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Resumo:

O protozoario T. gondii é o agente etiolégico da toxoplasmose e a infeccéo
pelo parasito ocorre pela ingestdo de agua ou alimentos contaminados com
oocistos, carne crua ou mal cozida contendo cistos teciduais e ainda pela
transmissao congénita. Devido as drogas existentes apresentarem efeitos
indesejaveis a longo prazo, novas opcOes terapéuticas vém sendo
estudadas para o tratamento da infec¢cdo, como extratos de plantas. Dentre
as plantas podemos citar a E. purpurea que vem apresentando bons
resultados frente a infeccdo por T. gondii. O ileo, ultima parte do intestino
delgado, especializado em absorcéo, possui vilos e criptas, e, na lamina
prépria, células imunes. Os mastécitos estdo na linha de frente do intestino
contra infeccbes. Este estudo visou quantificar os mastocitos presentes no
ileo de ratos (Rattus norvegicus) infectados por T. gondii e ao tratamento
com E. purpurea. Para isso foram utilizados 24 ratos divididos em dois
grupos (n=12), sendo um grupo controle (GC), grupo controle tratado (GC-
EP), grupo infectado (Gl) e grupo infectado tratado (GI-EP). Apds o periodo
experimental, os animais foram submetidos a eutanasia e o ileo de cada
animal coletado, fixado e corados por azul de toluidina. A contagem foi
realizada em microscépio 6ptico em 100 campos aleatorios, na objetiva de
100x. Nao obteve-se aumento significativo dos mastécitos, porém pode-se
observar uma influéncia da infec¢éo sobre o niumero de mastocitos.

Introducéo

A toxoplasmose €é uma infeccdo causada pelo parasito intracelular
obrigatoério T. gondii. A contaminagao ocorre através da ingestao de oocistos
presentes em alimentos ou agua contaminada, ingestdo de carne crua ou
mal cozida contendo cistos teciduais ou ainda de forma congénita (NEVES
et al, 2019).
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Uma vez ingerido, o T. gondii chega ao trato gastrointestinal e pode cruzar
rapidamente a barreira epitelial do limen intestinal e ser encontrado na
superficie do epitélio e na lamina prépria do intestino (PASTRE et al. 2019)
desencadeando a resposta imune inata, que recruta entre outras células, os
mastocitos, as principais células efetoras de inflamacé&o no intestino que tem
como uma de suas funcdes a protecdo do 6rgdo, impedindo maiores danos
a entrada de virus, bactérias e parasitos (BISCHOFF et al, 2012).
O intestino delgado é dividido em trés segmentos distintos: duodeno, jejuno
e ileo, que juntos realizam a funcdo de secrecdo, digestdo e absorcdo
(JUNQUEIRA, et al, 2017). Estudo envolvendo a infeccdo por oocistos de
cepa de gendtipo Il de T. gondii no jejuno de ratos demonstrou um aumento
significativo no nimero de mastécitos 6 horas apos a infeccdo (PASTRE et
al, 2019).
Devido aos casos assintomaticos da doenca e ao fato das drogas utilizadas
no tratamento mostrarem-se toxicas quando usadas por tempo prolongado,
o tratamento s6 é recomendado em alguns casos, como em gestantes e
pacientes imunossuprimidos (NEVES et al, 2016).
Portanto, estudos envolvendo extratos vegetais e de plantas vém sendo
realizados nos ultimos anos, procurando encontrar melhores formas de
tratamento para essa infeccdo. Dentre as plantas estudadas, esta a
Echinacea purpurea (EP), capaz de induzir efeitos imunomoduladores,
antibacterianos, antifangicos, antivirais, anti-inflamatorios, antioxidantes,
citotoxicos e que vem apresentando bons resultados frente a infeccéo por T.
gondii, reduzindo o numero de taquizoitos no fluido peritoneal e nas
impressdes hepaticas de camundongos (GASPAROTTO JUNIOR et al,
2016).
Sendo assim, o0 objetivo deste trabalho foi analisar quantitativamente as
possiveis alteragcbes dos mastécitos no ileo de ratos infectados
cronicamente ou ndo com oocistos da cepa RH de T. gondii e tratados ou
nao com E. purpurea.

Materiais e métodos

Aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual de Maringa (UEM) sob n°® 7633021018. Foram utilizados 24 ratos
linhagem Wistar (n=12) obtidos do Biotério Central da UEM.

Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos: um grupo tratado
com E. purpurea por 28 dias e o segundo, com agua fervida. Apos esse
periodo, seis animais de cada grupo (tratado e nao tratado) receberam 1 mL
de suspensao oral contendo 500 oocistos esporulados de cepa RH de T.
gondii, enquanto os demais (controles) receberam apenas agua fervida. Sete
dias apoOs a infeccdo, os grupos que haviam sidos tratados previamente,
continuaram sendo tratados com a mesma quantidade de E. purpurea por
mais 28 dias e 0s grupos nao tratados receberam agua fervida. Assim, foram
formados 4 grupos: Grupo controle (GC); Grupo infectado (Gl); Grupo
controle tratado com 100 mg/kg de E. purpurea (GC-EP) e Grupo infectado e
tratado com 100 mg/kg de E. purpurea (GI-EP). Os animais foram mantidos
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em biotério com temperatura controlada e fotoperiodo de 12 horas,
recebendo racdo e agua a vontade.

Com o término do periodo experimental, todos os animais foram submetidos
a eutanasia por aprofundamento anestésico. ApoOs laparotomia, o ileo
desses animais foi coletado e anéis de 1 cm foram utilizados para o
processamento histolégico. Apos fixacdo em paraformaldeido 4% e inclusao
em parafina, foram obtidos cortes semi-seriados de 4 um que foram corados
pela técnica de azul de toluidina para evidenciar os mastocitos.

A andlise foi realizada em microscopio 6ptico, onde foram contados todos os
mastocitos presentes em 100 campos microscopicos aleatérios utilizando
objetiva de 100x. Os dados foram expressos em mm?.

A andlise foi definida de acordo com a distribuicdo de dados pelo teste de
Shapiro-Wilk no software BioEstat (verséao 5.3). Os dados foram comparados
pelo teste de Andlise de Variancia de duas vias seguido do pés-teste de
Tukey (GraphPad Prism verséo 8.0.1) e representados pela média + desvio
padréo. No teste foi considerado p < 0,05.

Resultados e Discussao

N&o encontramos diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.
No entanto, as andlises realizadas pelo teste ANOVA duas vias revelaram
um efeito principal significativo para a infeccao [(1,20) = 4.67, p = 0,0429]
figura 1.
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Figura 1 — (A) Numero total de mastécitos/mm?; (B) Fotomicrografia do fleo de rato do
grupo controle, (C) grupo infectado, (D) grupo controle tratado com E. purpurea e (E) grupo
infectado e tratado com E. purpurea. Aumento de 100x, barra de escala de 5 um.

Tendo em vista que apdés a ingestdo, o T. gondii chega ao trato
gastrointestinal e pode cruzar rapidamente a barreira epitelial do Iimen
intestinal (PASTRE et al. 2019), uma intensa resposta imune é ativada,
recrutando células como os mastdcitos para proteger o intestino de maiores
danos causados pelo parasito (BISCHOFF et al, 2012).

Nesse contexto, a EP tem sido usada h& anos por seu efeito

imunomodulador em diferentes processos infecciosos, inclusive naqueles
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causados por protozoarios. No entanto, o seu uso na infec¢do causada pelo
T. gondii so6 foi verificado recentemente, em estudo envolvendo a infeccao
por cepas de gendtipo | e Il em camundongos e os resultados do mesmo
sugerem importantes atividades protetoras da EP contra a infeccao
(GASPAROTTO JUNIOR et al, 2016).

Embora Pastre e colaboradores (2019) tenham encontrado mastocitose na
infeccdo aguda por cepa de gendtipo Il de T. gondii no jejuno de ratos e
Gasparotto Junior e colaboradores (2016) sugiram um efeito protetor da EP
sobre a infeccdo aguda causada por cepas de diferentes genoétipos, em
nosso estudo, na infeccdo crénica por cepa de genétipo | e tratamento por
28 dias com EP ndo encontramos diferenca estatisticamente significativa
entre 0s grupos.

Conclusoes

Apesar de ndo ter aumentado significativamente, os nossos resultados
demonstraram uma influéncia da infeccéo crénica por cepa RH de T. gondii
sobre o nimero de mastoécitos no ileo de ratos Wistar. Novos estudos sao
necessarios para o melhor entendimento das alterac¢des intestinais durante a
infeccdo e ao tratamento com EP.
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