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RESUMO

A toxoplasmose é uma zoonose causada por Toxoplasma gondii, cuja persisténcia
em cistos no Sistema Nervoso Central durante a fase cronica induz neuroinflamacao
e danos histopatolégicos, sendo o tratamento convencional restrito a fase aguda e
de alta toxicidade. Este estudo objetivou avaliar os efeitos do tratamento com
nebivolol, anti-hipertensivo com acgao anti- 7. gondii j& demonstrada in vitro e in vivo,
nas alteracoes histopatoldgicas e no numero de cistos cerebrais em camundongos
Swiss cronicamente infectados com a cepa ME-49 de T. gondii. Os animais foram
distribuidos em quatro grupos: G1, controle negativo; G2, controle positivo infectado;
G3, infectado e tratado com nebivolol 4mg/Kg/dia por 20 dias; e G4, controle da
droga. Os hemisférios cerebrais foram processados histologicamente e corados por
Hematoxilina-Eosina, avaliados por leitura cega quanto ao numero de cistos e a
alteracées inflamatérias. Apds andlise semi-quantitativa, os dados foram
comparados entre os grupos e analisados estatisticamente. O grupo tratado (G3)
apresentou numero de cistos significativamente menor que o grupo infectado nao
tratado (G2) (14,8 £ 2,94 vs. 19,2 + 24,53; p=0,018). Os focos inflamatdrios também
diferiram significativamente entre os grupos, exceto entre G1 e G3, que
apresentaram escores semelhantes. Conclui-se que o0 nebivolol reduziu
significativamente tanto o nimero de cistos cerebrais quanto os focos inflamatorios,
reforcando seu potencial como candidato a estudos futuros de reposicionamento de
farmacos.

INTRODUCAO

A toxoplasmose é uma zoonose cosmopolita causada pelo protozoario Toxoplasma
gondii (Dubey et al., 2012). Na fase crdnica, a permanéncia do parasito em cistos
teciduais no Sistema Nervoso Central induz neuroinflamacdo e danos
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histopatolégicos, podendo associar-se a déficits cognitivos e alteracbes de
comportamento. O tratamento convencional, associacdo de sulfadiazina e
pirimetamina, é restrito a fase aguda e apresenta alta toxicidade, tendo como efeitos
adversos rash cutaneo, nauseas, vémitos e supressdao medular (Mendez & Koshy,
2017; Evangelista et al., 2023), o que torna o reposicionamento de farmacos uma
alternativa promissora na pesquisa de novos tratamentos contra a forma encistada.
Destaca-se o nebivolol, um anti-hipertensivo beta-1 bloqueador, com promissora
acao anti-T. gondii in vitro e in vivo e capacidade de cruzar a barreira
hematoencefalica (da Silva Bellini Ramos et al., 2024). Diante do exposto, o objetivo
deste trabalho foi avaliar os efeitos do tratamento com nebivolol nas alteracoes
histopatolégicas e no numero de cistos cerebrais em camundongos infectados
cronicamente com a cepa ME-49 de T. gondii.

MATERIAIS E METODOS

O estudo avaliou tecido cerebral de camundongos cronicamente infectados com a
cepa ME-49 de Toxoplasma gondii, distribuidos em quatro grupos: G1, controle
negativo (ndo infectado com diluente DMSO, n=8); G2, controle positivo (infectado
com diluente DMSO, n=10); G3, tratamento (infectado e tratado com nebivolol
4mg/Kg/dia por 20 dias, n=10); e G4, controle da droga (n&o infectado e tratado com
nebivolol, n=4). Os tecidos foram obtidos de modelo murino de toxoplasmose crénica
padronizado no Laboratério de Patologia da Universidade Estadual de Maringa
(UEM), com aprovacdo do pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/UEM,
protocolo n® 1978211024), seguindo as normas do CONCEA. Os hemisférios
cerebrais passaram por processamento histologico, e cortes semisseriados de 4 um
foram posicionados em laminas e com Hematoxilina-Eosina (HE). A analise
histopatolégica foi realizada por leitura cega em microscépio de luz. Os cistos
teciduais foram contados pelo método de varredura por corte histolégico. As
alteracbes histopatolégicas como inflamacao, edema, hemorragia, congestao,
necrose e gliose foram analisadas por leitura semiquantitativa com atribuicdo de
escores: 0 (zero) = ausente; 1 = discreto, 2 = moderado, 3 = critico e 4 = intenso, de
acordo com a frequéncia por campo microscépico. Os dados foram comparados
entre os grupos por analise estatistica considerando p<0,05 como significante.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A anadlise das laminas resultou negativa para presenca de cistos nos grupos
controles nao infectados (G1 e G4). O Teste T independente indicou que a média da
contagem de cistos teciduais no grupo G3 (14,8 £ 2,94), foi significativamente inferior
(p=0,018) a do grupo G2 (19,2 = 24,53) (Figura 1A). Tais resultados sugerem que o
nebivolol, reduziu significantemente a carga parasitaria encistada no tecido cerebral.
Em relacdo aos focos inflamatorios, o teste t de Welch seguida do pés-teste de
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Bonferroni demonstrou diferenca significativa entre os grupos, exceto entre G1 e G3
(Figura 1B). O G2 (infectado, nao tratado) apresentou os maiores escores (1,96 *
0,54), enquanto o G3 (infectado e tratado) apresentou valores reduzidos (1,18 *
0,43), estatisticamente semelhantes ao G1 (1,00 + 0,26). O G4 apresentou 0s
menores valores para focos inflamatérios (0,39 £ 0,05). Esses resultados indicam
que o nebivolol atenuou a resposta inflamatéria associada a infeccdo crénica,
aproximando ao padrdo histopatolégico em animais nao infectados, sugerindo um
efeito anti-inflamatério e neuroprotetor, podendo estar relacionados a via B3-
eNOS/NO caracteristica do nebivolol (da Silva Bellini Ramos et al., 2024). Os demais
parametros (edema, hemorragia, congestdao, necrose e gliose) apresentaram
escores baixos e semelhantes entre os grupos, indicando que as alteracées mais
expressivas da infeccdo crénica concentraram-se no componente inflamatério. Os
cistos teciduais de T. gondii e as alteracbes histopatolégicas podem ser vistas na
Figura 2.

Cistos (n)
Escore médio de focos inflamatorios
»

5

<l @
(nio infectado (infoctado
+DMSO) = DASO)

A & Grupo = B Grupo experimental
Figura 1 — Analise de cistos teciduais e focos inflamatérios em tecido cerebral de camundongos
com toxoplasmose crénica. A) Numero de cistos cerebrais. Dados expressos como média + desvio
padrdo. Teste t para amostras independentes, *p=0,018; Il - Grupo infectado; lll = Grupo infectado
e tratado com nebivolol. B) Focos Inflamatérios. G1 — controle negativo, ndo infectado + diluente
(DMSO); G2 — controle positivo, infectado com a cepa ME49 de Toxoplasma gondii + diluente
(DMSO); G3 — infectado e tratado com nebivolol; G4 — controle da droga, ndo infectado e tratado
com nebivolol. Teste t de Welch com corregédo de Bonferroni para comparagdes multiplas: Gl vs.
Gll (p = 0,0014); Gl vs. GIV (p =0,0012); Gll vs. Glll (p = 0,016); Gll vs. GIV (p < 0,001); Glll vs.
GIV (p = 0,0030); Gl vs. Glll (p = 0,31), estatisticamente significante: p<0,05.
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Figura 2 — Tecido cerebral de camundongo cronicamente infectado com T. gondii. A) Grupo G2 -
Presenca de infiltrado inflamatério perivascular na meninge e hiperemia de vaso préximo a cisto
tecidual de T. gondii (10x); B) Grupo G2 - Presenca de foco inflamatério proximo de trés cistos
teciduais de T. gondii; hiperemia de vasos e infiltrado inflamatério na meninge (20X); C) Grupo G3 -
Cisto de T. gondii circundado por foco inflamatério (40X).

CONCLUSOES

O tratamento com nebivolol reduziu significativamente o nimero de cistos cerebrais
e atenuou os focos inflamatérios a niveis proximos de animais ndo infectados,
devido a seu provavel efeito anti-inflamatério relacionado a via 33-eNOS/NO. Esses
resultados reforcam seu potencial como estratégia de reposicionamento terapéutico
a ser mais bem explorada em estudos futuros.
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