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RESUMO

O Toxoplasma gondii causa diversas alteracdes intestinais, levando ao desequilibrio
na homeostase do orgao. Os neurdnios vipérgicos atuam na permeabilidade venosa
e epitelial, auxiliando no controle imune do érgdo. A Echinacea purpurea é uma
planta que apresenta em seus extratos capacidade anti-inflamatoria, antimicrobiana
e imunoreguladora. Foram utilizados 24 ratos machos (n=6), divididos em grupo
controle (GC), grupo infectado e ndo imunoestimulado (GI-NI), grupo néo infectado e
imunoestimulado com E. purpurea (GC-EP) e grupo infectado e imunoestimulado
com E. purpurea (GI-EP). Os grupos imunoestimulados receberam extrato de E.
purpurea por 28 dias antes e 28 dias depois da infec¢cdo. Grupos infectados
receberam 500 oocistos esporulados de T. gondii. Posteriormente ao tempo
experimental os animais foram mortos, retirado o jejuno, fixado em paraformaldeido,
emblocado em parafina e posteriormente cortado e depositados 0s cortes
semiseriados em laminas de vidro que sofreram recuperagcdo antigénica e foram
expostos a anticorpo primario anti-VIP (1:400) e revelados por meio de polimero
conjulgado e DAB. Com o0s neurdnios vipérgicos evidentes, foram contados 50
ganglios do plexo submucoso na lente objetiva de 40x. Foi realizado o teste ANOVA
e apresentado como média + desvio padrdao. Houve aumento do GI-IN e GC-EP em
comparacdo com o controle. Logo, a infeccdo e a imunoestimulacdo levam ao
aumento nos neurdnios vipérgicos do plexo submucoso de jejuno.

INTRODUCAO

A toxoplasmose é uma das doencas tropicais negligenciadas, causada pelo parasito
Toxoplasma gondii. A maioria dos casos sdo assintomaticos, apresentando
severidade apenas em pessoas imunodeprimidas ou gestantes, podendo levar a
morte e a deformagbes fetais. O T. gondii realiza sua reproducéo sexuada e
producéo de oocistos nos felideos o qual elimina nas fezes. A contaminacao ocorre
por meio da ingestdo de cistos presentes em carnes ou 00cCistos na agua ou
alimentos mal higienizados. Os cistos e oocistos ingeridos rompem-se no interior do
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intestino delgado, liberando taquizoitos, formas infectantes, com altas taxas de
replicacdo, caracterizando a fase aguda da doenca. Posteriormente com a resposta
imune, ocorre 0 encistamento do parasito nos tecidos nervosos e musculares,
podendo ficar nessa forma pelo resto da vida do hospedeiro, sendo esta a fase
cronica (DUBEY, 2010).

Na organizacédo intestinal, a tela submucosa é formada por células imunes, tecido
conjuntivo e ganglios nervosos do sistema entérico que atuam no controle fisiolégico
local por meio da liberacdo de neurotransmissores como o polipeptideo intestinal
vasoativo (VIP), responsavel por regular a permeabilidade do epitélio intestinal,
células imunes e movimentos intestinais (IWASAKI et al., 2019).

O tratamento padrédo para toxoplasmose € por meio de pirimetamina e sulfadiazina,
ao qual realizam o bloqueio da sintese de DNA do parasito, porém causam reagcdes
adversas. Os extratos de plantas vém demonstrando compostos que podem auxiliar
no desenvolvimento de novos tratamentos e terapias complementares. Dentre estes
esta a Echinacea purpurea, com capacidades imuno-estimulantes, anti-inflamatérias
e imunoreguladoras podendo auxiliar na plasticidade intestinal apdés algum dano
(KUMAR; RAMAIAH et al., 2011).

Diante disso, 0 experimento busca a avaliacdo da quantidade de neurdnios
vipérgicos presentes na camada submucosa de jejuno de ratos infetados com
Toxoplasma gondii e imunoestimulados com Echinacea purpurea.

MATERIAIS E METODOS

O projeto foi aprovado pelo comité de ética em Experimentacdo Animal da
Universidade Estadual de Maringa, sob parecer n° 7633021018. Foram utilizados 24
Rattus norvegicus machos com 21 dias de vida, provenientes do Biotério central da
UEM. Os animais foram distribuidos aleatoriamente (n=6) em 4 grupos: Grupo
controle e nao imunoestimulado (GC); Grupo controle infectado e néo
imunoestimulado (GI-NI); grupo néo infectado e imunoestimulado com E. purpurea
(GC-EP) e Grupo infectado e imunoestimulado com E. purpurea (GI-EP). Os animais
foram mantidos em biotério com temperatura e fotoperiodo controlados (24 + 2°C),
recebendo ragcdo padrao para roedores (Nuvilab, Colombo, PR, BR) e agua filtrada
ad libitum.

Para a imunostimulacdo foi utilizado solugdo de E. purpurea a fresco com
concentragdo de 2% de extrato aquoso em 100 mL de agua destilada. Os animais
do grupo GC-EP e GI-EP receberam E. purpurea por via oral por 28 dias antes e 28
dias depois da infeccdo e os grupos ndo imunoestimulados receberam solucéo
salina no mesmo periodo. Os ratos dos grupos infectados (GI-NI e GI-EP)
receberam 500 oocistos esporulados de T. gondii (cepa RH, gendtipo |) por via oral e
0s grupos nao infectados (GC e GC-EP) receberam apenas solucéo salina.

Apos o periodo experimental, foi realizada a eutanasia por aprofundamento
anestésico com vapor de Isoflurano. Em seguida realizado a laparotomia vertical,
coletando o jejuno, que foram fixados em Paraformaldeido tamponado a 4%,
posteriormente desidratados e incluidos em parafina para obtencdo de corte semi-
seriados de 4 ym por meio de micrétomo e dispostos em laminas de vidro, que
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foram desparafinizadas e realizada a recuperacdo antigénica em banho maria a
92°C. Subsequentemente foram expostas ao anticorpo primario anti-Vip produzido
em mouse (1:400) over night, em seguida adicionado polimero conjugado com
peroxidasse por 30 minutos e revelados por meio de coloracdo castanha de
cromogeno diamino benzidina (DAB) por 10 minutos. Por fim, realizado a contra-
coloracdo por hematoxilina de Mayer e efetuada a montagem de laminas com
permont. A contagem de neurdnios vipérgicos foi realizada em microscopio éptico,
em 50 ganglios do plexo submucoso na lente objetiva de 40x.

Para andlise estatistica foi realizado os testes D’Agostino-Pearson e ANOVA
seguido por Tukey e os resultados apresentados como meédia + desvio padrao
considerando um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Ocorreu 0 aumento no niumero de neurdnios vipérgicos no plexo submucoso nos

grupos GI-IN e GC-EP, porém ocorreu reducédo no GI-EP em comparacdo com GC-
EP, como visualizado na figura 1.
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Figura 1. Andlise quantitativa de neurdnios vipérgicos no plexo submucoso de jejuno
de ratos. Média + desvio padrédo na quantidade de neurdnios por ganglios presentes
no Grupo controle (GC), Grupo infectado e ndo imunoestimulado (GI-IN), Grupo néo
infectado e imunoestimulado com E. purpurea (GC-EP) e Grupo infectado e
imunoestimulado com E. purpurea (p<0,05).

Tanto a infeccdo como a imunoestimulacdo levaram ao aumento no numero de
neurdénios vipérgicos. Como descrito por Gois et al. (2023), a invasao do T. gondii
pode desencadear alteracbes na quantidade de neurdnios entéricos. O grupo
imunoestimulado teve uma elevagdo superior destes neurdnios, iSso pode ter
ocorrido devido as agbes imunoestimuladoras da E. purpurea e desencadeado a
ativacado e liberacdo de neurotransmissores VIPérgicos para que ocorra funcéo
motora e secretomotora inibitéra e assim, menor permeabilidade intestinal,
protegendo o 6rgao de possiveis patogenos e danos (IWASAKI et al., 2019). Ja a
combinacdo imunoestimulacdo e infeccdo apresentou um menor numero destes
neurdnios, chegando proximo ao GC que pode ter ocorrido pelo fato de que o VIP
ativa a liberacdo de TGF-B pelos linfocitos T ao qual mantém a homeostase
intestinal regulando a resposta imunoldgica (Chandrasekharan et al., 2013).
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CONCLUSOES

Tanto a infeccdo com 500 oocistos T. gondii (cepa RH) como o grupo controle de
imunoestimulacéo apresentaram aumento na quantidade de neurdnios VIP, porém, a
imunoestimulagcdo com E. purpurea associado a infeccdo causou reducdo neste
namero.
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