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RESUMO

A toxoplasmose crbnica cerebral, causada pela persisténcia de cistos de
Toxoplasma gondii no sistema nervoso central, € pouco responsiva aos tratamentos
convencionais e apresenta efeitos adversos relevantes. O nebivolol, antagonista
beta-1 adrenérgico que estimula a producao de 6xido nitrico (NO), é promissor para
0 reposicionamento terapéutico nessa infec¢ao. Este trabalho teve como objetivo
avaliar os efeitos do tratamento com nebivolol na produgédo de éxido nitrico em
tecido cerebral de camundongos cronicamente infectados com T. gondii, estimada
indiretamente pela dosagem de nitrito pela reagéo colorimétrica de Griess. A técnica
foi previamente padronizada com sobrenadante de tecido intestinal de camundongos
tratados com curcuma, como matriz biolégica de referéncia. A padronizacédo
demonstrou viabilidade analitica, com diferenca estatistica significativa entre os
grupos pela ANOVA one-way (p<0,001) e diferenca pontual pelo pds-teste de Tukey
entre os grupos V e VIl (p=0,0433). Entretanto, quando aplicada as amostras de
tecido cerebral dos camundongos infectados, tratados e nao tratados com nebivolol,
nao foi possivel quantificar os niveis de nitrito, que permaneceram abaixo da faixa
de quantificagdo do ensaio (5-60 uM). Esse resultado é discutido como decorrente
da baixa e localizada producéao de NO na fase cronica da infeccdo cerebral e das
limitagbes da reacdo de Griess frente a matrizes biol6gicas complexas em baixas
concentragdes. Conclui-se que, embora a técnica tenha sido padronizada e validada
com sucesso, sua sensibilidade nao foi suficiente para quantificar NO em tecido
cerebral na fase cronica da toxoplasmose murina, recomendando-se métodos
analiticos mais sensiveis em estudos futuros.

INTRODUGCAO

A toxoplasmose € uma infeccdo parasitaria causada pelo protozoario intracelular
obrigatério Toxoplasma gondii, que acomete aproximadamente um terco da
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populacdo mundial. Na fase crénica, os bradizoitos alojam-se em cistos teciduais,
especialmente no sistema nervoso central, tornando o parasita pouco acessivel as
terapias convencionais baseadas em pirimetamina e sulfadiazina, que apresentam
eficacia limitada sobre os cistos e efeitos adversos relevantes (DAHER et al., 2021).
O nebivolol (NBV), antagonista seletivo de receptores beta-1 adrenérgicos que
estimula a produgédo de 6xido nitrico (NO) pela via da L-arginina, tem demonstrado
atividade anti-T. gondii e potencial neuroprotetor e imunomodulador (HANIF et al.,
2023; DA SILVA BELLINI RAMOS et al., 2024), justificando sua investigagdao na
forma crénica cerebral da doenca. Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos
do tratamento com nebivolol na producédo de éxido nitrico em tecido cerebral de
camundongos cronicamente infectados com T. gondii, estimada indiretamente pela
dosagem de nitrito pela reacao de Griess.

MATERIAIS E METODOS

O projeto foi conduzido no Laboratério de Patologia do Departamento de Ciéncias
Bésicas da Saude da Universidade Estadual de Maringa (UEM). A dosagem de
nitrito foi realizada pela reacédo de Griess, conforme técnica descrita por CARDOSO
et al. (2015). A técnica foi previamente padronizada com sobrenadante de tecido
intestinal de camundongos tratados com extrato de Curcuma longa, como matriz
biologica de referéncia. O reagente de Griess foi preparado com N-(1-
naftiletil)etilenodiamina, sulfanilamida e acido ortofosférico; a curva padréo foi
construida com nitrito de sodio nas concentragbes de 5, 10, 30 e 60 uM. Em placa
de 96 pocos, 50 pL das amostras e do reagente de Griess foram incubados por 15
minutos a temperatura ambiente, protegida da luz, com leitura em 550/620 nm. Apés
a padronizacdo, o mesmo protocolo foi aplicado a amostras de tecido cerebral de
camundongos Swiss cronicamente infectados com a cepa ME-49 de T. gondii,
tratados e nao tratados com nebivolol (2 mg/kg/dia, gavagem, 21 dias). As analises
estatisticas foram conduzidas no RStudio, com testes de normalidade de Shapiro-
Wilk, homocedasticidade de Levene, ANOVA one-way e pébs-teste de Tukey
(p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A padronizagdo da técnica em tecido intestinal apresentou diferenca
estatisticamente significativa entre os sete grupos avaliados (ANOVA one-way,
p<0,001), com diferenca pontual entre os grupos V e VIl pelo pés-teste de Tukey
(p=0,0433) (Tabela 1), confirmando a capacidade do ensaio de detectar e
discriminar concentracdes de nitrito na faixa de quantificacdo estabelecida (5-60

uM).
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Tabela 1 — Concentracao de derivados de nitrito (uM) nos grupos
experimentais de padronizacao em tecido intestinal.

Grupo Concentragao de nitrito (uM) — x * DP

I 0,92 £0,02

Il 3,49 £ 2,31

1] 533 +1,52

\Y 4,29 + 3,07

V 5,63 £ 0,46

VI 2,00 +1,77
VI 0,73+0,45

Legenda: | — controle negativo, diluente do DMH; Il — indugdo com DMH (20 mg/kg, i.p.); lll e IV — DMH + extrato de C. longa
(250 e 500 mg/kg); V e VI — extrato de C. longa sem indugéo (250 e 500 mg/kg); VII — veiculo do extrato (Tween 20 a 5%).

Entretanto, quando o mesmo protocolo foi aplicado a amostras de tecido cerebral de
camundongos cronicamente infectados com T. gondii, tratados e n&o tratados com
nebivolol, ndo foi possivel quantificar os niveis de nitrito, que permaneceram abaixo
da faixa de quantificacdo do ensaio, 0 que pode ser observado pela auséncia de
coloragao nos pocos correspondentes as amostras de tecido cerebral, em contraste
com a coloracao observada nos pocos da curva padrao (Figura 1).

3,4

/

& /\,.
S0

\:: )

7

\;

7

A\

Figura 1 — Ensaio de dosagem de nitrito pela reacao de Griess em amostras de sobrenadante de
tecido cerebral. Os pogos correspondentes as amostras ndo apresentaram coloragao visivel,
indicando niveis de nitrito abaixo da faixa de quantificagao do ensaio, enquanto os pogos da curva
padréo (T1-T4) exibiram gradiente de coloragédo résea proporcional a concentragao conhecida de
nitrito. B: branco da reagéo.

Esse resultado é compativel com a baixa e localizada produgédo de NO caracteristica
da fase crbnica da infeccao cerebral, associada ao predominio de citocinas anti-
inflamatérias e a expressao reduzida de iINOS nessa fase, somada as limitagdes
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intrinsecas da reacao de Griess frente a matrizes biolégicas complexas em baixas
concentracdes (GUEVARA et al., 1998; GHOSH et al., 2024).

CONCLUSOES

A técnica de dosagem de nitrito pelo método de Griess foi padronizada e validada
com sucesso em tecido intestinal, mas sua sensibilidade n&o foi suficiente para
quantificar 6xido nitrico em tecido cerebral na fase cronica da toxoplasmose murina.
Recomenda-se a investigacao de métodos analiticos mais sensiveis para elucidar o
papel do nebivolol na modulagdo dessa via em estudos futuros. Isso podera
contribuir para terapias mais eficazes contra a toxoplasmose cerebral crénica.
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