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Resumo:

O Toxoplasma gondii é causador da toxoplasmose, afeta diversos animais,
acarretando uma disbiose intestinal. Seu tratamento utilizada-se
pirimetamina e sulfadiazina, no entanto, esta acarretando no surgimento de
cepas resistentes. A Echinacea purpurea é considerada imunoestimulante e
anti-inflamatéria. Foram utilizados 42 ratos (n=7) distribuidos em GC (Grupo
controle), GI-NT (Grupo infectado e nao tratado), GC-EP (Grupo néao
infectado e tratado com E. purpurea), GI-EP (Grupo infectado e tratado com
E. purpurea), GC-P (Grupo nao infectado e tratado com pirimetamina) e GI-P
(Grupo infectado e tratado com pirimetamina). Os grupos GC-EP e GI-EP
foram tratados com E. purpurea por 28 dias antes e depois da infec¢cdo. Os
grupos GC-P e GI-P receberam pirimetamina. Os grupos infectados
receberam 500 oocistos de T. gondii. Apds o tratamento, os animais foram
submetidos a eutanasia, o jejuno foi coletado, fixado em paraformaldeido,
incluidos em parafina e realizado cortes semiseriados de 4 pum.
Posteriormente desparafinizados e corados por meio de Alcian blue 1.0 para
evidenciar células caliciformes (CCs) secretoras de sulfomucinas e Alcian
blue 2.5 para as CCs secretoras de sialomucinas. Foram contados 16
campos de 160 células epiteliais incluindo as CCs. Realizou-se o teste
ANOVA por meio do software GraphPad Prism 5.01. Considerando o nivel
de significancia de 5% (p < 0,05). O nimero de CCs, nas duas coloracoes,
aumentaram nos grupos GI-NT, GC-P e GI-P comparados ao GC. E
diminuiram no GI-P em comparacdo com GI-NT e GI-P. A infeccéo crénica
por T. gondii, como o tratamento com E. purpurea aumentaram o niumero de
CCs.
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A toxoplasmose é uma doenca de alta frequéncia na populagédo
humana. E causada pelo Toxoplasma gondii, um parasito intracelular
obrigatdrio. A sua principal forma de transmissdo é por meio do consumo de
alimento e agua contaminada com oocistos. Seu ciclo sexual ocorre no
interior dos enterocitos intestinais de felinos que eliminam fezes com
milhares de oocistos no ambiente. Quando outro animal ou o homem
ingerem 0s oocistos, estes se rompem no interior do intestino delgado,
liberando esporozoitos e bradizoitos que infectam as células intestinais e se
diferenciam em taquizoitos, caracterizando a fase aguda. Depois de estarem
bem difundido pelo hospedeiro, comecam a formar cistos teciduais por
causa da resposta imunologica, caracterizando a fase cronica da doenca
(GANGNEUX; DARDE, 2012).

Como o intestino delgado é o local de inicio para diversas infeccoes,
assim o epitélio é preparado para responder contra invasores intestinais. E
composto principalmente por enterdcitos que fazem a absorcdo de nutrientes
e células caliciformes (CCs) com funcdo de produzir mucinas neutras e
acidas, subdivididas em sulfatadas (sulfomucinas) e a nao sulfatadas
(sialomucinas). Este muco fica sobre o epitélio e o auxilia na protecédo e no
transito intestinal (MOAL; SERVIN, 2006).

O tratamento padrao para toxoplasmose € a pirimetamina combinada
com sulfadiazina, que atuam como inibidor enzimatico, bloqueiando a
sintese de DNA. Muitas cepas de T. gondii passaram a ser resistentes a
estes medicamentos, sendo necessario a busca por novos meios
terapéuticos. Os extratos de plantas, como a Echinacea purpurea vem se
mostrando promissores para tratamentos contra infec¢des parasitarias, por
ser anti-inflamatérios, imunomoduladores e citotéxicos (JUNIOR, et al.
2016).

O estudo objetivou a avaliacdo das células caliciformes presentes no
jejuno de ratos infectados com T. gondii e tratados com E. purpurea.
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Materiais e métodos

O projeto foi aprovado pela CEAU-UEM (protocolo 7633021018).
Foram utilizados 42 Rattus norvegicus machos com 21 dias de vida.
Receberam antiparasitario por via oral (500 mg/Kg de suspensdo de
Metronidazol/5 dias e 50 mg/Kg de suspensdo de Fembendazol em dose
Unica). Foi realizado o exame parasitologico 7 dias apos esse tratamento e
verificado a auséncia de parasitoses. Em seguida os ratos foram separados
aleatoriamente em 6 grupos (n=7) sendo GC (Grupo controle), GI-NT (Grupo
infectado e né&o tratado), GC-EP (Grupo nao infectado e tratado com
Echinacea purpurea), GI-EP (Grupo infectado e tratado com Echinacea
purpurea), GC-P (Grupo nao infectado e tratado com pirimetamina) e GI-P
(Grupo infectado e tratado com pirimetamina).

Os grupos GC-EP e GI-EP receberam 100mg/kg de Echinacea
purpurea por 28 dias antes e 28 dias depois da infec¢ao por via oral. Os GC-
P e GI-P foram tratados com 12,5 mg/kg de pirimetamina pela mesma via e
0 GC e GI-NT receberam solucdo salina estéril. Os grupos infectados
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receberam 500 oocistos esporulados de Toxoplasma gondii (cepa RH) por
gavagem. Todos os ratos foram mantidos em temperatura controlada
(24+2°C), com foto-periodo de 12 horas, recebendo racdo padrdo para
roedores (Nuvilab, Colombo, PR, BR) e agua filtrada.

Apés o periodo de experimentagdo, todos os ratos foram submetidos
a eutanasia, o jejuno foi coletado e fixado em paraformaldeido tamponado
4%, depois incluido em parafina para obter cortes semiseriados de 4 um em
laminas de vidro. Sofreram a desparafinizacdo e a coloracédo de Alcian blue
1.0 para evidenciar células caliciformes sulfomucinas e o Alcian blue 2.5
para evidenciar as células caliciformes sialomucinas.

A contagem das células caliciformes foi realizada em microscépio
optico na lente objetiva de 40x. Foram contados 16 campos com 160 células
epiteliais intestinais e células caliciformes presente entre elas por animal,
totalizando 2560 células epiteliais. Posteriormente foi calculado a proporcao
de células caliciformes/100 células epiteliais para analise estatistica,
utilizando o teste ANOVA por meio do software GraphPad Prism 5.01. O
nivel de significancia foi de 5% (p < 0,05).

Resultados e Discussao

A contagem de células caliciformes demonstrou que houve aumento
na quantidade destas células nos grupos GI-NT, em comparacéao ao GC, e
aumento no GI-EP em comparagcdao com o GC e GI-NT. No GI-P estas
células reduziram em comparacao ao GC, GI-NT e GI-EP na técnica de AB
1.0, e em comparacgédo ao GI-NT na técnica de AB 2.5 (tabela 1).

Tabela 1. Média + desvio padrao da propor¢céo de células caliciformes (CCs)
coradas em Alcian Blue 1.0 e 2.5 no jejuno de ratos do grupo controle (GC),
grupo infectado e nao tratado (GI-NT), Grupo nao infectado e tratado com
Echinacea purpurea (GC-EP), Grupo infectado e tratado com Echinacea
purpurea (GI-EP), Grupo nao infectado e tratado com pirimetamina (GC-P) e
Grupo infectado e tratado com pirimetamina (GI-P). Os grupos GI-NT, GI-EP
e GI-P foram infectados com 500 oocistos de Toxoplasma gondii (cepa RH).

Alcian Blue 1.0 Alcian blue 2.5
GC 26,65 + 6,772 25,54 + 6,012
GI-NT 29,30 + 6,50 30,13 +6,19%
GC-EP 29,74 + 5,242 25,90 + 4,35¢
GI-EP 29,80 +5,16%° 30,92 + 6,28%
GC-P 28,14 +5,24% 28,66 + 4,03
GI-P 25,53 + 4,99%° 26,18 + 4,81"°

Valores seguidos por letras iguais ha mesma coluna indicam diferencas significativas entre os grupos (p< 0,05).

A infecgéo cronica com T. gondii levou ao aumento das CCs elevando
a secrecdo de muco para proteger o 6rgdo de maiores danos (MOAL;
SERVIN, 2006), (VICENTINO-VIEIRA, et al. 2017). O tratamento com E.
purpirea aumentou ainda mais estas células, evidenciando o importante
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papel das mucinas e muco na imunidade da mucosa, auxiliando na
seletividade e regulacdo de microrganismos da microbiota e colaborando na
reducdo ou prevencdo de microrganismos patogénicos. J4 o tratamento com
pirimetamina levou a reducdo na quantidade de CCs produtoras de
sulfomucinas. Estudos demostram que o muco abundante em sulfomucinas
e peptideos antimicrobianos atribui ao hospedeiro maior protecdo a
infeccbes desencadeadas pelo T. gondii (VICENTINO-VIEIRA, et al. 2017).
Ademais, a secrecdo de sulfomucina e sialomucina leva a maior fluidez do
bolo alimentar que auxilia na limpeza do intestino impedindo que bactérias
oportunistas causem mais dano ao epitélio, assim o 6rgédo tenta estabilizar a
homeostasia para o bom funcionamento (MOAL; SERVIN, 2006).

Conclusodes

O tratamento com E. purpurea levou ao aumento da quantidade de
células caliciformes secretoras de siaolomucinas e sulfomucinas garantindo
a protecédo e homeostasia do jejuno.
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