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Resumo

A toxoplasmose € uma zoonose mundialmente distribuida, causada pelo protozoario
intracelular Toxoplasma gondii. A infeccdo é geralmente assintomatica, mas, pode
causar quadros graves quando adquirida na gestacdo, em pacientes
imunocomprometidos. Umas das manifestagcbes comuns é coriorretinite, que pode
causar perda parcial ou total da visdo. Apés uma fase aguda em que o parasito se
distribui sistemicamente no organismo do hospedeiro, inicia um processo de
encistamento, com tropismo para o tecido muscular, nervoso e da retina, que
caracteriza a fase cronica da infecgéo. O objetivo deste projeto avaliar a presenca de
alteracdes histopatolégicas no cérebro e olhos de camundongos infectados com a
cepa cistogénica ME-49 de T. gondii em fase cronica. Os animais foram divididos em
dois grupos com 7 animais cada, sendo um grupo controle ndo infectado e um grupo
infectado com a cepa ME-49. Os animais foram acompanhados durante 60 dias,
avaliando-se os parametros clinicos e, ap0s este periodo, foram eutanasiados
retirando-se 0s cérebros e olhos para processamento histologico, e coloracéo pela
técnica de HE. Foi possivel observar que a resposta inflamatoria e as lesdes
teciduais permanecem ativas nos cérebros dos animais infectados, mostrando que a
infeccdo crénica ndo € latente e tem efeitos lesivos ao hospedeiro. No entanto, neste
mesmo modelo, ndo foi possivel observar alteracdes histopatologicas nas
membranas oculares.

Introducao

A toxoplasmose, € uma zoonose mundialmente disseminada, causada pelo
Toxoplasma gondii. A infeccdo em pessoas imunocompetentes € geralmente
assintomatica, no entanto na forma congénita ou em individuos
imunocomprometidos a doenca pode apresentar quadros graves (REMINGTON,
2011). Ap6s a disseminacao sistémica dos taquizoitos na fase a aguda, o
protozoario tende a formar cistos dentro dos quais se multiplica na forma de
bradizoitos, em tecidos como cérebro, olhos e musculo esquelético, caracterizando a
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forma cronica (REMINGTON, 2011). Apesar de ser considerada latente, a forma
cronica da toxoplasmose tem sido associada a disturbios de comportamento, como
esquizofrenia, transtorno bipolar e déficit cognitivo (BROWN, 2005). Adicionalmente,
reativacbes da forma ocular da toxoplasmose sdo comuns, especialmente na
América do Sul, devido a grande diversidade genotipica do parasito nesta regiao,
associada a maior frequéncia de casos de coriorretinite recidivantes (BUTLER et al.,
2013). As drogas disponiveis para o tratamento ndo sdo eficazes contra os
bradizoitos na fase crbnica da infeccdo e possuem muitos efeitos colaterais. Desta
forma, os objetivos deste estudo foram avaliar os padrées histopatolégicos de
cérebros e olhos de camundongos infectados pela cepa ME-49 de Toxoplasma
gondii, em fase cronica da infeccao.

Materiais e métodos

Camundongos Balb/c com idade entre 21 a 35 dias, foram divididos em dois grupos,
de 7 animais cada, sendo um grupo controle negativo (ndo infectado) e o outro
grupo infectado, via gavagem, com 20 cistos da cepa ME-49 de T. gondii (Tipo II,
cistogénica de baixa viruléncia). Os animais foram monitorados por 60 dias para
cronificacdo da infeccdo. Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de
Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentacéo (CEUA) da UEM (protocolo n®
5654290317). ApOs o periodo de 60 dias de infeccdo, os animais foram
anestesiados com isofurano e submetidos a eutanasia por deslocamento cervical,
conforme as normas da Resolucdo Normativa CONCEA n° 37, de 15.02.2018.
Foram coletados os cérebros e olhos dos animais para a realizacdo dos exames
histopatoldgicos os quais foram fixados em formaldeido 10% tamponada por 18
horas e transferidos para solugdo de alcool 70% para conservagcdo. Os tecidos
foram submetidos a processamento histolégico, emblocados em parafina e cortados
em microtomo (5um), de forma semi-seriada. Quatro cortes de cada
orgao/camundongo foram posicionados sobre laminas de vidro e posteriormente
corados pela técnica de hematoxilina-eosina (HE). Avaliacdo microscopica foi feita
para se observar a presenca de altera¢gdes histopatoldgicas como presenca de focos
inflamatorios, necrose tecidual, cistos, congestédo, hemorragia.

Resultados e Discussao

Na analise dos cortes histologicos do cérebro dos animais infectados foram
observados poucos cistos de T. gondii, isolados em alguns cortes. Nas secdes do
cérebro coradas com HE dos camundongos com infeccdo experimental crbnica
foram observadas alteragdes histopatolégicas e sinais de inflamacgéo, incluindo
meningoencefalite (Figura 1B). Além disso, manguitos perivasculares, congestao
vascular, hemorragia e cistos de T. gondii foram observados no cérebro (Figura 1C-
E). Areas de gliose consolidadas também foram observadas indicando reparo
tecidual para lesbes antigas, semelhante aos achados de Nishi et al. 2019 (Figura
1E). O grupo controle ndo mostrou evidéncias de lesdo e inflamacéo tecidual (Figura
1A). Com este experimento foi possivel observar que as lesGes cerebrais
permanecem intensas, mesmo na fase crénica da infeccdo, anteriormente
considerada latente. Neste estudo os camundongos permaneceram infectados por
mais de 60 dias de modo que a cronificacdo da infeccdo estava bem estabelecida.
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Na analise dos olhos dos camundongos foi possivel observar as membranas
oculares integras na maioria das amostras, bem como as camadas da retina (Figura
2). No entanto, nenhum cisto ou alteracao histopatologica visivel foi observada nos
olhos. Em modelos experimentais, linhagens de camundongos como Balb/c e NMRI
tendem a ser mais resistentes a infeccdo ocular pelo T. gondii e podem n&o
desenvolver sinais ou sintomas aparentes. Dukaczewska et al. (2015) demonstraram
alteracdes patoldgicas oculares na infeccdo experimental utilizando a cepa ME-49,
tanto em linhagens resistentes (NMRI) como susceptiveis de camundongos
(C57BL/6), sendo mais intensas nessa ultima. Estes autores analisaram os tecidos
apos 21 dias de infeccdo. Em nosso estudo, além de utilizarmos a linhagem Balb/c,
possiveis lesbes oculares podem ter se resolvido devido ao periodo mais longo de
infeccdo. Estudos com outras cepas que apresentam maior tropismo ocular e
diferentes técnicas de coloracao poderéo ser realizados na tentativa de caracterizar
tais alteracoes.
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Figura 1. Imagens de cortes histolégicos de cérebros de camundongos. A — Tecido cerebral normal
(grupo controle). B a E — Infeccéo crbnica pela cepa ME-49 de T. gondii. B — Meningite (seta) com
células inflamatérias infiltrando o tecido cerebral (cabeca de seta). C — Infiltrado inflamatério difuso,
vaso congesto e manguito perivascular com predominancia de células mononucleares. D — Presenca
de focos inflamatorios, células inflamatorias distribuidas difusamente no tecido e hemorragia (seta). E
— Cisto de T. gondii (seta e detalhe) e areas de gliose evidenciando reparo tecidual de lesé@o antiga
(cabecas de seta).
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Figura 2. A — Olho de camundongo nao infectado (controle), C — cérnea, | — iris, L — lente cristalino,
Cc — Corpo ciliar, R — Retina, E — esclera. B — Camadas da retina (grupo controle), 1 — Lamina
gaglionar; 2 — Lamina plexiforme interna; 3 — lamina nuclear interna; 4 — Lamina plexiforme externa; 5
- Lamina nuclear externa; 6 — camada bacilar; (*) coréide. C — Corte mostrando partes da retina, sem
alteracdes (grupo infectado).

Conclusoes

A resposta inflamatoria e as lesdes teciduais permanecem ativas nos cérebros dos
animais infectados cronicamente pela cepa ME-49 de T. gondii, no modelo
experimental estudado, mostrando que a infec¢cdo cronica, ndo € latente e tem
efeitos lesivos ao hospedeiro. No entanto, neste mesmo modelo ndo foi possivel
observar alteracfes histopatoldgicas nas membranas oculares.
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