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RESUMO

Toxoplasma gondii é um protozoario intracelular obrigatério causador da toxoplasmose. A
infeccdo ocorre apds a ingestdo de oocistos, cistos teciduais, bradizoitos ou taquizoitos. Expostas
ao T. gondii, as células o reconhecem e secretam citocinas pro-inflamatdrias, induzindo uma
resposta inflamatdria para a resisténcia do hospedeiro, mas que podem também, causar danos ao
mesmo. Estudos evidenciam que o tratamento utilizado ja ndo causa o efeito esperado. O estudo
objetivou avaliar as alteracdes em células e tecidos que compdem a parede do colon de ratos
inoculados com 500 oocistos esporulados de T. gondii (cepa RH, gendtipo I) e imunoestimulados
com 100 mg/kg de Echinacea purpurea (L.) Moench. Vinte e quatro Rattus norvegicus machos
foram separados aleatoriamente em quatro grupos (n=6): grupo controle (GC); grupo infectado e
ndo imunoestimulado (Gl); grupo controle imunoestimulado (GC+EP); e grupo infectado e
imunoestimulado (GI+EP). O protocolo experimental (n® 7633021018) foi aprovado pelo comité
de ética e aos 93 dias de idade, os ratos foram eutanasiados. O coélon foi coletado, fixado e
analisado. A infeccdo, bem como a imunoestimulacdo causaram alteraces histomorfométricas,
aumento na distribuicdo de mastocitos totais, mastocitos e células enterocromafins que expressam
5-HT e na proporcao de linfocitos intra-epiteliais no cdlon de ratos. Houve aumento de células
caliciformes avaliadas no epitélio do colon. Em adicdo, a infeccdo causou alteracdes
histopatologicas a parede do célon as quais foram atenuadas pela imunoestimulacdo. Diante do
exposto, nossos resultados sugerem que parte das alteragcdes em células e tecidos que compdem a
parede do colon foram atenuadas pela imunoestimulagdo com E. purpurea.

Palavras-chave: toxoplasmose, compostos bioativos, imunoestimulacdo; serotonina, mastocitos,
imuno-histoguimica.



ABSTRACT

Toxoplasma gondii is a mandatory intracellular protozoan causing toxoplasmosis. Infection
occurs after ingestion of oocysts, tissue cysts, bradizoites or taquizoites. Exposed to T. gondii, the
cells recognize it and secrete pro-inflammatory cytokines, inducing an inflammatory response to
host resistance, but which can also cause damage to it. Studies show that the treatment used no
longer causes the expected effect. The study aimed to evaluate the alterations in cells and tissues
that make up the colon wall of rats inoculated with 500 sporulated oocysts of T. gondii (RH
strain, genotype 1) and immunostimulated with 100 mg/kg of Echinacea purpurea (L.) Moench.
Twenty-four male Rattus norvegicus were randomly separated into four groups (n=6): control
group (CG); infected and non-immunostimulated group (GI); immunostimulated control group
(GC+EP); and infected and immunostimulated group (GI+EP). The experimental protocol (no.
7633021018) was approved by the ethics committee and at 93 days of age, the rats were
euthanized. The colon was collected, fixed and analyzed. Infection as well as immunostimulation
caused histomorphometric changes, increased distribution of total mast cells, mast cells and
enterochromaphous cells that express 5-HT and in the proportion of intraepithelial lymphocytes
in the colon of rats. There was an increase in goblet cells evaluated in the epithelium of the colon.
In addition, the infection caused histopathological changes to the colon wall which were
attenuated by immunostimulation. In view of the above, our results suggest that part of the
changes in cells and tissues that make up the colon wall were attenuated by immunostimulation
with E. purpurea.

Keywords: toxoplasmosis, bioactive compounds, immunostimulation; serotonin, mast cells,
immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO GERAL

Toxoplasma gondii é 0 agente etioldgico da toxoplasmose, uma zoonose de distribuicédo
mundial (ALMERIA; DUBEY, 2021; TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000). T. gondii tém
como hospedeiros definitivos membros da familia Felidae e como hospedeiros intermediarios
outros animais homeotérmicos durante seu ciclo de vida (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998).

Uma vez ingerido, o parasito invade a mucosa intestinal, passando pelo epitélio,
multiplica-se e invade novas células e disseminam-se via sangue e linfa (BARRAGAN; DAVID
SIBLEY, 2003; BARRAGAN; HITZIGER, 2008; COURRET et al., 2006). Apds a exposi¢ao ao
T. gondii, células do epitélio intestinal e imunes reconhecem o parasito por meio de receptores de
reconhecimento de padrdo na superficie celular, como os receptores Toll-like (TLRs) (KIVIT et
al., 2014), que ativam a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias, incluindo IL-12 e IFN-y que, por
sua vez, induzem uma resposta Thl subsequente, essencial para a resisténcia do hospedeiro
(SUZUKI et al., 1988; RAETZ et al., 2013). Porém, apesar de controlar o parasito, este
mecanismo de resisténcia pode ser prejudicial ao hospedeiro e causar imunopatologia
(GAZZINELLI et al., 1996; HEIMESAAT et al., 2006; OLDENHOVE et al., 2009).

Vérios estudos demonstraram que a toxoplasmose modifica o trato gastrointestinal
(CASAGRANDE et al., 2022; GOIS et al., 2016; PASTRE et al., 2019b; SANT’ANA et al.,
2012; TREVIZAN et al., 2016; VICENTINO-VIEIRA et al., 2015), outros evidenciam que 0
medicamento utilizado no tratamento da toxoplasmose ja ndo causa o efeito esperado (FAYE et
al., 2011). Atualmente, o tratamento da toxoplasmose é realizado com o uso de pirimetamina
combinado com sulfadiazina que inibem as enzimas diidrofalato redutase e dihidropteroato
sintase bloqueando a sintese de DNA do parasito (RADKE et al., 2018). Porém, o uso demasiado
dessas drogas levou a selecdo de cepas resistentes do parasito (FALCIPARUM; REYNOLDS;
ROQS, 1998), tornando fundamental o desenvolvimento de terapéuticas alternativas. Além disso,
0 uso deste farmaco pode causar disturbios colaterais como leucopenia, efeitos dermatoldgicos e
gastrointestinais (RIBEIRO; CARVALHO, 2022).

Diante desse cenario, fica evidente a necessidade de estudos voltados para descoberta de
compostos bioativos capazes de mitigar os efeitos da infeccdo toxoplasmica ou de estimular o
sistema imune do hospedeiro (GASPAROTTO JUNIOR et al., 2016). Assim, extratos vegetais
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tém grande importancia na pesquisa por substancias tendo em vista o desenvolvimento de novos
medicamentos (JUNIOR et al., 2016). Dentre as possibilidades esta a Echinacea purpurea (L.)
Moench, planta ja reconhecida por seus resultados anti-inflamatdrios e imunolédgicos promissores
relatados em estudos in vitro e in vivo (BURLOU-NAGY et al., 2022; CHOI; JIANG; CHU,
2013; VIMALANATHAN et al., 2022).

E. purpurea (L.) Moench é também conhecida como “coneflower” parpura (KUMAR;
RAMAIAH, 2011) e pertence a familia das Asteracae, um grupo de plantas silvestres e perenes
cujas principais caracteristicas sao as raizes aprumadas, cilindricas, estriadas longitudinalmente,
que desprendem odor aromatico e sabor adocicado provocando um discreto adormecimento na
lingua (MCKEOWN, 1999; PELLATI et al., 2005). Estudos fitoquimicos de E. purpurea
mostraram a presenca de derivados de acido cafeico, polifenois, polissacarideos, proteoglicanos,
alquilamidas lipofilicas, glicosideos de 4acido chicérico e substancias com atividade
imunoestimulante (LUPING et al., 2005; ONISZCZUK et al., 2019).

A E. purpurea é amplamente utilizada para a prevencdo e tratamento de resfriados,
infeccbes do trato respiratdrio e trato urinario e como imunoestimulante (DAPAS et al., 2014;
PARNHAM, 1996) e por seus efeitos anti-inflamatorios e antioxidante (BORCHERS et al., 2000;
BURLOU-NAGY et al., 2022; HUDSON; VIMALANATHAN, 2011; KUMAR; RAMAIAH,
2011; VIMALANATHAN et al.,, 2022). Devido a sua composicdo quimica (KUMAR,;
RAMAIAH, 2011), vérios autores sugerem que seus efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes
decorrem da ativacgdo de células do sistema imunoldgico, tais como macrofagos e células natural
killer (NK) (BARRETT, 2003; BURLOU-NAGY et al.,, 2022; CHOI; JIANG; CHU, 2013;
VIMALANATHAN et al., 2022).

Sabe-se que o célon é um local de grande interacdo antigénica (YOO; MAZMANIAN,
2017) devido a sua intensa relacdo com microrganismos comensais que interagem no Iimen para
manter 0s mecanismos tolerogénicos na mucosa, absor¢do de nutrientes, manutencédo da barreira
epitelial e fazer frente aos desafios deflagrados no epitélio intestinal (LOZUPONE et al., 2012;
TUNIS; MARSHALL, 2014; SENDER et al., 2016; MARGOLIS; GERSHON, 2016; YOO,
MAZMANIAN, 2017).
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Devido a esta exposi¢do, o colon possui importantes mecanismos de defesa os quais
dependem da integridade das células e tecidos que compBem a sua parede. Considerando as
propriedades naturais da E. purpurea, bem como os danos que podem ser causados pela infeccao
toxoplasmica, o objetivo do presente estudo foi avaliar as alteracbes em células e tecidos que
compdem a parede do célon de ratos inoculados com oocistos de T. gondii (cepa RH, gendtipo 1)

e imunoestimulados com 100 mg/kg de E. purpurea (L.) Moench.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  Toxoplasma gondii e a toxoplasmose

Toxoplasma gondii é o agente etioldgico da toxoplasmose. Foi descrito pela primeira vez
em 1908 por pesquisadores da Tunisia em um roedor parecido com hamster, o gundi,
Ctenodactylus gundii (NICOLLE; MANCEAUX, 1909) e simultaneamente no Brasil, no coelho
doméstico Oryctolagus cuniculus (SPLENDORE, 1908). Inicialmente, os achados relacionados a
infeccdo foram atribuidos a Leishmania; os quais foram corretamente atribuidos como sendo de
T. gondii somente em 1909 (NICOLLE; MANCEAUX, 1909).

Em homenagem e comemoracdo, diversos autores revisaram o tema (AJIOKA,;
MORRISSETTE, 2009; DUBEY, 2016; FERGUSON, 2009; DUBEY, 2008) A seguir,
elencamos alguns dos principais desdobramentos desde entéo.

QUADRO 1 - Principais fatos histéricos sobre a o Toxoplasma gondii e a toxoplasmose

ANO FATOS HISTORICOS REFERENCIA

1937 | O primeiro isolado viavel de T. gondii obtido de um animal Albert B. S"’!b'” ¢ Peter
K. Olitsky

1939 O Primeiro isolado de T. gondii em humano. David CISZ\i/gQ e Beryl

1941 provou serem iguais os isolados de T. gondii obtidos de Albert B. Sabin

humanos ou animais
O tratamento da toxoplasmose foi introduzido. O uso de
1942 | Sulfonamidas, incluindo a sulfadiazina, foi eficaz contra T.
gondii em estudos realizados
O primeiro caso de toxoplasmose congénita fatal e um caso

Albert B. Sabin e J.
Warren

1943 de toxoplasmose aguda fatal foram descritos no Brasil Guimardes et al.
A pirimetamina demonstrou sinergia com sulfadiazina D.EEylese N.
1953 L L .
contra taquizoitos em divisdo em estudos realizados Coleman
Ficou comprovado que a adicdo de acido félico melhora a J. K. Frenkel e G. H.
1957 . - - . o
atividade da sulfadiazina e da pirimetamina Hitchings
1948 E desenvolvido um teste soroldgico denominado “Teste de | Albert B. Sabin e Harry
Sabin-Feldman” A. Feldman
1949 A patogénese da tpxopl_asmose, mclumdo_um_a descricdo de Jacob K. Frenkel
hidrocefalia, foi detalhada pela primeira vez
1952 Estabelece-se a “’Tétrade de Sabin’’ atribuindo Albert B. Sabin e

retinocoroidite, hidrocefalia, encefalite seguida de colaboradores
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calcificacdo cerebral e distdrbios psicomotores aos sinais
da toxoplasmose congénita

E desenvolvido o primeiro teste de aglutinacio direta
1959 (DAT -.dlrect aggIL_Jtmatlon @e.st}, o qual ndo Iog_rou SUCESSO | 3 5 Eylton e J. L. Turk

devido a sua baixa especificidade e a necessidade de

grande nimero de taquizoitos em cada teste
1968 Descreve-se um teste para detectar anticorpos da classe Jack S. Remington e
IgM no sangue do corddo umbilical colaboradores
O teste de aglutinacdo direta de Fulton e Turk foi Georges Desmonts e
1980 . )
aperfeicoado Jack S. Remington
1995 E validado um teste sorc_)loglco ut|I|za~ndo o0 isolamento do Dubey e colaboradores
parasito como padréo

Fonte: Compilado bibliografico adaptado pelo autor.

A partir de entdo, os testes sorologicos melhoraram e diversificaram-se ao longo dos anos.
Desde sua descoberta, o teste de Sabin-Feldman tem sido o padrdo-ouro por muitos anos em
termos de sensibilidade e especificidade. Muitos métodos foram desenvolvidos, desde testes
indiretos como IFAT (Indirect Fluorescence Antibody Tests) (REMINGTON, 1969) até
hemaglutinacdo; ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay); e ELISA de captura
(ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012; WEISS; KIM, 2007). Atualmente, a maioria dos
laboratorios clinicos utilizam a técnica de ELISA para a triagem de rotina de IgG e IgM
especificos, enquanto outras técnicas sdo reservadas principalmente para laboratorios de

referéncia.

Apesar de sua relevancia clinica, somente a partir de 1960 que o complexo ciclo de vida
do T. gondii comecou a ser esclarecido (HUTCHISON et al., 1969; JACOBS; REMINGTON;
MELTON, 1960a, 1960b). Atraves da descoberta dos felideos como hospedeiros definitivos
(FRENKEL, 1973), a transmissdo de oocistos por meio das fezes desses animais, classificacéo e
caracterizacdo dos trés estagios infecciosos do T. gondii: 0s taquizoitos, os bradizoitos (em cistos
teciduais) (DUBEY; FRENKEL, 1976; FRENKEL; DUBEY; MILLER, 1970) e os esporozoitos
(em oocistos) (DUBEY; MILLER; FRENKEL, 1970) foi possivel o completo entendimento do
seu ciclo de vida (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998).

Em 1988, Y. Suzuki e colaboradores demonstraram o papel do IFN-y na imunidade e

protecdo contra o T. gondii (SUZUKI et al., 1988). E em 1991, o pesquisador Brasileiro, Ricardo
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T. Gazzinelli e seus colaboradores definiram a fungdo das células CD4+ e CD8+ na protegédo
contra o T. gondii (GAZZINELLI et al., 1991).

Em 1989, J L Burg e colaboradores utilizaram o teste de PCR para detectar DNA de T.
gondii a partir do gene B1 (BURG et al., 1989), a qual facilitou grandemente o diagndstico, bem
como a descricdo e genotipagem de isolados de T. gondii. Para tanto, 0s avangos na compreensao
da diversidade genética e das diferentes cepas do T. gondii foram essenciais. A descri¢do de
cepas recombinantes (PFEFFERKORN; PFEFFERKORN, 1980), o uso de isoenzimas para
distinguir cepas (DARDE; BOUTEILLE; PESTRE-ALEXANDRE, 1992) e a anélise do
polimorfismo de comprimentos de fragmentos de DNA gerados por enzimas de restricdo (PCR-
RFLP) (SIBLEY et al., 1992) permitiram distinguir linhagens clonais classicas ou arquétipas de
T. gondii e agrupa-las em tipos I-111 (HOWE; SIBLEY, 1995).

Em 2005, Asis Khan e colaboradores mapearam genoma do T. gondii (KHAN et al.,
2005).

Em 2008, a pesquisadora brasileira, Hilda F. J. Pena e colaboradores descreveram a
estrutura populacional do T. gondii no Brasil e agrupou as diferentes linhagens em quatro grupos
denominados tipo Brl, Brll, Brlll e BrlIV (PENA et al., 2008).

2.2  Taxonomia e ciclo biolégico

T. gondii é um protozodrio parasito intracelular obrigatério que pertence ao filo
Apicomplexa, classe Conoidasida, subclasse Cocciidia, ordem Eucoccidiida, familia
Sarcocystidae e subfamilia Toxoplasmatinae, sendo T. gondii a Unica espécie do género
Toxoplasma identificada até o momento (NICOLLE; MANCEAUX, 1909) (SPLENDORE,
1908) (BERTRANPETIT et al., 2017; LEVINE, 1988) (AJIOKA; FITZPATRICK e REITTER
2001). A etimologia que denomina o género Toxoplasma provém do grego toxon= arco e
plasma= corpo e recebeu esse nome, devido a sua morfologia, que é semelhante a uma lua
crescente (NICOLLE; MANCEAUX, 1909) (SOUZA; BELFORT JR., 2014).

Apresentam ciclo biolégico heteréxeno facultativo, ou seja, podem depender ou ndo de
mais de um hospedeiro para realizarem seu ciclo de vida (SOUZA; BELFORT JR., 2014). T.

gondii tem como hospedeiros definitivos membros da familia Felidae e como hospedeiros
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intermediarios outros animais homeotérmicos durante seu ciclo de vida (DUBEY; LINDSAY;
SPEER, 1998). O ciclo de vida do T. gondii (Figura 1) apresenta a fase sexuada que ocorre no
epitélio intestinal do hospedeiro definitivo (felideos) (GOLDMAN; CARVER; SULZER, 1958) e
a fase assexuada, que ocorre nos tecidos dos hospedeiros intermediarios por multiplicacéo rapida
(taquizoitos) (DUBEY; FRENKEL, 1972). Sua morfologia depende do estagio do parasito e suas
formas infectantes dividem-se em: taquizoitos presentes nos fluidos corporais, bradizoitos
presentes em cistos teciduais (DUBEY; FRENKEL, 1976; FRENKEL; DUBEY; MILLER, 1970)
e esporozoitos alojados em esporocistos no interior de oocistos (DUBEY; MILLER; FRENKEL,
1970) (HARITO et al., 2017).
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Figura 1: Ciclo de vida do Toxoplasma gondii. Fonte: Adaptada do Centers for Disease Control
and Prevention, 2020 (https://www.cdc.gov/parasites/toxoplasmosis/biology.html). 1 0S
oocistos sdo eliminados em grande nimero nas fezes do gato, geralmente durante uma a trés
semanas, e levam de um a cinco dias para se tornarem infectantes (esporulados); 2: 0s
hospedeiros intermediarios na natureza (incluindo passaros e roedores) sdo infectados apds o
consumo de solo, 4gua ou material organico contaminado com oocistos esporulados; 3: 0s
oocistos transformam em cistos teciduais nos hospedeiros intermediarios; 4: os gatos sao
infectados apds consumir hospedeiros intermediarios que abrigam cistos de T. gondii no tecido
(carnivorismo) ou infectam-se diretamente pelo consumo de oocistos; 5: animais criados para
consumo humano e caca selvagem também podem ser infectados ap6s o consumo de oocistos do
ambiente, e 0 agente se alojard em seus tecidos; 6: 0 consumo de carne crua ou mal passada de
animais com cistos teciduais pode transmitir toxoplasmose; 7: consumir alimentos ou agua
contaminada com oocistos ou manusear caixas de areia com fezes de um gato que esta
eliminando oocistos sem os devidos cuidados podem transmitir toxoplasmose pela via oral; 8:
transfusdo de sangue ou transplante de orgédos de individuos com toxoplasmose pode transmitir o
parasito; 9: fetos podem ser infectados por transmissdo vertical; 10: em hospedeiro humano, 0s
parasitos formam cistos nos tecidos, mais comumente no musculo esquelético, no miocardio, no
cérebro e nos olhos. Esses cistos podem permanecer durante toda a vida do hospedeiro; 11: o
diagnostico de infecgbes congénitas também pode ser realizado pela deteccdo do DNA do T.
gondii no liquido amnidtico por meio de métodos moleculares.
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Os taquizoitos estdo presentes na fase inicial e aguda da infeccédo (Figura 2A). Diferem-se
das demais formas infectantes devido a sua rapida capacidade de replicagdo, independente da
célula hospedeira (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). Taquizoitos invadem as células
nucleadas por penetracdo ativa e formam um vacuolo parasitéforo que o protege do sistema
imune do hospedeiro, multiplicando-se rapidamente por fisséo binaria até que ocorra a ruptura da
célula e liberacdo dos taquizoitos (SIBLEY; ANDREWS, 2000). Os quais invadem novas células
e o ciclo intracelular se repete (DUBEY, 2021). Essa destrui¢do celular é responsavel pela
manifestacdo dos sinais clinicos da toxoplasmose. Ap6s determinado numero de divisbes, 0s
taquizoitos se multiplicam de forma mais lenta e se acumulam nos tecidos em forma de cistos
teciduais. Alguns taquizoitos que sobrevivem passam por um estagio de conversao para
bradizoitos (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998) Sabe-se que 0s taquizoitos sdo capazes de
modular o sistema imunolégico de seu hospedeiro para evitar a resposta imune (HUNTER;
SIBLEY, 2012). Em sua morfologia, observa-se formato caracteristico de meia-lua (NICOLLE;
MANCEAUX, 1909), chegando a medir aproximadamente 2 a 6um onde sua extremidade
anterior € pontiaguda e posterior arredondada (SOUZA; BELFORT JR., 2014) (DUBEY;
LINDSAY; SPEER, 1998).

Bradizoitos podem ser encontrados em diversos tecidos e estabelecem a fase cronica da
toxoplasmose (Figura 2B). Podem persistir por toda a vida de um hospedeiro imunocompetente,
geralmente sem causar danos. Entretanto, quando hospedeiros infectados cronicamente se tornam
imunocomprometidos (hospedeiros com baixa imunidade, consideradas imunossuprimidas,
apresentam enfraquecimento do sistema imunoldgico), os bradizoitos transformam-se em
taquizoitos e causam diversos tipos de lesdes (BUZONI-GATEL et al., 2006). Bradizoitos
correspondem a forma lenta de proliferacdo e estdo presentes em cistos teciduais (DUBEY;
FRENKEL, 1976; FRENKEL; DUBEY; MILLER, 1970). O tamanho dos cistos € variavel pelo
numero de bradizoitos em seu interior, podendo chegar até 200 um de diametro (FREPPEL et al.,
2019). S&o formas resistentes a enzimas, como tripsina e pepsina e podem permanecer Viaveis
nos tecidos por varios anos (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). Os cistos do T. gondii podem
ser encontrados com predominancia no sistema nervoso, musculos esquelético e cardiaco
(PEREIRA et al., 2017), porém outros tecidos podem alojar o parasito como, por exemplo, 0
intestino delgado (BRAGA et al., 2011; VICENTINO-VIEIRA et al., 2015).
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Oocistos correspondem a forma de resisténcia e sdo encontrados no meio ambiente ap6s
serem eliminados por felinos durante a primo-infeccdo (Figura 2C). Os oocistos eliminados nas
fezes ndo sdo infectantes. No meio ambiente, 0s oocistos passardo pela maturagdo, um processo
chamado esporogonia, para entdo serem infectantes (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; MAI et
al., 2009). Os oocistos sdo estruturas sub-esféricas de 10 a 13 um de didmetro, com uma
multicamada extremamente resistente. Apds sua esporulacdo cada oocisto apresenta dois
esporocistos contendo quatro esporozoitos cada (oito formas infectantes por oocisto). E
importante ressaltar que os oocistos sdo produzidos exclusivamente em hospedeiros definitivos,
mas podem infectar os intermediarios, pois ao serem excretados nas fezes dos felideos, podem
contaminar o ambiente e manter-se vivo durante grandes periodos em condi¢des ambientais
adequadas, sendo sua viabilidade em solo Umido ja relatado em literatura por meses a anos
(DUMETRE et al., 2013; FREPPEL et al., 2018).

Figura 2. Taquizoitos corados com Giemsa (A), cisto tecidual (B) e oocisto esporulado de T.
gondii (C). Fonte: Adaptado de Dubey (2021).



28

Humanos infectam-se naturalmente pela ingestdo de cistos teciduais em carne mal-cozida
ou crua e/ou pela ingestdo de oocistos esporulados presentes na agua ou alimentos contaminados
(DUBEY, 2010; 2021). Apos a ingestdo, os bradizoitos sdo liberados dos cistos teciduais e 0s
esporozoitos dos oocistos, a seguir invadem a tdnica mucosa do trato gastrintestinal infectando
enterocitos, células caliciformes e linfocitos intra-epiteliais (BARRAGAN; HITZIGER, 2008;
BUZONI-GATEL et al., 2006; DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; LIESENFELD, 2002). Estas
duas formas de adquirir a toxoplasmose fazem da via oral a principal via de infecgdo
(LIESENFELD, 2002; BARRAGAN; SIBLEY, 2003; SANT’ANA et al., 2012). Além disso, 0
parasito pode ser adquirido por transfusdes sanguineas, transplante de 6rgaos e por transmissao
congénita (HILL; DUBEY, 2002; MONTOYA; REMINGTON, 2008).

2.3 Epidemiologia

No mundo, a prevaléncia da toxoplasmose pode variar de 10% a 80% da populacdo
(ALMERIA; DUBEY, 2021; FLEGR et al., 2014; TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).
Essa diferenga percentual decorre de fatores como habitos alimentares, culturais, econdmicos e
sociais, qualidade da &gua e a presenca de saneamento (ROBERT-GANGNEUX; DARDE,
2012). Estudos demonstraram que a toxoplasmose esta disseminada por varias regiées do mundo
e que h& grande variagdo da prevaléncia de anticorpos IgG anti-T. gondii, desde 6,1% em
Durango — México (ALVARADO-ESQUIVEL et al., 2006) ate 75,2% na Republica Democratica
de S&o Tomé e Principe, localizado no Golfo da Guiné (HUNG et al., 2007).

Apesar da elevada taxa de infeccdo, a maioria dos individuos sdo assintomaticos, devido a
efetiva acéo do sistema imune (FLEGR et al., 2014). No Brasil, em torno de 50% das criancas em
idade escolar, bem como 50 a 80% das mulheres que estdo em idade fértil possuem anticorpos
anti-T. gondii. Na populacdo brasileira em geral, sua prevaléncia varia de 50 a 80% (DUBEY et
al., 2012), semelhante a outros paises latino-americanos tais como a Argentina (BERNSTEIN et
al., 2018). Segundo o Boletim Epidemiolégico da Secretaria de Vigilancia em Salde, entre 2015
e 2020, no Brasil, foram registrados 25 surtos e cinco 6bitos por toxoplasmose (ALMERIA;
DUBEY, 2021; BRASIL 2021). Considerando a toxoplasmose em gestantes, no Brasil estudos
relatam diferentes taxas de prevaléncia variando de 31 a 91,6% (ALMERIA; DUBEY, 2021,
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CAMARA; SILVA; CASTRO, 2015; CAMPOS et al., 2014; MITSUKA-BREGANO; LOPES-
MORI; NAVARRO, 2010).

2.4 Vias de transmissao

A infeccdo por T. gondii pode ocorrer de forma adquirida ou congénita. A toxoplasmose
adquirida caracteriza-se pela infeccdo do individuo por meio da ingestdo de agua (DUBEY,
2004) ou alimentos contaminados pelo T. gondii (ALMERIA; DUBEY, 2021; HILL; DUBEY,
2002). A toxoplasmose congénita, toxoplasmose adquirida durante a gestacdo, também
denominada transmissdo vertical, se da quando a primo-infeccdo ocorre durante o periodo
gestacional e apresenta especial relevancia pelos danos causados ao desenvolvimento do feto
(DUNAY et al., 2018) (ALMERIA; DUBEY, 2021; DUNAY et al., 2018; FIGUEIRO-FILHO et
al., 2005; HILL; DUBEY, 2002; MUNIZ, 2021). Dessa forma, as trés formas de infeccdo mais

comuns para humanos sao:

1. Forma adquirida via oral (fecal-oral): Ingestdo de oocistos eliminados nas fezes de
felinos infectados presentes em jardins, caixas de areia, latas de lixo, dgua de esgoto ou

disseminados por moscas, baratas ou minhocas (DUBEY, 2004);

2. Forma adquirida via oral (via alimentar, via natural): Ingestdo de cistos teciduais
presentes em carnes cruas ou mal-cozidas (ALMERIA; DUBEY, 2021).

3. Congénita (vertical): Transmissdo da mée infectada e na fase aguda da doenga para
0 bebé por via transplacentaria. Neste caso, a toxoplasmose adquirida durante a gestacdo, também
denominada transmissdo vertical, apresenta especial relevancia pelos danos que podem ser
causados ao feto (ALMERIA; DUBEY, 2021; DUNAY et al., 2018; FIGUEIRO-FILHO et al.,
2005; HILL; DUBEY, 2002; MONTOYA; REMINGTON, 2008; ROBERT-GANGNEUX;
DARDE, 2012; WEISS; KIM, 2013).

A taxa de transmissao transplacentaria é de 25% no primeiro, 54% no segundo e 65% no
terceiro trimestre de gestacdo (TABILE et al., 2015), sendo que as sequelas para os recém-
nascidos sdo mais graves quando a infecgdo ocorre no primeiro trimestre (PRADO et al., 2011;
ANDRADE et al., 2018; SOUZA et al., 2021).
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Outras formas de transmissdo como transfusGes sanguineas, transplantes de 6rgdos e
acidentes laboratoriais também podem ocorrer (HILL; DUBEY, 2002).

2.5  Cepasde T. gondii e viruléncia

T. gondii apresenta populacdo altamente clonal e por isso é subclassificada em gendtipos
em raz&o de sua baixa variabilidade genetica. A classificagdo mais utilizada distribui o parasito
em trés populacbes de linhagens clonais denominadas genotipos I, Il e Ill, os quais foram
descritos a partir de amostras biologicas de animais oriundos da América do Norte e Europa
(HOWE; SIBLEY, 1995). No entanto, analise do polimorfismo de fragmentos de DNA (PCR-
RFLP) com isolados de humanos e animais da América Central e do Sul, principalmente o Brasil,
demonstraram o alto polimorfismo encontrado em cepas de T. gondii isoladas no Brasil
(AJZENBERG et al., 2004; BERTRANPETIT et al., 2017; PENA et al., 2008). No Brasil, Pena e
colaboradores descreveram a estrutura populacional do T. gondii e agruparam as diferentes
linhagens em quatro grupos denominados tipo Brl, Brll, Brlll e BrlIVV (PENA et al., 2008).

As populagdes clonais de T. gondii podem ser classificadas de acordo com a viruléncia
em camundongos, onde o Tipo | é altamente virulento e os Tipos Il e 11l sdo geralmente de baixa
viruléncia (HOWE, SIBLEY, 1995). Segundo esta classificacéo, a linhagem do Tipo I, que inclui
a cepa RH utilizada no preste estudo, é conhecida por sua alta viruléncia em camundongos,
causando alta mortalidade (HOWE; SUMMERS; SIBLEY, 1996). Para as linhagens clonais
tipicas do Brasil, denominadas de Tipo Brl, Brll, Brlll e BrlV, e com base na viruléncia para
camundongos, o tipo Brl foi classificado como virulento, o tipo Brll e BrlV como virulentos

intermediarios e o tipo Brlll ndo virulento (PENA et al., 2008).

A cepa RH é muito utilizada como padrdo na comparagdo entre cepas (DUBEY 2010).
Ela foi isolada por Albert Sabin em 1939, na forma de cisto, de uma crianga com caso letal de
encefalite toxoplasmica (SABIN, 1941). Em camundongos verificou-se a transformacdo em uma
cepa altamente patogénica ocasionando a morte dos animais com a presenca de inUmeros
taquizoitos na cavidade abdominal. Desde entdo, passou a ser utilizada como cepa referéncia do
tipo | (DARDE, 2008).
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2.6 Histomorfologia do célon

Anatomicamente, em roedores, o colon apresenta a por¢do proximal relacionada ao ceco e
ileo e a porcdo distal, mais préxima do reto e canal anal. Dentre as suas fun¢@es do célon destaca-
se a capacidade de absorcdo de agua e producdo de muco. Histologicamente, o célon é composto
pelas camadas muscular, tela submucosa e mucosa (Figura 3). Nas porcGes livres do célon, a
camada serosa € caracterizada por protuberancias pequenas pedunculadas formadas por tecido
adiposo e mesotélio. Cada uma destas camadas diferencia-se fisiologica e morfologicamente
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Imagem 3: Fotomicrografia da parede do cdlon. Coloracdo HE, pequeno aumento. Fonte:
Histologia bésica I L.C. Junqueira e Carneiro (2013).
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A tunica muscular apesenta as regides mesocolica, antimesocélica e intermediarias, entre
as duas primeiras. A regido mesocolica possui uma Unica camada constituida por fibras
musculares com disposi¢do circular. Entre as fibras musculares observam-se feixes de fibras
colagenas dispostas obliqguamente e muitas fibras elasticas praticamente transversais em relagdo
as fibras musculares. Opondo-se a regido mesocolica, a face antimesocolica, a tanica muscular
também se apresenta constituida apenas pela camada circular. Lateralmente as faces mesocdlica e
antimesocolica (regides intermediarias), a tunica muscular apresenta duas camadas distintas, uma
orientada no sentido longitudinal (externo) e outra no sentido circular (interna) (MELLO et al,
1996; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; MILLS et al., 2001; VOLSKI; MELLO; NATALI,
1999).

A tela submucosa é composta por uma camada delgada de tecido conjuntivo propriamente
dito denso ndo modulado, bastante vascularizado (vasos sanguineos e linfaticos), constituido
predominantemente por feixes de fibras colagenas conectados a pequenos feixes de fibras
elasticas. Em areas com a presenca de pregas na tunica mucosa, a tela submucosa torna-se mais
espessa, se direciona ao apice das pregas e, possui uma base rica em vasos e ganglios nervosos.
Proximo ao &pice das pregas, as fibras colagenas e elasticas estendem-se em direcdo a tunica
mucosa, envolvendo a base das glandulas intestinais. Em determinados locais verifica-se a
presenca de foliculos linfaticos isolados ou agregados, frequentes no célon (MELLO et al, 1996;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A tdnica mucosa no coélon, exceto pela auséncia de vilosidade (que sdo proje¢des da
mucosa), € muito semelhante a mucosa do intestino delgado. Histomorfologicamente, a tdnica
mucosa é altamente vascularizada e composta pela lamina prépria, epitélio e muscular da mucosa
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; MILLS et al., 2001; VOLSKI; MELLO; NATALI, 1999)
Sua lamina prépria é composta por tecido conjuntivo frouxo, rico em fibroblastos, macréfagos,
mastdcitos e numerosos linfocitos. Normalmente, os fibroblastos da lamina prépria permanecem
ao redor das glandulas intestinais ou criptas de Lieberkilhn e originam os fibroblastos
subepiteliais. Estes fibroblastos possuem atividade contratil, séo comumente referenciados como
miofibroblastos a-actina, e vem demonstrando envolvimento na producdo de citocinas, que

podem atuar na proliferagdo e migracao de células do epitélio das glandulas intestinas (criptas
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intestinais ou de Lieberkiihn), em direcdo a superficie da mucosa (ABBAS, AK; LICHTMAN,
AH; PILLAI, 2011; KUMAR, V., ABBAS, AK. FAUSTO, N., MITCHELL, 2008)
(NASCIUTTI et al., 2016). O epitelio da mucosa é do tipo colunar simples e é composto por
enterdcitos com microvilos, células caliciformes secretoras de mucinas para protecdo e
lubrificacdo da mucosa e células enteroenddcrinas secretoras de horménios que auxiliam na
digestdo, absorcdo, motilidade e resposta imune local; dentre as células enteroenddcrinas, as
células enterocromafins responsaveis por sintetizar e liberar a serotonina (5-HT) no lumem
intestinal, especialmente em resposta a estimulos mecéanicos ou quimicos (LINAN-RICO et al.,
2016).

2.7  Populacgdes celulares e matriz extracelular no célon

De maneira integrada e coordenada, diversos tipos celulares incluindo células nervosas
(glia e neurdnios entéricos) e células epiteliais interagem com o extenso sistema imune da
mucosa para regular os processos inflamatérios na mucosa colénica (NEUNLIST et al., 2013;
YOO; MAZMANIAN, 2017). O cdllon abriga 70-80% das células imunes (YOO;
MAZMANIAN, 2017), milhGes terminacdes nervosas (GRUNDY; BROOKES, 2011) e um
microbioma com centenas de espécies (LOZUPONE et al., 2012; SENDER et al., 2016) que
interagem para manter 0os mecanismos tolerogénicos na mucosa (TUNIS; MARSHALL, 2014),
absorcédo de nutrientes, manutencao da barreira epitelial e fazer frente aos desafios deflagrados no
epitélio intestinal (MARGOLIS; GERSHON, 2016).

O revestimento da mucosa intestinal é composto por diferentes tipos de células epiteliais
0s quais medeiam a comunicacdo entre o hospedeiro e o ambiente luminal. As células epiteliais
mais abundantes sdo os enterdcitos, células caliciformes e células enteroenddcrinas
(VERGNOLLE; CIRILLO, 2018). Assim, as células epiteliais como as células caliciformes e
células enterocromafins (que sdo células enteroenddcrinas) sdo essenciais para a manutencao da
homeostasia intestinal (FURNESS et al., 2013; KIM; HO, 2010; LATORRE et al., 2016; LIU et
al., 2021).

Enterdcitos sdo as células absortivas mais numerosas e com funcgdes primarias no epitélio.
Correspondem a uma monocamada de células epiteliais cobertas por uma fina camada de muco o

qual funciona como interface entre a superficie da barreira epitelial com a microbiota intestinal.
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Por meio das microvilosidades, os enterdcitos aumentam sua area superficial em centenas de
vezes (HELANDER; FANDRIKS, 2014). Sdo responsaveis pela absorcdo de agua e nutrientes
(GARTNER, L. P. & HIATT, 2003). Em infecc¢des induzidas por protozoarios os enterocitos
produzem e liberam moléculas citotdxicas, incluindo NO (éxido nitrico), quimiocinas e citocinas
as quais recrutam macrdfagos e células dendriticas para o sitio da infeccdo (LEE; BENNOUNA,;
DENKERS, 2006).

As células caliciformes s@o responsaveis por produzir e secretar mucinas na superficie do
epitélio intestinal as quais, em contato com a agua proveniente do limen, tornam-se muco. O
muco €é, portanto, constituido por mucinas que essencialmente sdo proteinas fortemente
glicosiladas que ndo servem apenas de barreira fisica (biofilme), mas também fornecem um meio
que permite e facilita as trocas moleculares entre o epitélio a microbiota e 0 ambiente luminal
(JOHANSSON; HANSSON, 2016). Desta forma, as celulas caliciformes exercem papel
importante na manutencgdo da integridade do epitélio intestinal por meio da producdo e liberacdo
de mucinas, peptideos antimicrobianos (antimicrobial peptides - AMPs), TFF3 (Trefoil Fator-3) e
RETN-IB (Resistin-like-beta) (JOHANSSON; HANSSON, 2016; KIM; HO, 2010). Células
caliciformes possuem receptores para peptideo intestinal vasoativo e a ligacdo leva ao aumento
da producdo de mucinas e TFF3. Além disso, McDole et al. (2012) demonstraram que as células
caliciformes podem servir como porta para a passagem de antigenos (GAPs - goblet-cell-
associated antigen passages) para serem expostos as células dendriticas na lamina propria
(MCDOLE et al., 2012).

As células enteroenddcrinas sdo células epiteliais e se distribuem ao longo dos intestinos
delgado e grosso. Ao todo existem aproximadamente 12 tipos celulares distintos os quais
secretam cerca de 20 hormonios diferentes. Os hormdnios liberados pelas células
enteroendacrinas, incluindo grelina, somatostatina, leptina e serotonina, podem agir localmente,
em outras células (incluindo células imunes), em terminacgdes nervosas ou em 6rgédos distantes
(FURNESS, 2016; WORTHINGTON; REIMANN; GRIBBLE, 2018). Os efeitos exercidos por
meio de receptores para nutrientes em células enteroenddcrinas incluem mudancas no padréo
ingestdo de alimentos (apetite e saciedade), alteracdes no ritmo do esvaziamento gastrico e
transito intestinal, liberacdo de enzimas digestivas, inducdo de transportadores de nutrientes e

enzimas digestivas, aumento da permeabilidade da barreira intestinal, secrecdo de insulina
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pancreatica, modulacdo da resposta imune, proliferacdo celular e crescimento de tecidos
(FURNESS, 2016; FURNESS et al., 2013; LATORRE et al., 2016; VERGNOLLE; CIRILLO,
2018).

Como mencionado acima, as células enterocromafins sdo um dos fenétipos de células
enteroenddcrinas. As ceélulas enterocromafins estdo relacionadas com a manutencdo da
homeostasia intestinal, absorcdo de nutrientes, peristaltismo e atuando na manutencéo da barreira
epitelial (CANI; EVERARD; DUPARC, 2013). Possivelmente pela sua producdo e liberacéo de
serotonina (5-HT) (BERTRAND, 2009; CASAGRANDE et al., 2022; LIU et al., 2021; PASTRE
et al., 2019a, 2021). Acredita-se que a 5-HT juntamente com outros mediadores sdo capazes de
iniciar ou manter padrdes motores e respondem estimulos mecanicos e quimicos aplicados ao
epitélio da mucosa liberando 5-HT no lumen e na lamina prépria intestinal (BERTRAND;
BERTRAND, 2010).

A 5-HT liberada na lamina prépria pode ser captado por plaquetas sanguineas por meio do
transportador de serotonina (SERT) ou ainda interagir com células imunes e interferir nos
movimentos peristalticos (O’HARA; SHARKEY, 2007). Estudos anteriores comprovaram que a
5-HT € um neurotransmissor excitatdrio, responsavel ndo somente pelo estimulo de contracdes
peristalticas e secretdrias pos-prandial, mas também por ativar 0s nervos sensoriais extrinsecos
(GERSHON; TACK, 2007) e iniciar mecanismos de defesa do hospedeiro, entre eles, a
inflamacdo (MARGOLIS; POTHOULAKIS, 2009).

De acordo com a literatura, a 5-HT interage com células epiteliais e imunes como uma
molécula sinalizadora, capaz de modular a inflamacdo intestinal (VEDOVATO et al., 2015;
WANG, 2021). A liberacdo de 5-HT estimula vias pro-inflamatorias, como a via do NF-«xB, que
resultam na producdo de mediadores inflamatorios como IL-17 e IFN-y em células dendriticas,
resultando na ativacdo de células T (KANNEN et al., 2018). Em ratos e camundongos,
mastocitos sintetizam 5-HT por meio da enzima triptofano hidroxilase | (TPH1) (MARGOLIS;
GERSHON, 2016).

Mastocitos sdo celulas provenientes da medula dssea que estdo presentes na pele,
pulmdes, na lamina propria e epitélio das mucosas e contém granulos citoplasmaticos abundantes
preenchidos por citocinas, histamina (ABBAS, AK; LICHTMAN, AH; PILLAI, 2011; ALBERT-
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BAYO et al., 2019; BISCHOFF, 2009; REBER et al., 2015) e outros mediadores como a 5-HT
(BISCHOFF, 2016; DA SILVA; JAMUR; OLIVER, 2014). Os mastocitos podem ser ativados
por diversos estimulos, principalmente por interagdes com a imunoglobulina E (IgE) e participam
das respostas alérgicas e inflamatérias (THEOHARIDES et al., 2010). Sabe-se que 0s mastocitos
sdo capazes de contribuir na regulacdo da imunidade da mucosa, interagindo com o sistema
enddcrino e o sistema nervoso entérico (ALBERT-BAYO et al., 2019; CONTI et al., 1998).

Uma vez ativados, os mastocitos produzem IL-4 e 1L-10 e TGF-B (CONTI et al., 2018;
ROMAGNANI, 2002) que sdo capazes de modular a resposta inflamatoria. Além disso,
dependendo do estimulo, liberam histamina, heparina, sulfato de condroitina e a 5-HT (CONTI et
al., 2018) Sendo a ultima um neurotransmissor fundamental que atua estimulando as vias pro-
inflamatorias no intestino (KANNEN et al., 2018) o que demonstra que além do seu papel na

inflamacdo, atua também em processos infecciosos (BISCHOFF, 2016).

Além disso, o aumento no nimero dos mastdcitos intestinais (mastocitose) resulta em
alteracGes na permeabilidade intestinal, recrutamento e ativacao de células imunes, mudanga no
fluxo sanguineo, na coagulacdo, na permeabilidade vascular, na cicatrizacdo, fibrose e no
peristaltismo (BISCHOFF; KRAMER, 2007; DA SILVA; JAMUR; OLIVER, 2014; HAMMAD;
LAMBRECHT, 2015).

A mastocitose consiste no acumulo de mastdcitos devido a sua proliferacdo exacerbada
em 0rgdos, tecidos e no trato gastrointestinal. Esta condicdo compreende um grupo diverso de
manifestacdes clinicas que possui um progndstico bastante variavel. Sua etiopatogenia ainda nao
esta claramente evidenciada, mas ha indicios de que provavelmente decorre por uma resposta a
um estimulo considerado anormal (DA SILVA; JAMUR; OLIVER, 2014; VALENT et al.,
2021). Koeppel et al. (1998) relataram a presenca da mastocitose gastrintestinal em um paciente
com quadro de meningoencefalite toxoplasmica. Em outro estudo, Pastre et al. (2019)
demonstram que a infeccdo aguda por T. gondii causou mastocitose no intestino delgado de

camundongos, devido ao aumento na quantidade de mastocitos totais e serotoninérgicos (5-HT+).

Muitas substancias produzidas pelos mastocitos tem o potencial de afetar o tecido
conjuntivo. A histamina e a heparina liberadas tém demonstrado serem estimulos para o
crescimento de fibroblastos e aumento da sintese de colageno (DA SILVA; JAMUR; OLIVER,
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2014). Estas substancias também podem influenciar a formagéo de cicatrizes (CLAMAN, 1993).
Os mastdcitos também podem contribuir diretamente para a formacéo de fibroses, através de sua
habilidade para produzir glicoproteinas da matriz extracelular (THOMPSON-SNIPES et al.,
1991).

A matriz extracelular (MEC) é uma estrutura tridimensional que compde o ambiente
extracelular dos tecidos conjuntivos. No célon, a matriz extracelular confere o suporte fisico, que
promove a integridade e elasticidade tecidual (BONNANS; CHOU; WERB, 2014). Na tela
submucosa e na lamina prépria sdo encontrados fibroblastos, que fazem a manutengdo da matriz
extracelular por meio da secrecdo de fibras coldgenas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013), que
sdo as principais proteinas da matriz extracelular (KUSINDARTA; WIHADMADYATAMI,
2018). Ja foram identificados pelo menos 30 tipos de fibras coladgenas (LIN et al., 2020), sendo

que, no intestino, as mais encontradas sdo as fibras dos tipos I, Il e IV.

Os tipos | e Ill sdo os mais abundantes no organismo humano (HENRIKSEN;
KARSDAL, 2016; WANG et al., 2020) e ambos sao do tipo fibrilar (XUE; JACKSON, 2015) e
sdo os principais componentes da matriz intersticial (NIELSEN; KARSDAL, 2016). O colageno
do tipo Il é secretado por fibroblastos, desempenha um papel importante em patologias
associadas a inflamacdo (NIELSEN; KARSDAL, 2016) e € um importante componente estrutural
em 0Orgdos ocos, como grandes vasos sanguineos, utero e intestino (KUIVANIEMI; TROMP,
2019). Ele é considerado essencial para a producdo do colageno de tipo | (LIU et al., 1997), uma
vez que € o principal colageno encontrado nos estagios iniciais da reparacao tecidual, a seguir, o
colageno do tipo Il é degradado e ha o aumento da sintese do colageno tipo | (GONZALEZ et
al., 2016). Este, por sua vez, estd presente na maioria dos tecidos como um importante
componente estrutural em varios 6rgdos (HENRIKSEN; KARSDAL, 2016). Ja o colageno do
tipo IV é normalmente mais flexivel que os demais, uma vez que as suas fibras sdo ligadas
cabeca a cabeca, 0 que possibilita a formacédo de 1aminas (ABREU-VELEZ; HOWARD, 2012).
Logo, este é o principal componente da membrana basal, estrutura que fornece suporte para as
células epiteliais e endoteliais (SAND; GENOVESE; KARSDAL, 2016).

Os linfocitos intra-epiteliais (LIES) sdo principalmente linfocitos T que tém o potencial de
oferecer a primeira linha de defesa do na lamina propria e no epitélio da mucosa coldnica a
diversas infeccbes (JABRI; ABADIE, 2015; VERGNOLLE; CIRILLO, 2018). As principais
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subpopulacdes de LIEs sdo aqueles que apresentam receptores T constituidos por diferentes
cadeias glicoproteicas: TCRy8*, TCD8ua" ¢ TCRap* (HOYTEMA VAN KONIINENBURG;
MUCIDA, 2017). Além destas, os linfécitos TCRap CD4" e TCD8" periféricos maduros podem
se tornar LIEs apds a migracdo para a mucosa do intestino (BUZONI-GATEL et al., 1999;
CHEN et al.,, 2002; CHEROUTRE; LAMBOLEZ; MUCIDA, 2011; HOYTEMA VAN
KONIINENBURG et al., 2017; ISMAIL et al., 2011).

Os LIEs sdo fundamentais na manutencdo da homeostasia da mucosa intestinal e na
inflamacdo intestinal. InfeccBes por parasitos induzem uma resposta das células TCDys",
alterando sua motilidade e padrdo de movimento entre as células do epitelio intestinal
(HOYTEMA VAN KONIINENBURG et al., 2017). Entre as fun¢@es atribuidas aos LIEs pode-se
destacar a imediata producéo de citocinas que atuam no combate a patdgenos, na inflamacao e na
manutencdo da homeostasia intestinal (SHERIDAN; LEFRANCOIS, 2010). Entre as citocinas
sintetizadas destacam-se a IL-17 e INF-y capazes de acentuar a resposta inflamatdria intestinal
(MARTIN et al., 2009), ou ainda citocinas capazes de modula-la como a IL-4, IL-10 e 0 TGF-p
(CHEN et al., 2002), pois a ativacdo exacerbada destas células pode resultar em disturbios
inflamatorios e significativa imunopatologia (ISMAIL et al., 2011; LIESENFELD, 2002; TANG
et al., 2009).

T. gondii se expande sistemicamente, induzindo uma significativa imunopatologia
associada a resposta imune Thl (EGAN et al., 2009; HAND et al., 2012) e diminuicdo das
células T regulatorias (Tregs) (DENKERS; GAZZINELLI, 1998; OLDENHOVE et al., 2009)
(Figura 4). Apo6s a exposi¢do ao T. gondii, células do epitélio intestinal e imunes reconhecem o
parasito por meio de receptores de reconhecimento de padrdo na superficie celular, como os
receptores Toll-likes (TLRs) (KIVIT et al., 2014), que ativam a secre¢do de citocinas pro-
inflamatorias, incluindo IL-12 e IFN-y que, por sua vez, induzem uma resposta Thl subsequente,
essencial para a resisténcia do hospedeiro (SUZUKI et al., 1988; RAETZ et al., 2013). Porem,
apesar de controlar a disseminacdo de taquizoitos, este mecanismo de resisténcia pode ser
prejudicial ao hospedeiro uma vez que induz significativa imunopatologia (GAZZINELLI et al.,
1996; HEIMESAAT et al., 2006) devido a reducdo de células T regulatérias (OLDENHOVE et

al., 2009), perda da tolerancia aos comensais (HAND et al., 2012) e disbiose, causada pela
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deplecdo das células de Paneth induzida por IFN-y (RAETZ et al., 2013) e células caliciformes
(GOIS et al., 2016; SANT’ANA et al., 2012).

NO
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Figura 4 Ativacdo da imunidade celular efetora na infeccdo por T. gondii. Fonte: SOUZA, W.;
BELFORT JR., 2014.

2.8  Perspectivas terapéuticas e Echinacea purpurea (L.) Moench

Atualmente, o tratamento convencional para toxoplasmose consiste no uso da
pirimetamina e sufadiazina. Onde a pirimetamina age inibindo a reducdo de dihidrofolato
redutase e a sufadiazina na inibicdo de dihidropteroato sintase. Esse tratamento foi adotado
durante anos e seu uso desenfreado levou ao surgimento de cepas de T. gondii resistentes (FAYE
et al., 2011). Além disso, o uso deste farmaco pode causar distarbios colaterais como leucopenia,
efeitos dermatoldgicos e gastrointestinais (RIBEIRO; CARVALHO, 2022). Diante desse cenario,
fica evidente a necessidade de mais estudos voltados para descoberta de novas substancias com
potencial de combate a essa infec¢do, seja como componentes de um novo medicamento, ou de
extratos vegetais que poderiam atuar como imunoestimulantes com efeito sobre T. gondii
(GASPAROTTO JUNIOR et al., 2016). Podemos encontrar na literatura o estudo de inUmeras
plantas e compostos bioativos utilizadas para estudos voltados para reducdo dos efeitos colaterais
causados pela infeccdo por T. gondii, como o estudo da infusdo de Artemisia annua que se

mostrou eficaz no combate a infeccdo por ser de baixa toxicidade e possuir agdo inibitéria do
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parasito (DE OLIVEIRA et al., 2009; ROSTKOWSKA et al., 2016). Além disso, o0 extrato
aquoso de Vernonia colorata demonstrou possuir potencial terapéutico na infeccéo por T. gondii
(BENOIT-VICAL et al., 2000). Dentro desse contexto, surge o interesse pela planta citada a

seqguir.

Echinacea (Figura 5) é mundialmente conhecida por ser um género de plantas tipicas das
montanhas rochosas norte-americanas. Quando identificada pela primeira vez em meados do
século XVIII, foi “batizada” inicialmente como Rudbeckia purpurea (MILLER; YU, 2004)
(MILLER; YU, 2004) (MILLER; YU, 2004). O seu potencial medicinal foi comprovado em
muitos estudos e dentre estes estdo 0 uso para tratamento de cancer, processos inflamatorios e
dores em geral (BURLOU-NAGY et al., 2022; VIMALANATHAN et al., 2022).

A forma de preparo e indicacdo de uso pode variar de acordo com a espécie de Echinacea
a ser utilizada. As trés principais espécies, Echinacea purpurea (L). Moench, Echinacea
angustifolia e Echinacea pallida, j& foram muito consumidas por amerindios nativos e séo
atualmente também utilizadas no combate de infecgdes respiratorias e quadros inflamatérios
como resfriados, bronguites, inflamacdes de faringe e boca, sendo a E. purpurea objeto do
presente estudo. (GASPAROTTO JUNIOR et al.,, 2016 ; BURLOU-NAGY et al.,, 2022;
VIMALANATHAN et al., 2022).
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Figura 5. Fotografia ilustrativa da E. purpurea. Fonte: milenio.com - Cinco beneficios de la
equinacea [Internet]. [cited 2022 November 3]. Disponivel em: https://www.milenio.com/ciencia-
y-salud/cinco-beneficios-de-la-equinacea.

Comercialmente, é possivel encontrar a E. purpurea em sua forma fresca, seca ou em
raizes e extratos alcodlicos com ginseng ou alho, que potencializa seu efeito (CATANZARO et
al., 2018). As plantas dessa espécie possuem um ciclo de vida longo e tém sido cultivadas ao
redor de todo mundo para fins medicinais, alimentares e ornamentais (MISHIMA et al., 2004).
Podem-se citar como componentes importantes dessa planta, derivados do &cido cafeico, que
possui propriedades antioxidantes, neuroprotetoras, anti-inflamatérias, antiproliferativas,
antibacterianas, antivirais, anti-aterosclerdticas e anticancerigenas, além de alquilamidas,
flavonoides, polissacarideos, lipoproteinas e poliacetilenos. Vale ressaltar que os derivados do
acido cafeico e das alquilamidas j& mostraram possuir efeitos imunoregulatorios importantes em
estudos anteriores (BALCIUNAITE-MURZIENE et al., 2021; BURLOU-NAGY et al., 2022;
VIMALANATHAN et al., 2022).

Os primeiros relatos sobre o potencial medicinal de E. purpurea estdo descritos no livro
de Johannes Clayton na segunda edicdo do livro Flora Virginica em 1762. Seu potencial
imunomodulador foi primeiramente evidenciado pelo pesquisador Victor Von Unruh (1913),

através de um relatério que indica o aumento da fagocitose da bactéria da tuberculose durante o
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uso da planta (SHARIFI-RAD et al., 2018). Diversos estudos denotam também os efeitos
imunomoduladores da E. purpurea refletindo um aumento da imunidade inata e especifica,
porém tambem foi evidenciado que a espécie e o local da planta utilizado para uso medicinal
podem influenciar no seu potencial anti-inflamatério e antimicrobiano (CATANZARO et al.,
2018; BURLOU-NAGY et al., 2022; VIMALANATHAN et al., 2022). Na E. purpurea, 0s
compostos bioativos isolados com propriedades farmacol6gicas mais importantes foram as
alquilamidas, glicoproteinas, flavondides e compostos fendlicos, como acido cafeico e chicorico.
Vale ressaltar que nas raizes, 0os componentes responsaveis pela imunomodulacdo sdo as
glicoproteinas, alquilamidas e polissacarideos (BURLOU-NAGY et al., 2022,
VIMALANATHAN et al., 2022).

Acredita-se que a imunomodulacdo decorrente do uso da E. purpurea pode ocorrer
através da estimulacdo da atividade de células natural killer (NK) no sangue periférico. E.
purpurea também se mostra efetiva na producao de citocinas e em mediadores de resposta imune
como IL-1, TNF-a e IL-10. (PARK et al., 2017). O recente estudo in vivo em Camundongos
C57BI/6 de Park et al, 2021 avaliou os efeitos imunomoduladores do extrato de E. purpurea em
camundongos, demonstrando que ha aumento da proliferacdo de células B, aumento dos niveis de
MHC II, células TCD4 +, LIEs e células NK, melhorando significativamente a resposta imune
dos camundongos (PARK et al., 2021). Além disso, Vimalanathan et al. (2022) relataram que o
extrato de Echinaforce® (E. purpurea (Echinaforce® extract, EF) demonstrou atividade antiviral
em sete variantes de preocupacédo para SARS-Cov2 que foram testados, sugerindo uma afinidade
dos marcadores do extrato com as variantes do estudo, sendo assim, uma possibilidade de suporte
ao fortalecimento imunoldgico associado a vacinacdo (VIMALANATHAN et al., 2022). Sabendo
do potencial supracitado da planta, n6s hipotetizamos que a utilizacdo da E. purpurea seria eficaz

no tratamento da toxoplasmose.
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3 OBJETIVOS
3.1  Objetivo geral

Avaliar as alteracbes em células e tecidos que compdem a parede do colon de ratos
inoculados com oocistos esporulados de Toxoplasma gondii (cepa RH, gendtipo 1) e
imunoestimulados com E. purpurea (L.) Moench.

3.2  Objetivos especificos

Caracterizar as alteragfes histomorfométricas e histopatoldgicas na parede do célon de
ratos inoculados com oocistos esporulados de Toxoplasma gondii (cepa RH, gendtipo 1) e
imunoestimulados com E. purpurea (L.) Moench.

Avaliar as alteracfes em células que expressam serotonina (5-HT) na mucosa do colon de
ratos inoculados com oocistos esporulados de Toxoplasma gondii (cepa RH, gendtipo I) e

imunoestimulados com E. purpurea (L.) Moench.
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4 CAPITULO 1: ARTIGO CIENTIFICO

Imunoestimula¢do com extrato aquoso de Echinacea purpurea (L.) Moench melhora as

alteracdes histopatoldgicas causadas por Toxoplasma gondii em cdlon de Rattus norvegicus

Artigo cientifico submetido a revista Life Sciences

https://www.elsevier.com/journals/life-sciences/0024-3205/quide-for-authors#
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Resumo

O tratamento da Toxoplasmose consiste no uso combinado de sufadiazina e pirimetamina, sendo
necessaria a busca por alternativas terapéuticas eficazes frente a esta zoonose. O objetivo do
estudo foi avaliar as alteragcGes em células e tecidos que compdem a parede do colon de ratos
inoculados com oocistos esporulados de Toxoplasma gondii e imunoestimulados com 100 mg/kg
de Echinacea purpurea. Vinte e quatro Rattus norvegicus machos foram separados em quatro
grupos (n=6): controle (GC); infectado com 500 oocistos de T. gondii € ndo imunoestimulados
(GI); controle imunoestimulado com 100 mg/kg de E. purpurea (GC+EP); e infectado e
imunoestimulado com 100 mg/kg de E. purpurea (GI+EP). A imunoestimulacéo via oral com E.
purpurea iniciou gquando os ratos do GC+EP e GI+EP completaram 36 dias de idade. A
inoculacdo de 500 oocistos de T. gondii nos ratos do Gl e GI+EP ocorreu aos 64 dias de idade. A
imunoestimulacdo com E. purpurea terminou aos 92 dias de idade. Apos, os ratos foram
submetidos a eutanasia e o cdlon foi avaliado. Demonstramos que houve aumento das células
caliciformes, de mastdcitos totais, mastocitos e células enterocromafins que expressam 5-HT e na
proporcao de linfocitos intra-epiteliais no coélon de ratos infectado e imunoestimulados. Em
adicdo, demonstramos que a infeccdo causou alteragfes histopatoldgicas na parede do célon, as
quais diminuiram devido a imunoestimulagdo com E. purpurea. Em conjunto, nossos resultados
sugerem que parte das alteracfes em células e tecidos que compdem a parede do célon foram
reduzidas pela imunoestimulagdo com o extrato aquoso de E. purpurea.

Palavras-chave: toxoplasmose, compostos bioativos, serotonina, mastocitos, imuno-
histoquimica.
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4.1  Introducéo

Toxoplasma gondii € 0 agente etiologico da toxoplasmose uma zoonose de distribuicdo
mundial (ALMERIA; DUBEY, 2021; TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000), o qual tém
felideos como hospedeiros definitivos e todos os demais homeotérmicos, incluindo humanos

como hospedeiros intermediérios (DUBEY, 2021).

Uma vez ingerido, o parasito invade a mucosa intestinal, multiplica-se e invade novas
células e disseminam-se via sangue e linfa (BARRAGAN; DAVID SIBLEY, 2003;
BARRAGAN; HITZIGER, 2008; COURRET et al., 2006). Apds a exposicdo ao T. gondii,
celulas do epitélio intestinal e imunes reconhecem o parasito (KIVIT et al., 2014) e secretam
citocinas pro-inflamatérias (SUZUKI et al., 1988; RAETZ et al., 2013). Contudo, apesar de
controlar o parasito, este mecanismo de resisténcia pode ser prejudicial ao hospedeiro e causar
imunopatologia (GAZZINELLI et al., 1996; HEIMESAAT et al., 2006; OLDENHOVE et al.,
2009). Vérios estudos demonstraram que a toxoplasmose prejudica o trato gastrointestinal
(CASAGRANDE et al., 2022; GOIS et al., 2016; PASTRE et al., 2019b; SANT’ANA et al.,
2012; TREVIZAN et al., 2016; VICENTINO-VIEIRA et al., 2015), outros demonstraram que 0
tratamento convencional j4 ndo causa o efeito esperado (FAYE et al., 2011; RADKE et al.,
2018), tornando fundamental o desenvolvimento de terapéuticas alternativas.

Diante desse cenario, fica evidente a necessidade de estudos voltados para descoberta de
compostos bioativos capazes de mitigar os efeitos da infecgdo toxoplasmica ou de estimular o
sistema imune do hospedeiro (GASPAROTTO JUNIOR et al., 2016). Assim, extratos vegetais
tém grande importancia na pesquisa por substancias tendo em vista o desenvolvimento de novos
medicamentos (JUNIOR et al., 2016). Dentre as possibilidades estd Echinacea purpurea (L.)
Moench, planta ja reconhecida por seus resultados promissores em estudos in vitro e in vivo
(BURLOU-NAGY et al., 2022; CHOI; JIANG; CHU, 2013; VIMALANATHAN et al., 2022).

E. purpurea (L.) Moench é também conhecida como “coneflower” parpura (KUMAR;
RAMAIAH, 2011), pertence a familia das Asteracae, um grupo de plantas silvestres e perenes
cujas principais caracteristicas sao as raizes aprumadas, cilindricas, estriadas longitudinalmente,
que desprendem odor aromatico e sabor adocicado provocando um discreto adormecimento na
lingua (MCKEOWN, 1999; PELLATI et al., 2005). Estudos fitoquimicos com E. purpurea
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mostraram a presenca de derivados de acido cafeico, polifenois, polissacarideos, proteoglicanos,
alquilamidas lipofilicas, glicosideos de 4acido chicérico e substancias com atividade
imunoestimulante, anti-inflamatérios e antioxidante (LUPING et al., 2005; ONISZCZUK et al.,
2019) (DAPAS et al., 2014; PARNHAM, 1996; BORCHERS et al., 2000; BURLOU-NAGY et
al., 2022; HUDSON; VIMALANATHAN, 2011; KUMAR; RAMAIAH, 2011;
VIMALANATHAN et al., 2022).

Sabe-se que o colon € um local de grande interacdo antigénica devido a sua intensa
relacdo com microrganismos comensais que interagem no limen para manter 0s mecanismos
tolerogénicos na mucosa, absorcdo de nutrientes, manutencdo da barreira epitelial e fazer frente
aos desafios deflagrados no epitélio intestinal (LOZUPONE et al., 2012; TUNIS; MARSHALL,
2014; SENDER et al., 2016; MARGOLIS; GERSHON, 2016; YOO; MAZMANIAN, 2017).
Devido a esta exposicdo, o célon possui importantes mecanismos de defesa os quais dependem da
integridade das células e tecidos que compdem a sua parede. Considerando as propriedades
naturais da E. purpurea, bem como os danos que podem ser causados pela infecgdo toxoplasmica,
0 objetivo do presente estudo foi avaliar as alteracdes em células e tecidos que compdem a parede
do colon de ratos inoculados com oocistos esporulados de T. gondii (cepa RH, genotipo 1) e
imunoestimulados com 100 mg/kg de E. purpurea (L.) Moench.
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4.2 Material e métodos

4.2.1 Aspectos Eticos e Legais

O protocolo experimental (n° 7633021018; Anexo 1) foi aprovado pelo Comité de Etica
para a Utilizacdo de Animais em Experimentacdo da Universidade Estadual de Maringa (UEM).
Todos os procedimentos descritos neste estudo estdo em conformidade com os principios éticos
adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia Animal Laboratorial (SBCAL). A atividade de
acesso ao Patrimonio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no Sistema Nacional
de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), em
atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos (Cadastro n® AA5776C;
Anexo 2).

4.2.2 Preparacdo do extrato aquoso

Os extratos foram obtidos por infusdo, conforme recomendacdo da Farmacopéia
Brasileira (PIANETTI; ALBUQUERQUE; ARAUJO, 2011). A partir do extrato vegetal seco e
em po, foi preparado o extrato aquoso de E. purpurea na concentracdo de 4%. Para tanto, 4 g do
po seco foram adicionadas a 100 mL de agua fervente e mantidos em temperatura ambiente por
15 minutos. A infusdo foi preparada e filtrada e 2,5 mL/kg foi administrada, via gavage, aos ratos
do GC+EP e GI+EP. As infusdes foram preparadas a fresco imediatamente antes da
administracdo (JUNIOR et al., 2016).

As partes aéreas floridas de E. purpurea foram recolhidas no jardim botanico da
Universidade Paranaense (Umuarama, Brasil) a 430 m de altitude acima do nivel do mar
(S23°47'55-W53°18'48). O espécime de E. purpurea estd catalogado no Herbario da
Universidade Paranaense (HEUP, numero 3451). O material vegetal foi seco ao ar a 37 °C
durante cinco dias, depois cortado e pulverizado, passando por uma malha de 40 mm (Junior et
al., 2016).

4.2.3 Delineamento experimental

Em experimento cego, a partir dos 21 dias de idade, 24 Rattus norvegicus receberam
tratamento antiparasitario oral com metronidazol (500mg/kg) durante cinco dias consecutivos e

fembendazol (50mg/kg dose Unica). Com 28 dias de idade e sete dias ap0s o tratamento
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antiparasitario, todos os ratos foram submetidos a exame parasitologico para certificar a auséncia

de parasitos intestinais.

Com 33 dias de idade, os ratos foram distribuidos, aleatoriamente
(http://www.randomizer.org), em quatro grupos experimentais (n=6), a saber: grupo controle
(GC); grupo infectado com 500 oocistos esporulados de T. gondii (cepa RH genétipo I) e ndo
imunoestimulados (GI); grupo controle imunoestimulado com 100 mg/kg de E. purpurea

(GC+EP); e grupo infectado e imunoestimulado com 100 mg/kg de E. purpurea (GI+EP).

Com 36 dias de idade, os ratos dos grupos GC+EP e GI+EP receberam, oralmente
(gavagem), 100 mg/kg de E. purpurea durante 28 dias. A imunoestimulagdo com 100 mg/kg de
E. purpurea continuou por mais 28 dias ap6s a inoculagdo. Os ratos do GC e Gl receberam agua
fervida em temperatura ambiente neste periodo. Com 64 dias de idade, os ratos do Gl e GI+EP

foram inoculados, oralmente, com 500 oocistos esporulados de T. gondii.

Todos os ratos foram mantidos (em gaiolas) no biotério do Departamento de Ciéncias
Morfologicas da UEM, com temperatura controlada (24 + 2°C), e foto-periodo de 12 horas (6-
18h). Os ratos foram alimentados com racdo para roedores (Nuvilab, Colombo, PR, Brasil) e
agua ad libitum. Os oocistos foram obtidos do laboratdrio de parasitologia veterinaria da
Universidade Estadual de Londrina, Parana, Brasil, fornecidos pelo Professor Dr. Jodo Luis
Garcia, e foram esporulados em solugdo de acido sulfarico antes da inoculagdo para tornd-los
viaveis (Pastre, 2019). A imunoestimulacdo com 100 mg/kg de E. purpurea continuou por mais
28 dias apos a inoculacao, quando os ratos estavam com 92 dias de idade. No dia seguinte foram

submetidos a eutanésia. A Figura 6 fornece um resumo do delineamento do experimento.
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Figura 6. Esquema da metodologia utilizada no estudo. Fonte: Propria (adaptada pelo autor)

4.2.4 Eutanasia, coleta e processamento de amostras

Vinte e oito dias apds a inoculacdo, com 93 dias de idade, os ratos foram submetidos a
eutanasia por aprofundamento anestésico com vapor de isoflurano. Amostras de sangue foram
coletadas de cada rato para confirmagdo da infecdo por meio do teste de imunofluorescéncia
indireta. Foi realizada a laparotomia vertical e dois centimetros do c6lon foram coletados, lavados

e fixados em parafomaldeido a 4% por 24 horas.

Apos a fixacdo, os segmentos foram embebidos em parafina para realizacdo de quatro
cortes transversais semi-seriados de 4 um dispostos em laminas de vidro. Apods, oS cortes foram
desparafinizados em xilol, reidratados em séries descendentes de alcool (100°- 1, I, 111, 90°, 80°,
70°) e corados em: hematoxilina e eosina (HE) - para a analise quantitativa, morfométrica e
histopatologica dos estratos que compdem a parede do cdlon e para a quantificagdo de linfocitos
intra-epiteliais; Periodic Acid-Schiff (PAS) - para a quantificacdo de células caliciformes que
secretam mucinas neutras e sialomucinas labeis; Alcian-Blue (AB) pH 1,0 - para a quantificagdo
de células caliciformes que secretam sulfomucinas; AB pH 2,5 — para a quantificagdo de células
caliciformes que secretam sialomucinas e sulfomucinas; Picrosirius Red — para a quantificacdo de

fibras de colageno tipo | e tipo 111 e Azul de Toluidina — para analise de mastocitos totais.
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4.2.5 Analise histomorfométrica da parede do colon

Os cortes corados em HE foram utilizados para a realizacdo da analise histomorfométrica
da parede do célon dos ratos. Imagens capturadas com a objetiva de 10, 20, 40 e 100x foram
utilizadas para a realizacdo da analise histomorfométrica da parede do célon, (64) medidas de
cada parametro foram feitas em quatro cortes de cada rato. A analise histomorfométrica foi
realizada usando o Image-Pro Plus® (Media Cybernetics, MD, EUA) (CORDEIRO et al., 2022).

4.2.6 Analise de mastdcitos totais

Os cortes corados em azul de Toluidina foram utilizados para contar os mastécitos
presentes em 100 campos microscopicos, na objetiva de 40x, na lamina propria e na tela
submucosa do célon de cada rato (PASTRE et al., 2019b).

4.2.7 Imuno-histoquimica para deteccdo de mastocitos e células enterocromafins que

expressam 5-HT

Cortes do colon foram submetidos a recuperacdo antigénica utilizando tampao citrato a
92°C em banho Maria. Apds, as laminas foram expostas ao anticorpo primarios anti-5-HT (1:200)
produzido em coelho (Sigma®) overnight. Em seguida foi adicionado polimero conjugado com
peroxidasse por 30 minutos e posteriormente revelado com cromogeno 3,3'-diaminobenzidine
(DAB). A reacdo de fundo foi determinada em sec¢des incubadas na auséncia de anticorpo
primério (controle negativo). A hematoxilina de Mayer foi usada para contra-coloracdo. A
imunorreatividade positiva no célon foi definida nas células marrom-escuras. Os anticorpos e
reagentes usados estdo descritos na Tabela 1. Foram contadas as células enterocromafins e
mastocitos 5-HT imunorreativos presentes em 50 campos microscopicos na lente objetiva de 40x
(PASTRE et al., 2019b; VICENTINO-VIEIRA et al., 2017a).


https://www.sigmaaldrich.com/life-science/cell-biology/antibodies/zoomab-recombinant-antibodies.html
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Tabela 1 Lista de anticorpos usados.

Primério Secundario
Anticorpo Fonte Diluigéo Fabrllcfante K'td‘f Fabrllcgntee Cromogeno
e codigo deteccdo codigo
Super
; ™
Sigma- Pplg}urrﬁer Life
5-HT Rabbit  1:200 Aldrich Br{)ad technologies™ DAB
S5545 87-8963
Spectrum
HRP

5-HT: 5-hidroxitriptamina ou serotonina; HRP, Peroxidase de rabano; DAB, 3,3
diaminobenzidina.

4.2.8 Andlise quantitativa dos linfocitos intra-epiteliais e células caliciformes

Foram contadas 2560 células consecutivas do epitélio do célon, de cada rato, em laminas
coradas em HE. Os linfocitos presentes entre as células epiteliais foram considerados linfocitos
intra-epiteliais (LIES). Desta forma, foi calculada a proporcdo de LIES/100 células epiteliais

(SANT’ANA et al., 2012a). Os resultados foram expressos pela mediana e desvio-interquartilico.

Para quantificar as células caliciformes, foram contadas 2560 células consecutivas do
epitélio do célon, de cada rato, em laminas coradas em PAS, AB pH 2,5 e AB pH 1,0. A
quantidade de células caliciformes presentes no intervalo permitiu determinar a propor¢do por
100 células epiteliais (SANT’ANA et al., 2012a). Os resultados foram expressos pela mediana e

desvio-interquartilico.
4.2.9 Analise quantitativa de colageno I e 1lI

Cortes corados em picrosirius realizou-se a quantificacdo de fibras de colageno do tipo I e
I1l. As imagens foram capturadas com a objetiva de 40x em microscopio optico com filtro
polarizador. Foram feitas 32 imagens por rato. A quantificagdo foi realizada por meio do software
Image Pro Plus 3.0.1 e os resultados foram expressos pelo percentual de colageno tipo | e I11 por
um? (SCHNEIDER et al., 2018).
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4.2.10 Analise histopatoldgica da parede do co6lon

A andlise histopatoldgica foi realizada com auxilio de microscépio foténico por meio de
lentes objetivas de 10, 20, 40 ou 100x em 10 campos microscopicos, de cada rato, em cortes
corados em HE. Os cortes foram pontuados (as cegas) avaliando-se alterac@es na histoarquitetura
da mucosa coldnica, presenca de erosdes epiteliais e de infiltrado inflamatorio. Os resultados
foram expressos como medianas e desvio-interquartilico dos escores. A andalise semiquantitativa
(escores) dos achados histopatologicos foi realizada de acordo com os critérios descritos
(CASAGRANDE et al., 2022; ERBEN et al., 2014).

4.2.11 Anélise Estatistica

Os testes foram definidos de acordo com a distribuicdo de dados por meio do teste de
D”Agostino-Pearson. A comparacdo dos resultados foi realizada por meio de ANOVA one-way
seguida pelo pds-teste de Tukey ou Kruskal-Wallis seguida pelo pos-teste Dunn's. Os resultados
foram apresentados pela mediana e desvio-interquartilico. Todos os testes estatisticos foram
realizados com auxilio do software GraphPad Prism versdo 5.01 (GrahPad Software, Inc.). O

nivel de significancia adotado foi de 5%.
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4.3  Resultados

A infeccdo toxoplasmica, bem como a imunoestimulacdo com 100 mg/kg de E. purpurea
causaram alteragdes histomorfométricas nos estratos que compdem a parede do colon de ratos.
Houve aumento na espessura da tanica muscular dos ratos do GC+EP comparado ao GC
(p<0,05). Em contraste, a espessura da tunica muscular diminuiu no célon dos ratos GI+EP
comparado ao GC+EP (p<0,001). Nao houve alteracdo na espessura da tanica muscular dos ratos
do GI comparado ao GC e do GI+EP comparado ao Gl (p>0,05; Tabela 2).

Houve aumento na espessura da tela submucosa do co6lon dos ratos do Gl e do GC+EP
comparados ao GC (p<0,001). Por outro lado, houve diminuicdo no GI+EP comparado ao
GC+EP (p<0,001). Ndo houve alteracdo na espessura da tela submucosa dos ratos do GI+EP

comparado ao Gl (p>0,05; Tabela 2).

Em relagdo & largura das criptas intestinais, observamos o aumento no GI comparado ao
GC e no GI+EP comparado ao GC+EP (p<0,001). Nao houve alteracdo na largura das criptas nos
ratos do GC+EP comparado ao GC e GI+EP comparado ao Gl (p>0,05). Em adigdo, a
profundidade das criptas intestinais aumentou nos ratos do Gl e do GC+EP comparados ao GC,
bem como no GI+EP comparado ao GC+EP (p<0,05). Alem disso, houve aumento na
profundidade das criptas nos ratos do GI+EP comparado ao GC+EP (p<0,001). Em contraste,
houve diminuigdo na profundidade das criptas nos ratos do GI+EP comparado ao Gl (p<0,001;
Tabela 2).

Em relacdo a mucosa col6nica, houve aumento em sua espessura nos ratos do Gl e do
GC+EP comparados ao GC (p<0,001). Ndo houve alteracdo na mucosa dos ratos do GI+EP
comparado ao GC+EP ou GI+EP comparado ao Gl (p>0,05; Tabela 2).

Houve aumento na altura dos enterdcitos no GC+EP comparado ao GC e no GI+EP
comparado ao Gl (p<0,05). Em contraste, houve diminuicdo na altura dos enterdcitos no GI+EP
comparado ao GC+EP (p<0,001). Ndo houve alteragdo na altura dos enterocitos dos ratos do Gl
comparado ao GC (p>0,05). A largura dos enterécitos ndo foi alterada pela infeccdo ou pela
imunoestimulagéo (Tabela 2).
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Tabela 2. Histomorfometria dos estratos que compdem a parede do célon de ratos dos grupos
controle (GC), infectados com 500 oocistos de T. gondii (cepa RH gendtipo 1) e ndo
imunoestimulados (GI), imunoestimulados com E. purpurea (GC+EP) e infectados e
imunoestimulados com E. purpurea (GI+EP).

Parametros Grupos

(um) GC Gl GC+EP GI+EP
Tunica muscular 1548 147,1 165,9 147,4
(espessura) (142,9; 168,9) (125,8; 186,2) (141,8;186,8) a  (123,6; 163,5) c
Submucosa 23,4 35,3 44,4 35,3
(espessura) (17,2; 28,68) (26,1; 46,9) a (33,4;54,4) a (26,3; 46,6) c
Largura 25,9 30,1 26,7 30,4
das criptas (8,7; 31,4) (25,4; 34,5) a (22,7; 30,9) (25,9; 35,8) c
Profundidade 77,5 130,2 85,6 104,5
das criptas (23,4; 117,4) (91,3; 203,8) a (61,3;123,7)a  (77,1;149,7) b, c
Mucosa 236,3 297,2 267,1 274,3
(espessura) (186,1; 306,4)  (241,1;340,8)a  (226,5; 309,8) a (238,6; 325,1)
Enterdcitos 21,5 19,1 26,8 22,3
(altura) (16,9; 26,1) (14,6; 25,3) (17,4;31,5) a (19.7; 26,9) b, ¢
Enterdcitos 8,2 7,9 7,8 8,1
(largura) (6,5;9,1) (5,8; 9,4) (6,6; 9,7) (7,1; 9,3)

Medianas e percentis (P25; P75) seguidas pelas letras a, b ou ¢ indicam diferenca significativa
comparada ao GC, Gl ou GC+EP, respectivamente, de acordo com o teste de Kruskal-Wallis e
post-test de Dunn's multiple comparison test.
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A infeccdo cronica e a imunoestimulagdo com 100 mg/kg de E. purpurea causaram
alteracGes na distribuicdo de mastdcitos totais e mastocitos que expressam 5-HT (serotonina) na
lamina propria e em células enterocromafins que expressam 5-HT e linfocitos intra-epiteliais

(LIES) no epitélio da mucosa do célon dos ratos (Figura 7).

Houve aumento no nimero de mastdcitos totais nos ratos do Gl e GC+EP comparados ao
GC (p<0,001) e no GI+EP comparado ao GC+EP (p<0,05). Nao houve alteracdo na distribuicdo
dos mastdcitos totais no GI+EP comparado ao Gl (p>0,05; Fig. 7 A).

Considerando os mastocitos que expressam 5-HT, houve aumento nos ratos do Gl e
GC+EP comparados ao GC e no GI+EP comparado ao Gl (p<0,001). Ndo houve alteracdo na

distribuicdo dos mastdcitos 5-HT no GI+EP comparado ao GC+EP (p>0,05; Fig. 7 B).

Em relacdo as células enterocromafins que expressam 5-HT, houve aumento nos ratos do
Gl (p<0,05) e GC+EP (p<0,001) comparados ao GC e no GI+EP comparado ao Gl (p<0,01). Nao
houve alteracéo na distribuicdo destas células no epitélio da mucosa coldnica nos ratos do GI+EP
comparado ao GC+EP (p>0,05; Fig. 7 C).

Além disso, a proporcdo de LIEs por 100 células epiteliais da mucosa colénica aumentou
nos ratos do Gl comparado ao GC (p<0,001) e diminuiu no GI+EP comparado ao Gl (p<0,001).
N&o houve alteracdo na distribuigdo LIEs no epitélio da mucosa coldnica nos ratos do GI+EP
comparado ao GC+EP (p>0,05; Fig. 7 D).
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Figura 7. Mediana e desvio-interquartilico da distribuicdo dos mastdcitos totais (A) e mastocitos
que expressam 5-HT (B) presentes na lamina prdpria, células enterocromafins que expressam 5-
HT (C) e linfécitos intra-epiteliais (D) presentes no epitélio da mucosa do colon de ratos dos
grupos controle (GC), infectados com 500 oocistos de T. gondii (cepa RH gendtipo I) e nédo
imunoestimulados (Gl), imunoestimulados com E. purpurea (GC+EP) e infectados e
imunoestimulados com E. purpurea (GI+EP). Valores seguidos pelas letras a, b ou ¢ indicam
diferenca significativa comparada ao GC, Gl ou GC+EP, respectivamente, de acordo com o teste
de Kruskal-Wallis e post-test de Dunn's multiple comparison test. Uma letra (p<0.05), duas letras
(p<0.01) e trés letras (p<0.001).
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Tanto a infeccdo cronica quanto a imunoestimulacdo com 100 mg/kg de E. purpurea
causaram alteracdes na producdo e liberacdo de mucinas pelas células caliciformes presentes no

epitélio da mucosa do colon dos ratos (Figura 8).

Em relacdo as ceélulas caliciformes que produzem e liberam mucinas neutras e
sialomucinas labeis (PAS+) ou sialomucinas e sulfomucinas (Alcian-Blue - AB pH 2,5+) houve
aumento nos ratos do Gl e GC+EP comparados ao GC e no GI+EP comparado ao Gl (p<0,001).
N&o houve alteracdo na distribuicdo destas células no epitélio da mucosa coldnica nos ratos do
GI+EP comparado ao GC+EP (p>0,05; Fig. 8 A e B).

Ja as células caliciformes que produzem e liberam sulfomucinas (AB pH 1,0+) houve
aumento nos ratos do Gl e GC+EP comparados ao GC (p<0,001). N&o houve alteracdo na
distribuicdo destas celulas no epitélio da mucosa col6nica nos ratos do GI+EP comparado ao Gl e
no GI+EP comparado ao GC+EP (p>0,05; Fig. 8 C).
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Figura 8. Mediana e desvio-interquartilico do nimero de células caliciformes PAS+ (A), AB pH
2,5+ (B) e AB pH 1,0+ (C) presentes na mucosa do célon de ratos dos grupos controle (GC),
infectados com 500 oocistos de T. gondii (cepa RH gendtipo 1) e ndo imunoestimulados (Gl),
imunoestimulados com E. purpurea (GC+EP) e infectados e imunoestimulados com E. purpurea
(GI+EP). Valores seguidos pelas letras a, b ou c¢ indicam diferenga significativa comparada ao
GC, Gl ou GC+EP, respectivamente, de acordo com o teste de Kruskal-Wallis e post-test de
Dunn's multiple comparison test. Uma letra (p<0.05), duas letras (p<0.01) e trés letras
(p<0.001). (D) Fotomicrografias representativas mostram células caliciformes (purpura) coradas
pela técnica histoquimica para PAS (Periodic Acid-Schiff) ou Alcian-Blue (AB pH 2,5 e 1,0)
marcadas em azul. Objetiva de 20x; barra de escala 50 pum.
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A infeccdo cronica e a imunoestimulagdo com 100 mg/kg de E. purpurea causaram

alteragdes na matriz extracelular na parede do colon de ratos (Figura 9).

Houve diminuigio no percentual (%/um?) de fibras de colageno do tipo | na mucosa dos
ratos do Gl e GC+EP comparados ao GC (p<0,001). Em contraste, houve aumento no percentual
de fibras de colageno do tipo I na mucosa dos ratos do GI+EP comparado ao GC+EP (p<0,01).
N&o houve alteracdo na deposicdo de fibras de colageno do tipo | no GI+EP comparado ao Gl
(p>0,05; Fig. 9 A).

Além disso, ndo houve alteracdes na deposicao de fibras de colageno do tipo Il (p>0,05;
Fig. 9 B).
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Figura 9. Mediana e desvio-interquartilico do percentual de fibras de colageno dos tipos | (A) e
I11 (B), por area analisada (%/pum?), na parede do col6n de ratos dos grupos controle (GC),
infectados com 500 oocistos de T. gondii (cepa RH gendtipo 1) e ndo imunoestimulados (Gl),
imunoestimulados com E. purpurea (GC+EP) e infectados e imunoestimulados com E. purpurea
(GI+EP). Valores seguidos pelas letras a, b ou ¢ indicam diferenca significativa comparada ao
GC, Gl ou GC+EP, respectivamente, de acordo com o teste de Kruskal-Wallis e post-test de
Dunn's multiple comparison test. Uma letra (p<0.05), duas letras (p<0.01) e trés letras
(p<0.001). (C) Fotomicrografias representativas mostram a distribuicdo das fibras de colageno
tipo I (vermelho) e tipo 111 (verde) marcadas pela técnica histogquimica de Picro-Sirius Red. Lente
objetiva de 40x; barra de 20 um.
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Tanto a infeccdo cronica quanto a imunoestimulacdo com 100 mg/kg de E. purpurea

influenciaram histoarquitetura da mucosa do célon dos ratos (Figura 10).

A andlise histopatoldgica demonstrou aumento dos danos a parede do colon dos ratos do
Gl comparado ao GC (p<0,001). Em contraste, houve diminuicdo nos achados histopatoldgicos
causados pela infeccdo crénica nos ratos do GI+EP comparado ao Gl (p<0,001). Nado houve
alteracdo histopatoldgica na parede col6nica nos ratos do GC+EP comparado ao GC e do GI+EP
comparado ao GC+EP (p>0,05; Fig. 10 A).
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Figura 10. Mediana e desvio-interquartilico da quantificacdo (escore) dos achados
histopatoldgicos (A) na mucosa do célon de ratos dos grupos controle (GC), infectados com 500
oocistos de T. gondii (cepa RH gendtipo 1) e ndo imunoestimulados (Gl), imunoestimulados com
E. purpurea (GC+EP) e infectados e imunoestimulados com E. purpurea (GI+EP). Valores
seguidos pelas letras a, b ou ¢ indicam diferenca significativa comparada ao GC, Gl ou GC+EP,
respectivamente, de acordo com o teste de Kruskal-Wallis e post-test de Dunn's multiple
comparison test. Uma letra (p<0.05), duas letras (p<0.01) e trés letras (p<0.001). (B)
Fotomicrografias representativas mostram achados histopatologicos como a perda da
histoarquitetura da mucosa coldnica e erosdes epiteliais (setas pretas) e a presenca de infiltrado
inflamatorio difuso (#). Coloracdo em HE; lente objetiva de 10x; barra de 100 um.
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4.4 Discussdo

Toxoplasmose € uma das infeccGes mais prevalentes no mundo e acometem cerca de 80%
da populagdo mundial. Em individuos imunocompetentes, a infeccdo cursa de forma
assintomatica. Porém, em imunocomprometidos, a toxoplasmose pode gerar graves
consequéncias, incluindo a morte. Atualmente o tratamento consiste apenas no uso da sufadiazina
e pirimetamina, sendo necessaria a busca por alternativas terapéuticas efetivas frente a infecgéo.
Nesta perspectiva, o presente trabalho, em linhas gerais teve como principal objetivo avaliar os
efeitos do tratamento E. purpurea sobre a parede do célon de ratos inoculados com oocistos

esporulados de T. gondii. Abaixo, discorremos sobre os principais achados.

A infeccdo foi confirmada por meio de exames de imunofluorescéncia indireta, o qual
determinou a presenca de IgG no soro dos ratos do Gl e GI+EP. Os ratos GC e GC+EP
permaneceram susceptiveis ao longo do experimento. No presente estudo, observamos que,
exceto para a largura dos enterdcitos, tanto a infeccdo toxoplasmica quanto a imunoestimulacao
com 100 mg/kg de E. purpurea causaram alteragdes histomorfométricas nos estratos que

compdem a parede do célon de ratos.

A imunoestimulagcdo com o extrato aquoso a base de E. purpurea (100 mg/kg) resultou
em hipertrofia da camada muscular dos ratos do GC+EP; mas néo protegeu da atrofia observada
no GI+EP em comparacdo com o GI+EP, mesmo tendo sido este grupo recebido a
imunoestimulacdo antes e depois da inoculacdo. Considerando que a tdnica muscular do Gl ndo
foi alterada e a que houve hipertrofia no GC+EP, o efeito observado no GI+EP sugere uma
interacdo entre a resposta imune deflagrada pelo parasito e a imunoestimulacgéo pela E. purpurea.

Essa dindmica foi observada nos demais estratos que compdem a parede do colon.

A hipertrofia observada na tela submucosa dos ratos do Gl e do GC+EP resultou,
possivelmente, da inflamacgéo induzida pelo parasito e pela imunoestimulagdo com E. purpurea,
respectivamente. Embora a imunoestimulacdo com E. purpurea tenha causado hipertrofia na
submucosa dos ratos do GC+EP, a infeccdo impediu que 0 mesmo acontecesse com 0s ratos do
GI+EP. A administracdo de E. purpurea objetiva estimular o sistema imune e prepara-lo para

uma resposta eficiente apos a infeccdo (PARK et al., 2017; PARK et al., 2021). No entanto, T.
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gondii utiliza de mecanismos proprios para subverter a resposta imune do hospedeiro (BUZONI-
GATEL et al., 2006b; LAMBERT; BARRAGAN, 2010). Assim, questionamos quais
mecanismos de modulagdo da resposta imune estdo envolvidos na inflamagdo causada por T.

gondii em rato imunoestimulados com E. purpurea.

Em relacdo as criptas intestinais, observamos que ambas a infec¢do e a imunoestimulagdo
com 100 mg/kg de E. purpurea causaram aumento tanto no maior (profundidade) quanto no
menor eixo (largura) da cripta. Fato que sugere que a area da cripta aumentou. As criptas
tornaram-se mais largas no Gl e GI+EP comparados ao GC e GC+EP, respectivamente, e mais
profundas no GI, GC+EP comparadas ao GC e no GI+EP comparado ao GC+EP. No entanto, a
profundidade reduziu no GI+EP comparado ao Gl. Altera¢des histomorfométricas envolvendo as
criptas intestinais foram observadas em outros modelos experimentais de toxoplasmose
(CASAGRANDE et al., 2022; GOIS et al., 2016; TREVIZAN et al., 2016; VICENTINO-
VIEIRA et al., 2017a). As criptas intestinais (criptas de Lieberkiihn) s&o glandulas tubulares
simples encontradas na mucosa colonica (MILLS et al., 2001; VOLSKI; MELLO; NATALI,
1999). Elas secretam diversas enzimas e possuem células especializadas na producdo de
hormdnios citocinas e peptideos antimicrobianos (CLEVERS; BEVINS, 2013; SALZMAN;
BEVINS, 2013).

As criptas respondem pela proliferacdo celular do epitélio intestinal gracas a atividade
mitética. A maior profundidade da cripta reflete a maior atividade proliferativa, visando garantir
adequada taxa de renovacao epitelial (MILLS et al., 2001; PLUSKE; HAMPSON; WILLIAMS,
1997). Contudo, a imunoestimula¢do com E. purpurea no GI+EP comparado ao GC+EP impediu
que a infecgdo causasse hiperplasia semelhante aquela observada no GI. Assim, ndo é possivel
afirmar se nossos resultados sugerem que houve menor proliferagdo ou inflamacéo no local. A
marcacdo com PCNA (proliferating cell nuclear antigen) poderia indicar se houve aumento de

proliferacdo celular.

A tdnica mucosa dos ratos do GI e GC+EP comparados ao GC estava hipertrofiada no
momento da eutanadsia. Embora menos intensa, a hipertrofia observada no GC+EP sugere que a
imunoestimulacdo com E. purpurea mediou o recrutamento de células para a lamina prépria.
Estudos sugerem que a E. purpurea ativa a producdo de mediadores da resposta imune incluindo
IL-1, TNF-a e IL-10 (PARK et al., 2017) (BARRETT, 2003; SENCHINA et al., 2010). Estudos
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recentes avaliaram os efeitos imunomoduladores do extrato de E. purpurea em camundongos
relataram o aumento da proliferacdo de células B, aumento dos niveis de MHC I, células TCD4
+, Células T e células NK (PARK et al., 2021). Todavia, em infecgdes causadas pelo T. gondii a

tinica mucosa sofre severas alteragdes (GOIS et al., 2016).

Uma vez ingerido, o parasito invade a mucosa intestinal e dissemina-se via sangue e linfa
(BARRAGAN; DAVID SIBLEY, 2003; BARRAGAN; HITZIGER, 2008; COURRET et al.,
2006). O reconhecimento do parasito (KIVIT et al., 2014) deflagra uma intensa resposta pro-
inflamat6ria (BUZONI-GATEL et al., 2006b; RAETZ et al., 2013; SUZUKI et al., 1988) que
pode levar a significativa imunopatologia na mucosa (GAZZINELLI et al., 1996; HEIMESAAT
et al., 2006; LIESENFELD, 2002). Desta forma, os danos a mucosa precisam ser reparados. O
aumento na proliferacéo celular em criptas intestinais pode garantir o turnover celular necessario
para compensar as perdas celulares no epitélio da mucosa (PLUSKE; HAMPSON; WILLIAMS,
1997, SANT’ANA et al., 2012b). Assim, nossos resultados sugerem que a imunoestimulagédo
com E. purpurea tornou os enterocitos do GC+EP e GI+EP mais altos e mais estreitos,
aumentando, portanto, a distancia entre lumen e lamina prépria. O aumento na altura dos
enterocitos no GI+EP ressalta o efeito da imunoestimulacéo (antes e depois da inoculagédo) sobre
a infeccdo toxoplasmica. Estudos mostraram que enterécitos sofrem reducdo na altura na fase
aguda (TREVIZAN et al., 2016) e aumento na fase cronica da infecgdo (VICENTINO-VIEIRA et
al., 2017b), uma vez que 0s enterdcitos sdo ativados e respondem a infeccdo toxoplasmica
(BUZONI-GATEL et al., 2006a).

As alteraces histomorfométricas discutidas aqui sao, por vezes, dificeis de compreender.
Parte disso pela escassez de trabalhos que avaliaram a imunoestimulagdo em ratos inoculados
com T. gondii, outra parte pela dubia interpretacdo de até onde a hipertrofia na tela submucosa,
por exemplo, é benéfica ou ndo. Sabe-se que o tipo de células recrutadas pela imunoestimulacao
com E. purpurea tém perfil anti-inflamatorio (BARRETT, 2003; BURLOU-NAGY et al., 2022a;
SENCHINA et al., 2010; VIMALANATHAN et al., 2022) diferente da resposta ao T. gondii que
é pro-inflamatéria (BUZONI-GATEL et al., 2006b; DUPONT; CHRISTIAN; HUNTER, 2012;
YAROVINSKY, 2014). Assim, como ambos tém grande capacidade de recrutar células para o
sitio da infeccdo, marcadores especificos para linfécitos T ajudariam compreender os resultados

obtidos. Nao dispomos de marcadores para linfocitos, mas os quantificamos em HE,
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quantificamos trés fendtipos de células caliciformes, marcamos os mastdcitos e as células
enterocromafins que expressam 5-HT e realizamos a analise histopatoldgica e da matriz

extracelular para melhor entender os efeitos da imunoestimulagido com E. purpurea.

A andlise histopatoldgica corroborou as alteracdes observadas na parede coldnica.
Achados histopatol6gicos incluindo perda da histoarquitetura da mucosa, erosdes na superficie do
epitélio e infiltrado inflamatorio difuso foram observados no GI. No entanto, a imunoestimulacao
com 100 mg/kg de E. purpurea administrada 28 dias antes da inoculacdo e por mais 28 ap0s a
inoculacdo protegeu a parede colonica dos ratos do GI+EP comparado ao GIl. Alteragdes
histopatoldgicas observadas na parede do c6lon sdo consistentes com uma forte resposta imune
caracterizada por imunopatologia do tipo Thl (HEIMESAAT et al., 2006; NASCIMENTO et al.,
2017). Neste contexto, demonstramos que propor¢cdo de LIES/100 ceélulas epiteliais também
sofreu aumento nos ratos do GI comparado ao GC e diminuiram no GI+EP comparado ao Gl.
Portanto, além de ser um resultado inédito, a protecdo exercida pela imunoestimulagdo com E.
purpurea carece ter o mecanismo esclarecido. Casagrande et al. (2022) relataram a perda de
células caliciformes, erosdes na superficie epitelial, distorcdo e hiperplasia nas criptas intestinais
e perda da histoarquitetura da mucosa em modelo de infeccdo aguda causada por T. gondii
(CASAGRANDE et al., 2022).

Apesar de intensas, as alteragfes histopatologicas ndo afetaram a distribuicdo de células
caliciformes. Embora a infec¢do toxoplasmica tenha causado aumento no percentual de células
caliciformes PAS+, AB pH 2,5+ e AB pH 1,0+, a imunoestimulagdo com E. purpurea também
favoreceu sua proporcdo por 100 células epiteliais na comparacdo com o GC. O efeito da
imunoestimulacdo em ratos do GI+EP comparado ao Gl também foi observado. As células
caliciformes sdo as responsaveis pela producgdo e liberacdo de mucinas, que em contato com a
agua no lumen formam o muco que lubrifica e protege o epitélio intestinal contra patégenos.
Estas células e a composi¢do das mucinas secretadas sofrem alteracdes em resposta a infeccao
por microrganismos e parasitos (DEPLANCKE; GASKINS, 2001; JOHANSSON; HANSSON,
2016a; KIM; HO, 2010b; KNOOP; NEWBERRY, 2018), como a hiperplasia em resposta a
infeccdo por helmintos (ONAH; NAWA, 2000) e a hipersecrecdo induzida por infeccdo
toxoplasmica (CASAGRANDE et al., 2022; SANT’ANA et al., 2012b; SCHNEIDER et al.,
2018; TREVIZAN et al., 2016).
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A infeccdo cronica e a imunoestimulacdo com 100 mg/kg de E. purpurea causaram
aumento na distribuicdo de mastocitos totais e mastdcitos que expressam 5-HT na lamina propria
e em células enterocromafins que expressam 5-HT e linfocitos intra-epiteliais (LIES) no epitélio
da mucosa do colon dos ratos. Os mastocitos totais aumentaram nos ratos do Gl e GC+EP
comparados ao GC e no GI+EP comparado ao GC+EP. Ja os mastocitos que expressam 5-HT
aumentaram nos ratos do Gl e GC+EP comparados ao GC e no GI+EP comparado ao Gl.
Mastocitos sdo capazes de contribuir na regulacdo da imunidade da mucosa (ALBERT-BAYO et
al., 2019; CONTI et al., 1998). Uma vez ativados, produzem IL-4 e IL-10 e TGF-B (CONTI et
al., 2018) e 5-HT (CASAGRANDE et al., 2022; CONTI et al., 2018; PASTRE et al., 2021). Nos
também demonstramos que houve aumento em células enterocromafins que expressam 5-HT nos
ratos do Gl e GC+EP comparados ao GC e no GI+EP comparado ao GIl. Outros autores
corroboram nossos achados (CASAGRANDE et al., 2022; PASTRE et al., 2019b, 2021). Pastre
et al. (2019) e (2021) e Casagrande et al. (2022) demonstraram o aumento de mastocitos e células
enterocromafins que expressam 5-HT e seu papel na regulacdo da resposta imune em ratos
machos (PASTRE et al.,, 2019; 2021) e camundongos fémeas infectados o T. gondii
(CASAGRANDE et al., 2022). Em adicdo, nossos resultados concernentes ao aumento de
mastocitos totais e serotoninérgicos (5-HT+) sugerem que houve mastocitose. A mastocitose
resulta do intenso recrutamento e ativacdo de mastocitos para o sitio da infeccdo (BISCHOFF;
KRAMER, 2007; DA SILVA; JAMUR; OLIVER, 2014). A mastocitose foi demonstrada, em
ratos infectados por T. gondii, em associacdo com o aumento da expressdo de 5-HT (PASTRE et
al., 2019).

Mediadores quimicos produzidos por mastdcitos podem afetar o tecido conjuntivo. A
histamina estimula o crescimento de fibroblastos e aumento da sintese de coldgeno (DA SILVA;
JAMUR; OLIVER, 2014) e pode influenciar a cicatrizacdo (CLAMAN, 1993; DA SILVA;
JAMUR; OLIVER, 2014). Os mastocitos também podem contribuir diretamente para a formacao
de fibroses, por meio de sua habilidade para produzir glicoproteinas da matriz extracelular
(THOMPSON-SNIPES et al., 1991; BISCHOFF; KRAMER, 2007; DA SILVA; JAMUR;
OLIVER, 2014). No presente estudo, demonstramos que o percentual de fibras de colageno do
tipo I diminuiu na mucosa dos ratos do Gl e GC+EP comparados ao GC. Em contraste, houve
aumento no percentual de fibras de colageno do tipo | na mucosa dos ratos do GI+EP comparado

ao GC+EP, sugerindo que tanto a infeccdo cronica quanto a imunoestimulacdo E. purpurea
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causaram alteracBes na matriz extracelular. Acreditamos que o processo inflamatério durante a

infecdo cronica por T. gondii pode ter levado a degradacao de fibras colagenas.
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5 CONCLUSAO GERAL

A infeccdo toxoplasmica, bem como a imunoestimulagdo com 100 mg/kg de E. purpurea
causaram alteracBes histomorfométricas, aumento na distribuicdo de mastdcitos totais e
mastocitos e células enterocromafins que expressam 5-HT e na proporcdo de linfocitos intra-
epiteliais no célon de ratos. Demonstramos que houve aumento em todos os fenétipos de células
caliciformes avaliados no epitélio da mucosa do célon. Em adi¢do, demonstramos que a infec¢éo
causou alteracbes histopatoldgicas a parede do célon as quais foram diminuidas pela

imunoestimulagdo com 100 mg/kg de E. purpurea.

Em conjunto, nossos resultados sugerem que a imunoestimulacdo com 100 mg/kg de E.
purpurea melhorou a dindmica de reestruturacdo tanto da constituicdo histomorfométrica quanto
da histoarquitetura da mucosa colbnica refletindko o momento imunolédgico vivido pelo
hospedeiro. Concernente aos mastocitos totais e mastocitos e células enterocromafins que
expressam 5-HT a imunoestimulacdo com o extrato da planta mostrou-se eficiente frente aos
danos causados pela infeccdo do T. gondii, sugerindo que pode ser utilizado futuramente como

coadjuvante ao tratamento convencional; porém seréo necessarias mais pesquisas para isto.
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EXPERIMENTOS ADICIONAIS

Em paralelo ao projeto de mestrado, também foram investigados os impactos do
tratamento com pirimetamina no célon de ratos submetidos a infeccdo crénica causada por 500
oocistos esporulados de T. gondii (cepa RH gendétipo 1). O desenho experimental foi similar ao ja
exposto no capitulo I. Assim, aqui serdo adicionadas somente as informacGes referentes aos dois
grupos tratados com pirimetamina: GI+P (grupo infectado e tratado com pirimetamina) e GC+P

(grupo controle ndo infectado e tratado com pirimetamina).

Os ratos do grupo GI+P receberam, via oral, 500 oocistos esporulados de T. gondii (cepa
RH, genodtipo 1), os quais foram obtidos junto ao Laboratorio de Parasitologia Veterinaria da
Universidade Estadual de Londrina. Os ratos ndo infectados (GC+P) receberam somente solugao

salina estéril.

O tratamento com a pirimetamina (GI+P e GC+P) foi realizado por via oral na dose de
12,5 mg/kg diérios por 28 dias apds a inoculacdo de 500 oocistos esporulados do T. gondii dos
ratos do GI+P.

EUTANASIA, COLETA E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS

Vinte e oito dias apds a inoculagdo, com 93 dias de idade, os ratos foram submetidos a
eutanasia por aprofundamento anestésico com vapor de isoflurano. Foi realizada a laparotomia
vertical e dois centimetros do cdlon foram coletados, lavados e fixados em parafomaldeido a 4%
por 24 horas.

Apds a fixacdo, os segmentos foram embebidos em parafina para realizacdo de quatro
cortes transversais semi-seriados de 4 um dispostos em laminas de vidro. Apods, oS cortes foram
desparafinizados em xilol, reidratados em séries descendentes de &lcool (100°- I, 11, 111, 90°, 80°,
70°) e corados em: hematoxilina e eosina (HE) - para a analise quantitativa de linfocitos intra-

epiteliais.

ANALISE QUANTITATIVA DOS LINFOCITOS INTRA-EPITELIAIS
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Foram contadas 2560 células consecutivas do epitélio do colon, de cada rato, em laminas
coradas em HE. Os linfocitos presentes entre as células epiteliais foram considerados linfocitos
intra-epiteliais (LIEs). Desta forma, foi calculada a proporcdo de LIES/100 células epiteliais

(SANT’ANA et al., 2012). Os resultados foram expressos pela mediana e desvio-interquartilico.
RESULTADOS PARCIAIS

Quando realizada a comparacdo entre GC vs GC+P, teste realizado com o intuito de
analisar os efeitos do tratamento com pirimetamina em ratos ndo infectados, foi possivel observar
a diminui¢do da quantidade de linfécitos intra-epiteliais no grupo tratado com pirimetamina
(p<0,001). Além disso, o tratamento com pirimetamina nos ratos do GI+P causou a diminuigdo
de linfécitos intra-epiteliais comparado ao Gl (p<0,001). Novas comparacGes estdo sendo
realizados, incluindo a analise dos efeitos da imunoestimulagdo com o extrato aquoso a base de

E. purpurea (100 mg/kg) versus o tratamento com pirimetamina.
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Figura Adicional. Mediana e desvio-interquartilico da distribuicdo dos linfécitos intra-epiteliais
presentes no epitélio da mucosa do co6lon de ratos dos grupos controle (GC), infectados com 500
oocistos de T. gondii (cepa RH gendtipo 1) e ndo imunoestimulados (Gl), imunoestimulados com
E. purpurea (GC+EP), infectados e imunoestimulados com E. purpurea (GI+EP), ndo infectados
e tratados com pirimetamina (GC+P) e infectados e tratados com pirimetamina (GI+P). Valores
seguidos pelas letras a ou b indicam diferenca significativa comparada ao GC ou Gl,
respectivamente, de acordo com o teste de Kruskal-Wallis e post-test de Dunn's multiple
comparison test. Uma letra (p<0.05), duas letras (p<0.01) e trés letras (p<0.001).



