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Resumo:

A toxoplasmose € uma disbiose intestinal de ampla distribuicdo, causada
pelo Toxoplasma gondii, levando a um desarranjo nas estruturas do
intestino, como as fibras elasticas, cuja funcédo € atribuir flexibilidade ao
orgdo. Com o surgimento de cepas resistentes, faz-se necessario a busca
de novos tratamentos. A Echinacea purpurea, possui propriedades
imunoestimulante e anti-inflamatoria. Foram utilizados 28 ratos (n = 7),
distribuidos aleatoriamente em grupos controle ndo infectado e néao
imunoestimulado (GC), grupo infectado e ndo imunoestimulado (GI-NT),
grupo controle e imunoestimulado com E. purpurea (GC-EP) e grupo
infectado e imunoestimulado com E. purpurea (GI-EP). Os grupos infectados
receberam 500 oocistos esporulados de T. gondii por via oral. Os grupos
imunoestimulados receberam 100 mg/Kg de E. purpurea, por 28 dias antes e
depois da infeccdo. Apos o periodo experimental os animais foram mortos,
coletados e mensurados o0s jejunos, fixados e posteriormente incluidos em
parafina para realizacdo de cortes transversais semiseriados de 4 um
depositados em laminas. Depois foram desparafinizados e corados por
Fucsina-Resorcina de Weigert, evidenciando as fibras elasticas. Em seguida,
foram capturadas 32 imagens em lente objetiva de 40x e mensurada a area
ocupada (um?) por fibras elasticas. Realizou-se o teste ANOVA (p<0,05).
Ocorreu a reducao das fibras elasticas do GI-EP em comparagédo ao GC. A
infeccéo cronica por T. gondii e a imunoestimulagéo com E. purpurea levou a
reducéo da porcentagem de fibras elésticas (%/um?) na tela submucosa do
jejuno.

Introducéo
O Toxoplasma gondii € um parasito intracelular obrigatério cosmopolita, com

alta taxa de infeccfes na populacdo humana. Sendo a ingestéo de alimentos
e agua contaminados sua principal forma de transmissao. Seu ciclo sexual
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ocorre no interior dos enterécitos intestinais dos felideos, fazendo com que
liberem milhares de oocistos em suas fezes. Em outros animais que ingerem
0S oocistos, ocorre seu ciclo assexual, com o rompimento dos oocistos no
intestino delgado, liberando esporozoitos e bradizoitos que infectam as
células intestinais e se diferenciam em taquizoitos, sendo a fase aguda da
doenca. Apos a sua difusédo pelo corpo do hospedeiro, os taquizoitos formam
0S cistos teciduais para se protegerem, caracterizando a fase cronica
(GANGNEUX, DARDE, 2012).
O intestino delgado é o local de absorcédo de nutrientes, tendo contato direto
com diversos compostos e microrganismos, com estrutura que garante
funcionamento e protecdo e possuindo um epitélio simples justapostos com
células secretoras e absortivas (GANGNEUX, DARDE, 2012). Abaixo dele
h& presenca de tecido conjuntivo com células imunes, fibras colagenas, que
conferem forca e resisténcia a tracoes e flexibilidade ao tecido durante os
movimentos peristalticos realizados pela camada muscular (ASTRAND, et al.
2011) e feixes de fibras elasticas que se estendem em direcdo a tunica
mucosa e envolvem a base das glandulas intestinais (MELLO, E. V. S. L.;
MIRANDA, NETO, M. H.; NATALI, 1996).
A primetamina combinada com sulfadiazina é utilizada para o tratamento da
toxoplasmose, por atuarem como inibidores enzimaticos bloqueando a
sintese de DNA do T. gondii. Porém, muitas cepas passaram a ser
resistentes ao tratamento, sendo necessaria a busca de novos meios
terapéuticos. O uso de imunoestimuladores advindos de extratos florais,
como a Echinacea purpurea, possui caracteristicas anti-inflamatorias,
citotoxicas e imunomoduladores que podem atuar contra infec¢des
parasitarias intestinais (JUNIOR, et al. 2016). Este estudo objetivou a
avaliacdo das fibras elasticas presentes na tela submucosa do jejuno de
ratos infectados por T. gondii e imunoestimulados com E. purpurea.
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Materiais e métodos

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal da Universidade Estadual de Maringa, n° 7633021018. Foram
utilizados 28 Rattus novergicus com 21 dias de idade, provenientes do
Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa. Posteriormente foi
realizado o tratamento antiparasitario por via oral (500 mg/Kg de suspenséo
de Metronidazo/5 dias e 50 mg/Kg de suspensao de Femdendazol em dose
tnica). Apos o periodo de 7 dias foi realizado exame parasitolégico de fezes,
para verificacdo da auséncia de parasitos.

A partir dos 33 dias de vida, os ratos foram distribuidos aleatoriamente (n =
7) em 4 grupos: grupo controle ndo infectado e ndo imunoestimulado (GC),
grupo controle infectado e ndo imunoestimulado (GI-NT), grupo controle néao
infectado e imunoestimulado Echinacea purpurea (GC-EP) e grupo infectado
e imunoestimulado com Echinacea purpurea (GI-EP). Os grupos
imunoestimulados (GC-EP e GI-EP) receberam 100 mg/Kg Echinacea
purpurea a fresco em concentracdo de 4% de extrato aquoso em 100 mL de
agua destilada por 28 dias antes da infeccao e 28 dias depois. Os ratos dos
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grupos ndo imunoestimulados (GC e GI-NT) receberam agua fervida no
mesmo periodo. Ja os grupos infectados receberam 500 oocistos
esporulados de Toxoplasma gondii (cepa RH, gendtipo |) ressuspendidos em
1 mL de solucao salina estéril por via oral, enquanto que os nao infectados
receberam apenas solugdo salina. Os oocistos foram obtidos do Laboratorio
de Parasitologia Veterinaria da Universidade Estadual de Londrina.

Os animais foram mantidos em biotério com temperatura controlada (24 +
2°C) e foto-periodo de 12 horas, recebendo racdo padrdo (Nuvilab,
Colombo, PR, BR) e agua filtrada ad libitum.

Para confirmacao da infeccdo dos animais, foi realizado a coleta de sangue
da cauda e realizado o teste de aglutinacdo direta, para verificagcdo da
presenca de anticorpo IgG anti-T. gondii, considerando positivo titulos acima
de 25.

Apb6s o periodo experimental todos os ratos foram submetidos a eutanasia
por aprofundamento anestésico com vapor de isoflurano. Foi realizada uma
laparotomia vertical, retirado e mensurado o jejuno em relacéo a sua largura
e comprimento. Foi coletado anéis de 2 cm do jejuno e fixados em
paraformaldeido tamponado a 4% por 6 horas. Em seguida, foram incluidos
em parafina, realizado cortes transversais semi-seriados de 4 pm e
depositados sobre laminas de vidro. Os cortes sofreram desparafinizacéo e
foram corados pela técnica de Fucsina-Resorcina de Weigert, permitindo a
visualizacao de fibras elasticas. Foram capturadas 32 imagens por animais
em lente objetiva de 40x com auxilio de uma camera digital (Pro series
3CCD camera) acoplada no microscopio Optico (Olympus BX50). Foi
mensurada a &area ocupada (um?) por fibras elasticas evidenciadas pela
coloracado na tela submucosa do jejuno. A andlise foi realizada no software
Image Pro Plus (Media Cybernetics).

Foi realizado o teste de D’Agostino-Pearson para verificacdo da distribuicéo
dos dados e teste ANOVA seguido de Tukey. Os dados foram apresentados
em média * desvio padrao com nivel de significancia de 5%.

Resultados e Discussao

A andlise das fibras elasticas demonstrou que houve reducao em todos os
grupos, porém apenas o GI-EP apresentou significancia (p<0,05).
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Figura 2. Analise quantitativa de fibras elasticas. Média + desvio padréo do percentual de
fibras de elasticas, por area analisada (%/umz), no jejuno de ratos do grupo controle (GC),
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grupo infectado e ndo imunoestimulado (GI-NT), grupo controle e imunoestimulado com
Echinacea purpurea (GC-EP) e grupo infectado e imunoestimulado com Echinacea
purpurea (GI-EP). (A) Gréfico da andlise do percentual das fibras elasticas (n=7) presentes
no jejuno. p<0,05. Fotomicrografias representativas demonstrando a distribuicao das fibras
elasticas no jejuno de ratos (B) GC e (C) GI-EP indicada por setas. Técnica histoquimica
para coloracdo de Fucsina-Resorcina de Weigert. Lente objetiva de 40x; barra de 40 uym.

Acreditamos que o processo inflamatorio decorrente da infecg@o crénica por
T. gondii pode ter levado a degradacdo de fibras elasticas, corroborando
com Astrand et al. (2011), que relata processos degradativos das fibras
elasticas ocorre naturalmente durante a vida, e que suas propor¢cdes sao
alteradas por outros componentes, como 0 colageno. Além desse processo,
0 sistema imune atua na reorganizacdo extracelular, principalmente os
macréfagos possuem fungdo de mediacdo na degradacdo da elastina
(PELLICORO et al. 2012). Assim em tecidos que foram lesados devido uma
infeccdo podem apresentar menor numero de fibras elédsticas devido os
processos inflamatoérios que levam a degradacédo da matriz extracelular para
uma fécil transposi¢édo das células imunes no tecido.

Conclusodes

A imunoregulacdo com E. purpurea associada a infeccdo cronica por T.
gondii levou a reducdo na proporcdo de fibras elasticas na tela submucosa
do jejuno de ratos, diminuindo a flexibilidade do 6rgao.
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