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RESUMO

A toxoplasmose apresenta alta prevaléncia no Brasil e € causada pelo protozoario
Toxoplasma gondii. Estudos sobre tratamentos alternativos a base de extratos
naturais e plantas medicinais tém apresentado resultados positivos contra infec¢des
parasitarias, como o uso de extrato aquoso de Echinacea purpurea. T. gondii infecta
0 hospedeiro através do intestino. Porém, estudos sobre alteracbes morfolégicas e
morfométricas intestinais em casos de toxoplasmose tratada com medicamentos
naturais sdo escassos e alguns estudos evidenciam que o parasito pode alterar a
forma e a quantidade de neurénios entéricos durante a infeccdo. Portanto, o objetivo
deste trabalho foi analisar os neurdnios entéricos de ratos infectados por T. gondii
tratados com extrato aquoso de E. purpurea, utilizando a técnica de
imunohistoquimica em corte histologico. Notou-se uma reducdo de
aproximadamente 15% em neurénios mioentéricos HUC/HuD-IR no grupo infectado
devido ao dano persistente, além de diminuicdo de neurénios nNOS-IR sob efeito da
infeccéo e do tratamento com E. purpurea, além do aumento de neurénios 5-HT-IR,
evidenciando os efeitos imunomoduladores da E. purpurea.

INTRODUCAO

Os estudos acerca do uso de plantas medicinais tém ganhado muita atencdo nos
ultimos anos. A area farmacéutica tem buscado novos extratos vegetais para serem
utilizados no desenvolvimento de novos farmacos, em uma alternativa natural e com
efeitos colaterais reduzidos, comparando-se a medicamentos alopaticos
(GASPAROTTO et al., 2016). Varias plantas possuem efeitos antiprotozoarios e
antihelminticos, como a Matricaria chamomilla e a E. purpurea (ELAZAB et al.,
2020).

Nesse contexto, o tratamento mais efetivo para toxoplasmose é de base
quimioterapica, com alta toxicidade e baixa sensibilidade, afetando apenas a forma
taquizoita do parasito. Dentre as plantas medicinais, a E. purpurea, conhecida por
seus efeitos anti-inflamatérios e imunoestimulantes, mostra diminuicdo na carga
parasitaria de T. gondii (GASPAROTTO et al., 2016).
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A toxoplasmose, parasitose causada pelo protozoario Toxoplasma gondii, € uma
doenca de ampla distribuicdo geografica que atinge mais de 80% da populacdo em
determinados paises, sendo o Brasil um dos paises que apresenta as maiores taxas
de prevaléncia em todo o mundo (NEVES et al., 2022).

A transmissdo desse parasito ocorre tanto por meio da ingestdo de oocistos em
agua ou alimentos crus contaminados, ingestdo de cistos em carne crua ou mal
cozida ou ainda pela transmissdo congénita. Ao ser ingerido, o parasito chega ao
trato gastrointestinal e atravessa a barreira epitelial do intestino delgado, de onde vai
para diversos 6rgdos do corpo, desencadeando resposta inflamatoria. Diversos
estudos apontam alteragdes intestinais causadas pela infec¢cao por T. gondii, como
alteracbes nas camadas intestinais e alteragcbes morfologicas e quantitativas nos
neurdnios entéricos. Portanto, € importante entender o papel, tanto da infeccéo por
T. gondii quanto do tratamento E. purpurea, nos neurbnios entéricos, sendo este 0
objetivo desse trabalho.

MATERIAIS E METODOS

Delineamento experimental

Foram utilizados 24 ratos Wistar machos que receberam tratamento antiparasitario
por via oral (500 mg/kg de suspensao de Metronidazol por cinco dias e 50 mg/kg de
suspensdao de Fembendazol em dose Unica). Seis dias apdés o término do
tratamento, a auséncia de parasitos foi constatada pelo exame parasitologico de
fezes. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos (n= 6): Grupo
Controle (GC), Grupo infectado (GIl), Grupo controle tratado com 100 mg/kg de E.
purpurea (EP) e Grupo infectado e tratado com 100 mg/kg de E. purpurea (IEP). Os
animais foram mantidos em biotério com temperatura controlada e fotoperiodo de 12
horas, recebendo racdo padrdo para roedores (Nuvilab, Colombo, PR, BR) e agua
filtrada ad libitum.

Os ratos dos grupos EP e IEP foram tratados com 100 mg/kg de E. purpurea por
gavagem, diariamente, 28 dias antes e 28 dias depois da administracdo por
gavagem de uma suspensao contendo 500 oocistos esporulados da cepa RH
(gendtipo 1) de T. gondii nos animais pertencentes aos grupos infectados (Gl e IEP).
Ja aqueles pertencentes aos grupos GC e Gl receberam agua fervida pela mesma
via.

Eutanésia e coleta das amostras

Os animais foram submetidos a eutanasia por aprofundamento anestésico com
vapor de isoflurano, os ileos foram coletados por laparotomia vertical e processados
conforme as técnicas histolégicas e imunohistoquimicas.

Analises quantitativas e morfométricas de neurénios mioentéricos
Anéis de 1 cm foram utilizados para o processamento histolégico. Foram obtidos
cortes semi-seriados de 4 um que foram submetidos a técnica de imunohistoquimica
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para a quantificagdo da subpopulagdo de neurdnios serotoninérgicos, anti-HuUC/HuD
para a quantificacdo da populacdo total de neurénios e anti-nNos para a avaliacao
da subpopulacdo de neurénios nitrérgicos.

Técnica de imunohistoquimica para marcagado de neurdnios mioentéricos
ApOs a obtencao dos cortes, foi realizada técnica para recuperagdo antigénica

utilizando tampao citrato a 92°C em banho-maria. Posteriormente, as laminas foram
expostas aos anticorpos primarios: anti-HuC/HuD (Invitrogen®) na diluicdo de

1:100, anti-nNos (Invitrogen®) na diluicdo de 1:400 e anti-5-HT (Sigma®) nha

diluicdo de 1:100, overnight. Em seguida, foi adicionado polimero conjugado com
peroxidase por 30 minutos, que foi posteriormente revelado pela diaminobenzidina
(DAB) por 15 minutos. Por fim, as laminas foram contracoradas com hematoxilina
de Mayer. As quantificacdes neuronais foram realizadas em microscopio o6ptico,
onde foram avaliados 35 géanglios mioentéricos aleatorios em objetiva de 40x. Os
resultados foram expressos como numero de neurénios/ganglio.

Analise estatistica

Para a avaliagdo da normalidade dos dados foram utilizados os testes de Shapiro-
Wilk ou D'Agostino-Pearson no software BioEstat (versdo 5.3). Os dados que
apresentaram distribuicdo livre foram comparados pelo teste de Kruskal-Wallis
(GraphPad Prism verséo 5) e apresentados por mediana e percentis. Aqueles que
apresentaram distribuicdo normal foram comparados pelo teste de Analise de
Variancia de duas vias seguido do pos teste de Tukey (GraphPad Prism versao
8.0.1) e foram apresentados por média + desvio padrdo. Para todos os testes foi
utilizado p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se uma perda de aproximadamente 15% nos neurénios HUC/HuD-IR no
grupo infectado (p < 0,05) quando comparado ao controle. Nos neurdnios nNos-IR, o
teste de ANOVA de duas vias indicou significancia para o tratamento [F (1,20) =
5.698 p = 0,027] e interacdo entre as variaveis [F (1,20) = 6.063 p = 0,023],
observada pela diminuicdo dos neurbnios nNos-IR nos grupos Gl e EP quando
comparados ao GC. Em contrapartida, houve um aumento de aproximadamente
17% nos neurbnios 5-HT-IR do grupo controle tratado (p = 0,013) quando
comparado ao GC (Figura 1). Esses resultados demonstraram perda de neur6nios
HuC/HuD-IR do plexo mioentérico, devido ao dano persistente causado pela
infeccdo. Observou-se também uma diminuicdo dos neurdnios mioentéricos nNos-IR
sob efeito da infeccdo por T. gondii e do tratamento com E. purpurea. O 6xido
nitrico, neurotransmissor inibitério, tem por funcéo induzir a morte do parasito. Dessa
forma, um excesso de Oxido nitrico pode levar a perda neuronal por citotoxicidade.
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Em contraste, 0os neurdnios mioentéricos 5-HT-IR aumentaram nos dois grupos
tratados com E. purpurea, indicando um efeito reparador do extrato.

C
B

%
wn
1
»
]

g

o

1
[
1

o -
[ o
1 1
-
1

P
1
Neurénios nNos-IR / ganglio
N
1

Neurénios HuC/HuD-IR/
o
L

Neurénios 5-HT-IR / ganglio

GC Gl EP IEP

o
=3
I

Figura 1. Dados representados por média e desvio padréo. A esquerda, GC (Grupo controle,
em preto); Gl (Grupo infectado, em cinza); A direita, EP (Grupo controle tratado com 100 mg/kg de E.
purpurea, em preto); IEP (Grupo infectado e tratado com E. purpurea, em cinza).

CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostram alteracfes persistentes no sistema nervoso entérico,
como a diminuicdo dos neurbnios HuC/HuD-IR e nNos-IR. Também foram
constatados os efeitos imunomoduladores da E. purpurea, devido ao aumento de
neurdnios 5-HT-IR e diminuicdo dos neurbnios nNos-IR, indicando também a
intensificacao dos efeitos causados pela infec¢ao.
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