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RESUMO

Toxoplasma gondii € um parasito intracelular obrigatorio, causador da
toxoplasmose. O intestino é afetado diretamente pela infeccdo, sendo danoso aos
neurdnios e células da glia entérica. A espécie vegetal Echinacea purpurea possui
efeitos anti-inflamatérios e imunomoduladores. Assim este trabalho quantificou os
neurdnios e células da glia presentes no plexo mioentérico de jejuno de ratos Wistar
com infecgao crénica por T. gondii e imunoestimulados com E. purpurea. Foram
utilizados 24 ratos, distribuidos aleatoriamente em: GC (Grupo Controle), GI-IN
(Grupo infectado e nao imunoestimulado), GC-EP (Grupo nao infectado e
imunoestimulado com E. purpurea) e GI-EP (Grupo infectado e imunoestimulado
com E. purpurea). Os grupos infectados receberam indculo de 500 oocistos
esporulados de T. gondii. E os imunoestimulados receberam solucao de 100 mg/kg
de E. purpurea. Os animais foram submetidos a eutandsia, coletado 7 cm do jejuno,
em seguida fixados e dissecados para obtencdo do plexo mioentérico.
Posteriormente incubados com anticorpos HuC/HuD (pan-neuronal) e S100 (pan-
glial), para evidenciar os neurénios e células da glia. Foi realizada a captura de 32
campos microscopios, objetiva de 20x, para a contagem de neurbnios totais e
células da glia. Os dados foram processados pelo teste ANOVA seguido de Tukey
(significancia de 5%). Verificou-se alteracdes na populacao total de neurbnios e
células da glia entérica com a combinacao do tratamento de E. purpurea e infeccao
crbnica de T. gondii.

INTRODUCAO
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O protozoario Toxoplasma gondii apresenta ciclo de vida heteroxeno, com os
felideos sendo hospedeiro definitivo com a producao de oocistos. A principal forma
de infeccdo é pela ingestdo dos oocistos em alimentos ou pela ingestdo de carne
contendo cistos teciduais. Ap6s a ingestdo, ocorre o rompimento dos oocistos e
liberagdo de esporozoitos e bradizoitos que invadem todos os tipos celulares
nucleados, se diferenciando em taquizoitos, sendo a fase aguda da doengca. Em
resposta a acbes imunes ocorre o encistamento do parasito, caracterizando a fase
crbnica da infeccao (Gangneux, Dardé, 2012).

Durante a infeccdo o parasito possui grande capacidade de dispersao pelo
organismo hospedeiro, causando alteragdes em diversos 6rgaos, entre eles o
intestino. Este é formado por 4 camadas, a mucosa, caracterizada por realizar a
absorcado, a submucosa, com funcdo imune e de sustentagdo, as musculares, que
realizam os movimentos peristalticos intestinais e serosa (Gangneux, Darde, 2012).
Entre as musculares encontra-se o plexo mioentérico, composto por neurbnios e
células da glia que controlam diversas fungdes intestinais (Oria; Brito, 2016).

O tratamento da toxoplasmose geralmente inclui a combinacdo de
sulfadiazina com pirimetamina (Gangneux, Dardé, 2012). Dessarte, novas terapias,
como a fitoterapia, vem sendo analisadas para outras medidas de tratamento. A
planta Echinacea purpurea possui atividades imunomoduladora e anti-inflamatéria,
que potencializam o sistema de defesa e é capaz de produzir citocinas inflamatoérias,
podendo atuar no trato gastrointestinal (Barnes et al., 2005). Entretanto, pouco se
sabe sobre o efeito desta planta sobre os neurdnios intestinais. Este estudo teve
como objetivo analisar quantitativamente a populacao total de neurdnios e células de
células da glia no plexo mioentérico do jejuno de ratos infectados por T. gondii e
imunoestimulados por E. purpurea.

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da Universidade Estadual de Maringa, sob n° 7633021018. Foram utilizados 24
Rattus novergicus machos (21 dias de vida) e divididos em: grupo controle (GC);
grupo infectado e nao imunoestimulado (GI-NI); grupo nao infectado e
imunoestimulados com E. purpurea (GC-EP); grupo infectado e imunoestimulados
com E. purpurea (GI-EP). Os grupos GC-EP e GI-EP receberam por via oral 100
mg/Kg de solucao de E. purpurea por 28 dias antes e 28 dias depois da infeccao
para tratamento. Enquanto os grupos GC e GI-NI a solucao salina estéril. Os grupos
infectados receberam por via oral 500 oocistos esporulados de T. gondii (cepa RH)
por via oral e os grupos nao infectados receberam solucéo salina.

Ap6s o periodo experimental os animais sofreram a eutanasia com
aprofundamento anestésico com vapor de Isoflurano, para que fosse coletado 7 cm
de segmento do jejuno, lavados com PBS e fixado em paraformaldeido 4%.
Posteriormente foi segmentado em fragcdes de 1 cm, que sofreram microdissecgao
em estereomicroscopio, obtendo-se o plexo mioentérico. Para realizar bloqueio e a
adicao de anticorpos primarios HuC/HuD (pan-neuronal) e S100 (pan-glial) incubado
por 48h. Logo apéds adicionado o conjugado com Anti-corpo secundario fluorescente,
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para montagem das laminas. Capturou-se 32 campos de cada animal em
microscopio eletrénico, objetiva de 20x. Quantificando o numero total de células da
glia e neurbnios, obtida a razdo de células da glia entérica (EGCs) por neurdnios. As
andlises foram realizadas pelo software Image Pro Plus®.

Os dados foram analisados por ANOVA seguido de Tukey e apresentados
como média * desvio padrao, considerando um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar de observar um discreto aumento do nimero de neurénios do grupo
infectado (GI-NI), ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas
qguando comparamos com o GC. Neste caso, nem infeccdo pelo T. gondii e nem o
tratamento com E. purpurea nos grupos controle (GC-EP) e infectado (GI-EP) foram
suficientes para alterar significativamente o numero de neur6nios. Entretanto,
provavelmente devido a esse discreto aumento, foi observado que, quando
comparamos os grupos GC-EP e GI-EP ao grupo infectado (GI-NI), ha diferenca
estatistica. Contudo esse resultado é semelhante ao GC. Também nao houve
diferenca significativa para a contagem de células das células da glia entérica
(ECGs) entre os grupos no material analisado. (Figura 1).
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Figura 1. Analise quantitativa de populacéo total de neurbnios e células da glia presentes no plexo
mioenterico de ratos infectados com T. gondii e imunoestimulados com E. purpurea. Grupo controle
(GC), grupo infectado e nao imunoestimulado (GlI-NI), grupo néo infectado e imunoestimulado com E.

purpurea (GC-EP) e grupo infectado e imunoestimulado com E. purpurea (GI-EP). (p<0,05).

A diminuicdo na populacado total de neurbnios no grupo GI-EP pode ser
devido a infecgcdo do T. gondii que leva a um aumento na quantidade de células
imune e maiores niveis de TGF-y, induzindo a producao de 6xido nitrico, que causa
citotoxicidade em neurdnios, levando a morte celular (Mordue et al., 2001). Para as
células da glia, ndao houve alteracdo significativa, isso pode ser devido sua
resisténcia, por estar em contato mais direto com patégenos, compostos
inflamatorios e outros tipos celulares (Mendes, 2013).
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CONCLUSAO

A infeccao cronica de T. gondii combinado com o tratamento de E. purpurea
causa alteracdes na populacao total de neurdnios ou de células da glia entérica.
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