (p<0,05) (Gréfico
12). Também foi observado que a area corada pelo PAS foi maior nos
camundongos do grupo CTRL-WT (5.820 + 237,1 um? do que nos
camundongos do CTRL-CD1” (3.525 + 496,2 um?) (p<0,05) (Grafico 13).
Diante destas diferencas observadas, decidimos avaliar a expressao imuno-
histoquimica da mucina MUC-2 na mucosa cecal de todos os grupos de

animais.
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GRAFICO 12: Area de mucosa cecal de camundongos C57BL/6 wild-type e

C57BL/6 CD1" controles.
CTRL-WT: Camundongos C57BL/6 wild-type ndo infectados com E. histolytica
CTRL-CD1": Camundongos C57BL/6 CD1" controles n&o infectados com E. histolytica

Os dados sdo mostrados como média + erro padrdao, N=10. *p<0,05
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GRAFICO 13: Area de muco na mucosa cecal de camundongos C57BL/6

wild-type e C57BL/6 CD1" controles.

CTRL-WT: Camundongos C57BL/6 wild-type ndo infectados com E. histolytica
CTRL-CD1": Camundongos C57BL/6 CD1” controles ndo infectados com E. histolytica

Os dados sdo mostrados como média * erro padrao, N=10. p<0,05
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Nos animais de ambos os grupos CTRL-CD1” (391,0 + 47,34 um?) e Eh-
CD17(750,0 + 68,44 pum?) foi verificada reducdo significativa da area de
marcacéo para MUC-2 em relacdo aos grupos CTRL-WT (1.066 + 192,9 pm?) e
Eh-WT (2.168 + 152,9 pm?) (p<0,05) (Figuras 5a, b, c, d). N&o foi verificada
diferenca entre os grupos CTRL-CD1" e Eh-CD1™. Ja no grupo Eh-WT, a area
MUC-2" foi significativamente superior a observada nos camundongos do
grupo CTRL-WT (p<0,05) (Gréfico 14).
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GRAFICO 14: Area MUC-2" na mucosa cecal de camundongos C57BL/6
wild-type e C57BL/6 CD1” controles e infectados com Entamoeba
histolytica.

CTRL-WT: Camundongos C57BL/6 wild-type ndo infectados com E. histolytica
Eh-WT: Camundongos C57BL/6 wild-type infectados com E. histolytica
CTRL-CD1": Camundongos C57BL/6 CD1" nao infectados com E. histolytica
Eh-CD1"; Camundongos C57BL/6 CD1™ infectados com E. histolytica

Os dados sdo mostrados como média + erro padrdo, N=10. p<0,05
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5.6 Andlise de correlagdo entre a &rea MUC-2" e a extensdo de necrose

Para avaliar as provaveis correlagdes existentes entre a area MUC-2" e
a extensdo de necrose, foi aplicado o teste de correlagdo Pearson apoés
verificada a distribuicdo normal entre as variaveis. Nos animais inoculados com
E. histolytica foi observada correlacdo negativa entre a area MUC-2" e a
extensdo de necrose (r= 0,4168), ou seja, quanto menor a area MUC-2" maior

a extensdo da necrose (p<0,05) (Grafico 15).
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GRAFICO 15: Correlacio entre a area MUC-2" e a extens&o da necrose. Os

dados sdo mostrados como coeficiente de determinacéo r. p<0,05
Teste de correlagdo negativa, correlacédo de Pearson.

5.7 Analise de correlagdo entre a area MUC-2" e o nimero de linfocitos
NK1.1"

Ao analisarmos as possiveis correlacbes existentes entre a area de
MUC-2" e o0 niimero de linfocitos NK1.1", empregamos o teste de correlagio de
Spearman por ndo podermos assumir ou garantir relagdo linear entre as
variaveis. Nos animais inoculados com E. histolytica foi observada correlacao

positiva entre a &rea MUC-2" e o nimero de linfécitos NK1.1* ( r’= 0,5956), ou
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seja quanto menor a area MUC-2° menor o nimero de linfécitos NK1.1*
(p<0,05) (Gréfico 16).
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GRAFICO 16: Correlacéo entre a area MUC-2* e o niimero de linfocitos
NK1.1".

Os dados séo mostrados como coeficiente de determinacéo r2. p<0,05
Teste de correlagéo positiva, correlacdo de Spearman.

5.8 Analise de correlacdo entre a extensdo de necrose e 0o numero de
linfocitos NK1.1"

Para analisar as possiveis correlacdes existentes entre a extensao de
necrose e o numero de linfocitos NK1.1%, foi realizado o teste de correlagéo de
Spearman por ndo podermos assumir ou garantir relacdo linear entre as
variaveis. Nos animais inoculados com E. histolytica foi observada correlacao
negativa entre a extensdo de necrose e o nimero de linfécitos NK1.1* (r’=
0,6159), ou seja, quanto menor o nimero de linfocitos NK1.1*, maior a
extensdo de necrose (p<0,05) (Grafico 17).
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GRAFICO 17: Correlacdo entre a extensdo de necrose e o numero de

linfécitos NK1.1".

Os dados séo mostrados como coeficiente de determinacéo r2. p<0,05
Teste de correlagédo negativa, correlagdo de Spearman.
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6. DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi analisar comparativamente a frequéncia de
linfécitos na amebiase intestinal em camundongos selvagens (C57BL/6WT) e
knockout para CD1d (C57BL/6CD17) e correlaciona-los com a intensidade das
lesdes, o numero de trofozoitos, de linfocitos NK T, area de muco e com a
expressdo de MUC-2. E importante ressaltar que, até o momento, este foi o
anico trabalho que propds pesquisar o envolvimento de linfécitos NK T na colite
amebiana.

Uma das observacdes mais importantes deste estudo foi a
demonstracdo de que os camundongos knockout para a molécula CD1 e,
consequentemente com menor numero de linfécitos NK T, sdo mais
susceptiveis a infeccdo amebiana e ao desenvolvimento de lesdes cecais.
Além disso, a menor producdo da mucina MUC-2 nos camundongos
C57BL/6CD1™" esta associada a reducdo do nimero de linfocitos NK T e ao
surgimento de lesdes cecais mais intensas.

O modelo experimental deste estudo permitiu realizar a analise
fenotipica por citometria de fluxo dos linfécitos NK T, TCD4", TCD8" e B do
LnM e baco, tracando o perfil da frequéncia celular de camundongos selvagens
e deficientes para a molécula CD1 em resposta a infec¢édo por E. histolytica. A
frequéncia de linfécitos NK T CD3" NK1.1° do LnM foi reduzida
significativamente em camundongos dos grupos CTRL-CD1” e Eh-CD1™
guando comparados com 0s grupos Eh-WT e CTRL-WT. Os linfécitos NK T séo
ativados diretamente através do reconhecimento de Ag’s glicolipidicos pela
molécula CD1 (Tupin et al, 2007). Tal reducdo era esperada nos camundongos
C57BL/6CD1™, pois a molécula CD1 é um componente necessario para
ativacdo de linfocitos iINK T. Esta analise confirma que os camundongos
C57BL/6CD1™ realmente apresentavam uma reduzida frequencia de linfcitos
NK T em relacdo aos camundongos selvagens, sendo apropriados para o
nosso estudo.

No LnM dos grupos CTRL-CD1” e Eh-CD1" foi verificada menor
frequéncia de linfocitos T CD8" CD69" em relacdo aos grupos CTRL-WT e Eh-
WT. Tal reducéo provavelmente pode ter ocorrido pela deficiéncia de células

NK T ativadas. Células NK T restritas a CD1d ativadas, produzem uma
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variedade de citocinas e sua auséncia pode levar a uma diminuicdo na
proliferacdo de célula T CD8" CD69" . Alguns autores observaram em
camundongos Jal8" e CD1d™, que a ativacéo de células NK T mediada por a-
Galactosilceramida aumenta a proliferacdo homeostatica de células T CD8"
mas ndo de células T CD4". O aumento da proliferacdo homeostatica de
células T CD8", foi relacionado a producéo de IL-4 por células NK T ativadas,
mostrando que a IL-4 atua diretamente sobre essas células T CD8" induzindo a
sua proliferacdo (Ueda et al, 2006). Contudo, em relacdo aos linfocitos T
citotoxicos, estudos de outros autores tém mostrado escassez destas células
na colite amebiana bem como no abscesso hepatico. A caracterizacdo por
imuno-histoquimica de linfécitos T CD8" e T CD4" na colite amebiana humana
ndo demonstrou a presenca de um numero significativo destas células e nem o
contato das mesmas com trofozoitos, tanto em regides lesadas quanto em
areas preservadas (Ventura-Juérez et al, 2007).

Alguns autores propdem que 0S principais mecanismos imunes
utilizados na infeccao intestinal por E. histolytica, ocorrem nos primeiros dias
apos a infeccdo, sendo mediados pela imunidade inata e independentes de
linfocitos T (Asgharpour et al, 2005). Ao analisarmos as células T CD8" CD69"
no baco, ndo verificamos nenhuma diferenca significativa na frequéncia destes
linfécitos quando comparados os camundongos dos grupos CTRL-WT, Eh-WT,
CRTL-CD1" e Eh-CD1™. Contudo, os resultados demonstraram uma tendéncia
de reducdo da frequéncia de linfécitos T CD8" CD69" no baco dos grupos
CTRL-CD1” e Eh-CD1" em relac&o aos grupos CTRL-WT e Eh-WT.

A molécula CD1d é constitutivamente expressa nas células dendriticas,
linfécitos B e macrofagos, tanto no homem quanto no camundongo, embora os
niveis de expressao possam variar entre estes tipos celulares (Brossay et
al,1997). A analise quantitativa dos linfocitos demonstrou reducéo significativa
na frequéncia de linfécitos B (CD19" CD69") no LnM dos animais dos grupos
CTRL-CD1" e Eh-CD1" quando comparados aos grupos CTRL-WT e Eh-WT.
E possivel que tal reducdo de linfocitos B recém ativados no LnM dos
camundongos C57BL/6CD1™ esteja relacionada a escassez de linfécitos iNK T
ativados nos camundongos deficientes em CD1, o LnM drena diretamente a
linfa da mucosa cecal onde existem muitos linfécitos iNK T. Alguns autores ja

mostraram que a ativagdo in vivo de linfocitos iINK T murinos com a-
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Galactosilceramida induz a producdo de IL 4 por estes linfocitos e leva a
expressdo de marcadores de ativacdo como CD69, B7-2 e I-A° em linfécitos B
(Kitamura et al, 2000). Em humanos, a ativac¢éo de linfécitos NK T in vitro com
a-Galactosilceramida induz a producdo de IL 4 e IL 13 que estimulam a
proliferacéo de linfocitos B e a producédo de anticorpos IgG1 e IgM total (Galli et
al, 2003).

Ao compararmos o0 numero de linfécitos B recém ativados no LnM dos
camundongos do grupo Eh-WT com o grupo CTRL-WT, foi verificado o
aumento significativo nos camundongos infectados com E. histolytica. Os
linfécitos B, além de participarem na apresentacdo de antigenos via MHC e
CD1d, também atuam na imunidade contra E. histolytica através da producéo
de IgA e 1gG. A resposta humoral contra a E. histolytica na colite amebiana
pode atuar tanto local como sistemicamente, dependendo do nivel de invasao
intestinal e extra-intestinal causada pelo protozoario (Carrero et al, 2007). O
aumento significativo do nimero de linfécitos B recém ativados no LnM do
grupo Eh-WT sugere a ativacdo da imunidade humoral e sua provavel
participacdo na resisténcia contra os trofozoitos, apesar do tempo de infec¢éo
deste estudo ndo permitir uma analise mais detalhada. A capacidade do LnM
de drenar diretamente a linfa vinda do intestino onde esta o foco inflamatoério
também poderia favorecer a chegada de antigenos e a ativacdo dos linfocitos
B.

Ao contrario do observado no LnM, houve reducdo da frequéncia de
linfécitos B recém ativados no baco dos animais do grupo Eh-WT quando
comparada com 0s grupos CTRL-CD1", Eh-CD1” e CTRL-WT. Os linfécitos B
parecem participar da imunidade a E. hystolytica. Assim, pode estar ocorrendo
o recrutamento de linfécitos B recém ativados do baco para o LnM ou outros
orgdos onde seriam mais expostos a antigenos provenientes do local da
inflamacéo e ativados para a producéo de IgA e IgG. Essa migracao explicaria
a reducdo na frequéncia dessas células no baco.

Outro achado importante foi obtido pela identificagdo imuno-histoquimica
e analise quantitativa dos trofozoitos de E. histolytica, cujo nimero no ceco foi
significativamente superior nos camundongos do grupo Eh-CD1d” quando
comparado com o0s camundongos do grupo Eh-WT. Estes resultados

demonstram que os linfécitos NK T séo eficazes na resisténcia contra o0s
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trofozoitos na colite experimental amebiana, assim como sdo importantes no
controle da colonizagdo bacteriana no trato gastrointestinal de camundongos C57BL/6
(Nieuwenhuis et al, 2009). Neste trabalho, os autores mostraram que a colonizagéo
do intestino por ambas as bactérias Gram-negativas e Gram-positivas foi maior em
camundongos C57BL/6CD1™".

A molécula CD1d é conhecida pela sua capacidade de apresentar
antigenos glicolipidicos para os linfocitos NK T (Van Rijn et al, 2004). Assim,
células restritas a CD1d poderiam responder a infeccdo pelo reconhecimento
de lipides e carboidratos antigénicos de diferentes patdégenos (Schofield et al,
1999; Amprey et al, 2004). Através da técnica de imuno-histoquimica, foram
identificados linfécitos NK1.1® em todos os grupos de camundongos,
caracterizados pela presenca de ndcleo pequeno e esférico, com citoplasma
frequentemente bem evidente nos camundongos dos grupos CTRL-WT e
CTRL-CD1". Os linfécitos NK1.1* foram encontrados predominantemente na
lamina propria e, mais raramente, na submucosa. J4 nos animais dos grupos
Eh-WT e Eh-CD1”, foram observados com maior frequéncia tanto na lamina
prépria quanto na submucosa. Tal observacdo pode ser atribuida a resposta
imune contra os trofozoitos presentes na parede cecal, que desencadeiam a
migracdo de neutréfilos e outras células inflamatérias para a submucosa e a
lamina propria. Durante a evolugdo da amebiase, os trofozoitos de E.
histolytica movimentam-se pela submucosa, ampliando a zona de necrose e
originando a classica lesdo colbnica amebiana conhecida como "Ulcera em
forma de frasco ou botdo de camisa" (Prathap; Gilman, 1970). A maior
frequéncia de linfocitos NK1.1* na submucosa e na lamina prépria dos
camundongos do grupo Eh-WT, aliado ao menor numero de trofozoitos
também observado nestes animais quando comparado com 0 seu controle,
sugere que tais linfécitos possam estar atuando na resposta a infecgdo
intestinal amebiana. Tal hipétese é reforcada pela observacdo de que os
camundongos do grupo Eh-CD1”" apresentaram reduzido niimero de linfécitos
NK1.1" e elevado parasitismo tecidual.

A menor quantidade de linfocitos NK1.1* no ceco dos camundongos
dos grupos CTRL-CD1” e Eh-CD1” era esperada, uma vez que o0s
camundongos duplamente negativos para CD1d ndo possuem linfécitos iINK T,
restritos a apresentagao de antigenos via CD1d (Smiley et al, 2005).
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Sabe-se que a imunidade inata, como a constituida pelas barreiras
epiteliais mucosas, € a primeira reacdo do organismo do hospedeiro frente a
um patdégeno e que atua limitando a agressao durante o inicio da exposicado do
hospedeiro aos microorganismos. A imunidade natural aos patégenos contribui
para formacdo das respostas imunoldgicas adquiridas, podendo influenciar o
seu carater, tornando-as mais eficazes contra diferentes tipos de
microrganismaos.

No grupo de camundongos selvagens inoculados com E. histolytica,
a analise histopatolégica mostrou que a maior parte da mucosa cecal era mais
espessa, com criptas alongadas e, aparentemente, com maior producédo de
muco em relacdo aos camundongos C57BL/6CD1” inoculados com E.
histolytica, as quais apresentavam uma mucosa delgada e com criptas mais
curtas. Diante de tais observacdes e da auséncia de publicacdes sobre o ceco
normal de camundongos C57BL/6CD1”, utilizamos a coloracdo PAS para
avaliar provaveis diferencas na expressdo de polissacarideos sulfatados,
carboxilados e de glicoproteinas que constituem o muco produzido pelas
células caliciformes e também para mensurar a area de mucosa. A analise
quantitativa da area de mucosa, bem como da area PAS", confirmou o achado
histopatolédgico e contribuiu para mostrarmos que a area de mucosa e de muco
dos camundongos do grupo CTRL-WT foram significativamente maiores do que
as observadas nos camundongos CTRL-CD1™".

E possivel que a barreira epitelial mucosa, com sua espessura e
producdo de muco em guantidades normais, tenha colaborado para menores
niveis de lesdo e parasitismo nos camundongos do grupo Eh-WT. Ja& nos
camundongos C57BL/6CD1” infectados, a deficiéncia destes elementos que
em condicbes normais atuam limitando a agresséo da infeccdo em suas fases
iniciais, pode ter favorecido parcialmente a maior frequéncia de Ulceras cecais
e 0 maior niamero de trofozoitos. Alguns estudos corroboram 0S NoSsSos
achados por mostrarem que, em diferentes linhagens de camundongos, a
resisténcia contra a E. histolytica € conferida nos primeiros dias apés a
infecgdo, através da imunidade inata e independente de linfocitos T
(Asgharpour et al, 2005).

Ao observarmos que os camundongos C57BL/6WT tinham uma area

corada pelo PAS maior em relacdo aos camundongos C57BL/6CD17,
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decidimos avaliar a expressdo imuno-histoquimica da mucina MUC-2 na
mucosa cecal de todos os grupos de animais. Estudos in vitro utilizando células
de adenocarcinoma de intestino grosso, mostraram que os trofozoitos de E.
histolytica secretam uma familia de CP’s capazes de perturbar a producéo de
MUC-2, que é o principal componente do muco colénico humano (Moncada et
al, 2003). Nos camundongos de ambos os grupos CTRL-CD1”" e Eh-CD1™ foi
verificada reducéo significativa da area de marcacdo para MUC-2 em relacao
aos grupos CTRL-WT e Eh-WT. Tal resultado era esperado, pois MUC-2 é a
principal mucina presente no muco intestinal e a analise quantitativa de muco
corado pelo PAS demonstrou que os camundongos C57BL/6CD1" possuem
uma menor area de mucosa e de muco que os camundongos C57BL/6WT.

Alguns estudos demonstraram que a ativacdo de linfécitos NK T murinos
isolados do timo, bago, medula éssea e figado, sofrem aumento de sua atividade
citotéxica e produzem citocinas tanto do tipo Thl, como o IFN-y e o TNF-q,
quanto do tipo Th2, como IL 4, IL 10 e IL 13 (Bendelac et al, 1992; Bendelac;
Schwartz, 1991). Camundongos deficientes em linfécitos NK T ativados podem
apresentar reducdo significativa na producéo de citocinas, incluindo IL 10. J&
foi verificado que camundongos deficientes em CD1d possuem niveis
moderadamente baixos de mRNA para IL 10 (Smiley et al, 2005). Foi
demonstrado que camundongos deficientes em IL 10 apresentam reduzida
sintese de MUC-2 e, com isso, uma menor barreira de defesa entre os
trofozoitos e as células intestinais do hospedeiro (Hamano et al, 2006). Nos
animais inoculados com E. histolytica foi observada correlagéo positiva entre a
area de MUC-2" e o nimero de linfécitos NK1.1*, demonstrando que a reducéo
do numero de linfocitos NK T também reduziu a expressdo de MUC-2". A
correlacdo negativa encontrada entre a area de MUC-2 e a extensdo de
necrose nos animais infectados demonstra que esta mucina é importante
mecanismo de imunidade inata contra a E. histolytica.

Corroborando com a hipétese acima discutida, nos camundongos do
grupo Eh-WT foi observada uma area positiva de MUC-2 significativamente
superior a encontrada nos camundongos do grupo CTRL-WT. E possivel que
este aumento tenha ocorrido em resposta a infeccdo pela E. histolytica, e do
consequente processo inflamatério desencadeado. As células do epitélio

intestinal agredidas pelos produtos amebianos, tais como amebaporos e
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cisteina proteinases, sdo estimuladas a produzirem grande quantidade de
mediadores quimicos da inflamacéo, incluindo a IL 8, IL 1, GMCSF, TNF-a e
ciclooxigenase (Stanley; Reed, 2001). Assim, nos camundongos do grupo Eh-
WT, a correlacdo negativa entre a area MUC-2 e a extensdo de necrose sugere
gue a maior area de MUC-2 pode ter favorecido a menor frequéncia de lesdes,
reforcando as observacdes de outros autores sobre o papel protetor desta
mucina na colite amebiana (Hamano et al, 2006).

Os resultados mostraram que a deficiéncia de linfocitos NK1.1" nos
camundongos do grupo Eh-CD1” correlacionou-se com a menor producéo de
muco, especialmente de MUC-2, ambas reduzindo a capacidade do hospedeiro
em controlar a infeccdo e, consequentemente, levando a colite amebiana
significativamente mais grave. Além disso, a atuagdo dos linfocitos NK T e a
presenca de uma mucosa normal para responder a infeccdo nos camundongos
selvagens, demonstrou a importancia destes dois mecanismos da imunidade
inata no controle da infeccdo amebiana em suas fases iniciais (Espinosa-

Cantellano; Martinez-Palomo, 2000).
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7. CONCLUSAO

7.1 A deficiéncia da molécula CD1 favorece o0 surgimento de colite

experimental amebiana grave.

7.2 A mucosa cecal mais delgada e com menor producdo de MUC-2 em
camundongos C57BL/6CD1" favorece a infecgcdo amebiana e o surgimento de

lesdes intestinais.
7.3 A molécula CD1 esta envolvida na resisténcia contra os trofozoitos de

Entamoeba histolytica, possivelmente pela apresentacdo de antigenos para

linfécitos INK T e pela estimulagéo a producao de MUC-2.
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8. ABSTRACT

Entamoeba histolytica is a protozoan that causes amoebiasis, disease that
produce around of 50 millions of cases and 100 thousands of deaths per year
all over the world. Recent studies demonstrated that Natural Killer T
lymphocytes (NK T) constitute an important barrier against the development of
amoebaean hepatic abscesses in its initial stages. The action of lymphocytes in
the protection of invasive infection is still a controversy issue and has to be
better evaluated. In this context, NK T lymphocytes are especially attractive due
to the scarce relevance of studies in the area. C57BL/6 wild-type and
C57BL/6CD1" mice were inoculated with E. histolytica intracecal and sacrificed
48 hours after infection to collect spleen, cecal lymph nodes(LC) and caecum.
Cells suspensions of spleen and from LC were analyzed by flow cytometry
using staining for NKT+, CD4+,CD8+ and CD19+CD69+. The caecum was
used for quantitative analyses of lesions, trophozoites, NK T lymphocytes and
MUC-2 trough immune-histochemistry reaction. Quantitative analyses of LC NK
T lymphocytes frequency showed significant reduction in CTRL-CD1” and Eh-
CD1” groups when compared with Eh-WT and CTRL-WT. We also noted a
considerable reduction in the frequency of CD19+CD69+ and CD8+CD69+ in
the LC from CTRL-CD1” and Eh-CD1” groups when compared with Eh-WT
and CTRL-WT. In addition, there was a noteworthy increase in the frequency of
B cells from LC in Eh-WT group in comparison to CTRL-WT but reduction in
spleen of Eh-WT group when compared with CTRL-CD1”, Eh-CD1” and
CTRL-WT. The extension of necrotic mucosal as well as number of trophozoites
was higher in Eh-CD1”" compared to Eh-WT mice. The quantitative analyses
showed that NK T lymphocytes were significantly less frequent in mice from
CTRL-CD1” and Eh-CD1" groups. We also observed a significant increase in
the number of NK T lymphocytes in Eh-WT mice in relation to the other groups.
The mucosal area of CTRL-WT group was bigger than that observed in CTRL-
CD1”. In mice from both groups, CTRL-CD1” and Eh-CD1, was verified a
reduction in the stained area for MUC-2 in comparison with CTRL-WT and Eh-
WT. However, in Eh-WT mice the area stained for MUC-2 was significantly
superior to that observed in CTRL-WT mice. Our results showed that NK T
lymphocytes are efficient in the resistance against Entamoeba histolytica
trophozoites and that its deficiency favors the appearance of severe
amoebaean experimental colitis. Moreover, the thinner cecal mucosa with
smaller production of MUC-2 in C57BL/6CD1” mice favors amoebaean
infection and intestinal lesions emergence. NK T lymphocytes are related with
production of MUC-2 and the linked action of these two mechanisms of innate
immunity act in the resistance against amoebaean infection in its initial stage.
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10.1 Figuras do modelo experimental

Figura 1: Ceco de Camundongos C57BL/6 WT e C57BL/6CD1” controles e
inoculados com trofozoitos de Entamoeba histolytica. (a) Grupo CTRL-WT:
ceco de aspecto normal; (b) Grupo CTRL-CD1™: ceco com aspecto normal; (c)
Grupo Eh-WT: ceco com hiperemia; (d) Aspecto da mucosa cecal da figura 1c
apos seccao longitudinal, mostrando algumas regides hiperémicas; (e) Grupo
Eh-CD1": tlcera (setas delimitam a Ulcera) de coloracdo esbranquicada, visivel
na superficie serosa hiperémica; (f) Aspecto da mucosa cecal da figura 1e apdos
seccdo longitudinal, permitindo a visualizacdo da Ulcera (seta) na superficie

mucosa com areas de hiperemia.
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Figura 2: Fotomicrografia de ceco de Camundongos C57BL/6 WT e
C57BL/6CD1" controles e inoculados com trofozoitos de Entamoeba
histolytica. (a) Grupo CTRL-WT: camadas mucosa, submucosa e muscular
com aspecto normal. Acido Periodico de Schiff. Barra = 100 pm; (b) Grupo
CTRL- CD1": ceco mostrando delgada camada mucosa. PAS. Barra = 100 um;
(c) Grupo Eh-WT: ceco com eroséo (setas) da camada mucosa. H&E. Barra =
100 um; (d) Maior aumento da figura anterior mostrando destruicdo parcial (*)
da camada mucosa e discreto infiltrado inflamatorio na submucosa. H&E. Barra
= 30 um; (e) Grupo Eh-CD1™: necrose (N) de grande extensdao em todas as
camadas da parede cecal. Infiltrado inflamatério na submucosa (*). H&E. Barra
=100 um; (f) Maior aumento da figura anterior mostrando necrose (N) e grande
namero de trofozoitos (cabecas de seta). H&E. Barra = 30 um. Mucosa (M),
submucosa (S), muscular (Mu) e Serosa (Se).
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Figura 3: Reacdo imuno-histoquimica para trofozoitos de Entamoeba
histolytica. (a) Controle positivo de reagdo imuno-histoquimica para
trofozoitos. Parénquima hepatico de hamster com grande quantidade de
trofozoitos (cabecas de seta). Necrose (N); (b) Grupo Eh-WT: trofozoitos
positivos (cabecas de seta) em erosdo delimitada por mucosa cecal bem
preservada. Necrose (N) na submucosa; (c) Grupo Eh-CD1™"; ampla regiao de
necrose (N) com grande numero de trofozoitos positivos (cabecas de setas) e
infiltrado inflamatério (*); (d) Eh-CD1”: trofozoitos positivos (cabecas de seta)
na camada serosa. Necrose (N) na camada submucosa e infiltrado inflamatério
(*) nas camadas muscular e serosa. Barra = 30 pm. Mucosa (M), submucosa

(S), muscular (Mu) e Serosa (Se).
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Figura 4: Reacgdo imuno-histoquimica para linfocitos NK1.1" no ceco de
C57BL/6 WT e C57BL/6CD1” controles e inoculados com trofozoitos de
Entamoeba histolytica. (a) Grupo CTRL-WT: linfécitos NK1.1* com coloracgéo
marrom citoplasmatica, indicando marcacdo positiva (cabecas de seta); (b)
Grupo Eh-WT: notar a presenca de varios linfocitos NK1.1" positivos nas
camadas mucosa, submucosa, muscular e serosa. Necrose (N); (c) Grupo Eh-
WT: grande nimero de linfécitos NK1.1" positivos nas camadas mucosa e
submucosa integras; (d) Grupo CTRL-CD1”: escassos linfécitos NK1.1*
positivos (cabecas de seta) na camada mucosa; (e) Grupo Eh-CD1™: linfécito
NK1.1" positivo (cabeca de seta) em meio a infiltrado inflamatdrio na
submucosa. Necrose (N); (f) Grupo Eh-CD1”; area de mucosa preservada com
escassos linfocitos NK1.1" positivos (cabecas de seta). Infiltrado inflamatério (*)
na camada submucosa. Contra-coloracdo com hematoxilina de Harris.

Barra = 30 um. Mucosa (M), submucosa (S), muscular (Mu) e Serosa (Se).
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Figura 5: Reacdo imuno-histoquimica para a mucina MUC-2 no ceco de
C57BL/6 WT e C57BL/6CD1™” controles e inoculados com trofozoitos de
Entamoeba histolytica. (a) Grupo CTRL-WT: notar a presenca de marcacao
positiva para MUC-2 (cabecas de seta) na camada mucosa devido a presenca
de coloracdo marrom; (b) Grupo Eh-WT: aumento da area de marcacdo MUC-
2" (cabecas de seta) na camada mucosa comparado com a figura 5a; (c) Grupo
CTRL-CD1”: pequenas &areas de marcacéo positiva para MUC-2 (cabecas de
seta); (d) Grupo Eh-CD1”: aumento da marcacdo MUC-2" (cabecas de seta)
na camada mucosa em relacdo a figura 5c; infiltrado inflamatério (*). Contra-
coloragdo com hematoxilina de Harris. Barra = 20 pm. Mucosa (M), submucosa

(S), muscular (Mu) e Serosa (Se).
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