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Resumo

Toxoplasmose é uma zoonose de ampla distribuicAo mundial e diferentes
vias de transmissdo. Reconhecendo que o parasito se evade do intestino
para todo o corpo por meio de vasos, e que 0 mesmo possui afinidade por
tecido muscular e neural, o objetivo deste estudo foi avaliar o perfil
quantitativo dos neurbnios do plexo cardiaco e a deposicdo de fibras
colagenas no coracdo de ratos infectados por diferentes indculos de
Toxoplasma gondii. Para tanto, foram utilizados 20 animais machos
distribuidos aleatoriamente em 4 grupos (n=5). O grupo controle (GC) nao foi
infectado e os demais grupos foram infectados com diferentes dosagens de
oocistos: GI 50 (50 oocistos esporulados), GI 100 (100 oocistos esporulados)
e GI 500 (500 oocistos esporulados). Ap6s 30 dias de infec¢éo, os coracdes
foram coletados, incluidos em parafina, cortados e corados pelas técnicas de
Giemsa (para andlise quantitativa) e Picrosirus (para analise das fibras
colagenas). Os dados foram comparados usando o software BioEstat 5.4. A
fim de determinar a normalidade dos dados, o teste de D'Agostino Pearson
foi realizado, seguido pelo teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunns
(GraphPad Prism 5®). A quantidade de neurénios do plexo cardiaco néo foi
significativamente diferente entre o0s grupos. Em contrapartida, houve
aumento do colageno do tipo | e reducdo do colageno do tipo Il no grupo Gl
500. Logo, mesmo que, possivelmente, a carga parasitaria ndo foi o
suficiente para alteragées neuronais quantitativas, a presenca do parasita no
organismo leva a respostas inflamatdrias que podem alterar o colageno do
plexo cardiaco.

Introducao

A toxoplasmose é uma parasitose com ampla distribuicdo geogréfica.
As vias de transmissao do protozoario Toxoplasma gondii (T. gondii) incluem
a ingestao de cistos presentes em carnes cruas, 0 rompimento da barreira
transplacentaria pelos taquizoitos e a ingestdo de oocistos presentes em
alimentos e/ou agua contaminados. Cistos de T. gondii podem ser
encontrados em diversos orgaos incluindo cérebro e coracdo, uma vez que

] FUNDACAO 2
> [ACNPq ARAUCARIA GOVERNO **

Conseiho Nacional de Desanvotvimento Apolo a0 Desenvolvimento Cientifico
Tecnolégico do Parand

Gt o e DO ESTADO DO PARANA




>
N S o
e e s e e | (A
&S
0s taquizoitos podem passar pelo intestino e atingir os tecidos nervosos e
musculares por meio dos sistemas linfatico e circulatorio (Silva et al., 2006).
O coracao dispde de uma tripla inervacdo sendo uma delas advinda do
sistema nervoso auténomo (SNA), outra do sistema nodal e outra ainda de
uma vasta rede de neurdnios. Esta rede, conhecida como plexo cardiaco,
tem por principal funcdo auxiliar nos batimentos cardiacos (Jimenes et al.,
2017). Com essa finalidade, de manter o ritmo cardiaco unindo as diversas
células cardiacas, proteinas de coldgeno sdo produzidas, destas, em
especial, o colageno tipo | e tipo Il (Cowling et al., 2019).
Uma vez que o T. gondii tem afinidade por tecido nervoso e muscular,
pressupfe-se que estruturas nervosas do plexo cardiaco possam ser
afetadas por este parasita. Assim, o0 objetivo deste estudo foi avaliar o perfil
guantitativo dos neurénios do plexo cardiaco e a deposicdo de fibras
colagenas no coracdo de ratos infectados por diferentes indculos de T.
gondii.

Materiais e métodos

Este estudo foi previamente aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Estadual de Maringa (n° 081/2012).
Foram utilizados 20 ratos machos da linhagem Wistar distribuidos
aleatoriamente em 4 grupos (n=5). O grupo controle (GC) foi tratado por via
oral com solugdo salina (0,9% NacCl). Os outros grupos, apds completarem
60 dias de vida, foram infectados com diferentes dosagens de oocistos de T.
gondii da cepa ME 49 (gendtipo 1l): Gl 50 (infectados com 50 oocistos), Gl
100 (infectados com 100 oocistos) e Gl 500 (infectados com 500 oocistos). O
periodo de infeccdo foi de 30 dias e a confirmacéo foi feita pela detec¢éo de
anticorpos IgG anti-T. gondii.
Apés a eutanasia, os animais foram submetidos a toracotomia para a
remocao cirdrgica do coracdo. Para o procedimento histoldgico, inicialmente
foi realizado um processo de desidratacdo do coragao, seguido de banhos
de parafina granulada. Cortes seriados de 5 um foram realizados com o
auxilio de um micrétomo no sentido transversal do 6érgdo. Apenas cortes
acima do septo atrioventricular foram utilizados. As laminas foram
distribuidas para as seguintes técnicas de coloragdo: Giemsa (para
guantificar o numero de neurdnios) e Picrosirus (para analisar a deposi¢cao
de fibras colagenas tipos | e Ill associadas ao plexo cardiaco).
A analise quantitativa dos neurénios foi realizada pela contagem de todos os
neurbnios presentes nos ganglios de cada animal. A analise das fibras
colagenas do plexo cardiaco foi feita com o auxilio de um microscépio de luz
polarizada a fim de diferenciar a birrefringéncia e a organizacao das fibras
colagenas dos tipos | e Ill da matriz extracelular.
Os dados foram comparados usando o software BioEstat 5.4 (Mamiraua®).
O teste de D'Agostino Pearson foi realizado para determinar a normalidade
dos dados. As variaveis apresentaram distribuicdo livre e foram avaliadas
pelo teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunns (GraphPad Prism 5®).
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Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo e p<0,05 foi
considerado estatisticamente significativo.

Resultados e Discussao
N&ao houve diferenca significativa em relagdo ao numero total de

neurdnios dos grupos avaliados (Figura 1).
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Figural: Ndmero total de neurénios.

Resultados diferentes foram encontrados por Ferezin et al. (2017) os quais
observaram reducdo de neurbénios mioentéricos do colon em ratos infectados
por diferentes quantidades de oocistos, sendo ainda mais significativo com a
dose de 5000. E possivel que a inalteracéo do parametro analisado deva-se,
ndo s6 as concentracbes de oocistos, mas também a menor capacidade
migratOria da cepa de genotipo Il em relacédo a outros genotipos (Barragan e
Sibley, 2002), e consequentemente a baixa capacidade de evasédo do
parasito pela barreira epitelial do intestino.

Em contrapartida, houve diferenca significativa quanto a analise da area
corada e preenchida pelas fibras colagenas dos tipos | e Ill. Assim, o
colageno do tipo | mostrou-se mais presente em animais do grupo Gl 500,
guando comparado ao GC e ao Gl 50. Por outro lado, o colageno do tipo Il
apresentou-se em menor proporcao no Gl 500 em relagcédo ao GI 100 (Figura
2).
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Figura 2. Deposicéo das fibras colagenas dos tipos | (A) e 1l (B) ao redor dos ganglios do
plexo cardiaco. a: Gl 500 em relagédo ao GC; b: GI 500 em relacao ao Gl 50; ¢: GI 500 em
relacdo ao Gl 100.

Tais tipos de colageno estdo diretamente relacionados a cicatrizacao
tecidual, sendo comum a proliferacdo de colageno do tipo Ill logo apdés uma
lesdo e a do colageno do tipo | em fase mais tardia. Assim, € frequente
identificar tais altera¢cdes ndo s6 no reparo tecidual, mas também associada
a resposta inflamatoria, obesidade, diabetes, sindrome metabdlica, drogas,
radiacéo e infec¢des do coracao (Cowling et al., 2019).
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Logo, mesmo que, possivelmente, a carga parasitaria ndo foi o suficiente
para alteracdes neuronais quantitativas, a presenca do parasita no
organismo leva a respostas inflamatdrias que podem alterar o colageno do
plexo cardiaco.

Conclusbtes

Conclui-se que a infeccdo cronica por T. gondii nao alterou
guantitativamente os neurénios do plexo cardiaco, mas causou proliferacédo
de colageno do tipo | e reducdo do colageno do tipo Il no grupo infectado
por 500 oocistos. Admite-se ser de extrema importancia que mais estudos
sejam realizados a fim de melhor compreender a influéncia de outras
concentragdes de inoculos.
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