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1. INTRODUGCAO

Toxoplasma gondi é o agente etiologico da toxoplasmose, uma zoonose de
ampla distribuicdo que afeta cerca de um terco da populacdo mundial. A
soroprevaléncia varia entre 0,8 e 94%, a depender de fatores ambientais e
socioeconémicos, como habitos alimentares, condicbes de higiene,
suscetibilidade do hospedeiro e localizacdo geografica (CANON-FRANCO et al.,
2014; JONES et al., 2014).

7. gondi tem sido associado ao desenvolvimento de transtornos
psiquiatricos, como a esquizofrenia, foi demostrado que pacientes esquizofrénicos
soropositivos para o parasito apresentam reducéo significativa do volume da
substancia cinzenta em comparagdo com pacientes soronegativos (HORACEK et
al., 2012). A substancia cinzenta, formada principalmente por corpos celulares
neuronais, € responsavel pelo processamento e integracdo da informacgéo,
enquanto a substancia branca, composta por axénios mielinizados, atua na rapida
comunicacdo entre diferentes regides do sistema nervoso central (SNC)
(SNYDER et al., 2018). Alteragbes estruturais, como a diminuicao da substancia
cinzenta e hipomielinizagdo da substancia branca, tém sido associadas a déficits
cognitivos, de memoria, atencdo e regulagcdo emocional em pacientes com
esquizofrenia (PANTAZOPOULOS et al., 2015; LEZA et al., 2015).

Assim, no nosso estudo objetivamos avaliar histologicamente o volume da
substancia cinzenta e da substancia branca, de camundongos C57BL/6
cronicamente infectados pelo 7. gondiia fim de investigar potenciais repercussoes
da infecgao sobre a morfologia cerebral.

2. METODOLOGIA

Os procedimentos experimentais que originaram o material utilizado neste
estudo foram conduzidos em conformidade com as recomendacgdes do Guia para
o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério do Conselho Nacional de
Experimentacdo Animal e aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais do
Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz (licenga L014/2018). No presente estudo,
utilizamos exclusivamente cérebros de camundongos provenientes desse projeto
previamente aprovado, n&o havendo realizacdo de novos procedimentos
experimentais em animais.

Fémeas de camundongos da linhagem C57BL/6 de 4 a 6 semanas de idade,
foram infectadas com 5 cistos da cepa ME-49 tipo Il do 7. gondii. Ap6s 30 dias de
infeccao (fase crénica), os cérebros foram coletados, seccionados sagitalmente,
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fixados em formaldeido tamponado a 10% em solugdo salina por 10 dias,
desidratados e incluidos em parafina.

Duas secbes sagitais de 4 a 6 um de espessura foram preparadas e coradas
com hematoxilina e eosina. As laminas foram escaneadas com o Motic infinity 100
Scanner e visualizadas usando o software VM-Moftic Digital Slide Assistance,
versao 1.0.7.46, permitindo a mensuracdo da espessura da camada da
substancia cinzenta e substancia branca em micrdbmeros (Um). A espessura da
substancia cinzenta foi determinada pela mensuragao do cortex e suas camadas:
camada | (camada molecular) fica abaixo das meninges. camada Il/lll (granular
externa e piramidal externa), IV (camada interna de células granulares), V
(camada interna de células piramidais, contendo grandes células piramidais) e VI
(camada multiforme, com neurdnios fusiformes alongados) (SNYDER et al.,
2018).

Os dados de espessura das substancias cinzenta, branca e das camadas
corticais foram expressos como média * desvio padrao. As comparagoes entre o
grupo infectado e o grupo controle ndo infectado foram realizadas utilizando o
teste t de Student. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Animais C57BL/6 cronicamente infectados, apresentaram caracteristicas préprias
da neurotoxoplasmose. Um processo inflamatério com infiltrado celular foi
observado em vaias regides dos cérebros, como cértex e hipocampo, incluindo a
formagao de manguitos perivasculares e inflamagdo das meninges (meningite)
(Figura 1).
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FIGURA 1. Alteragdes histopatoldgicas no cérebro de camundongos
cronicamente infectados pelo 7. gondji. Imagens superiores: cortex cerebral de

animais NI (esquerda) e infectado (direita), mostrando meningite (*) infiltrado
inflamatdrio e desorganizagao tecidual (A ). Imagens inferiores: hipocampo de
animal controle (esquerda) e infectado (direita), com evidéncia de manguitos
perivasculares (+) no animal infectado. Objetiva 10X, Coloragédo: Hematoxilina e
Eosina (HE)

A analise morfométrica revelou alteragdes significativas na morfologia
cerebral dos animais infectados em comparagdo com o gruo controle nao
infectado (NI). O principal achado foi uma redugdo na espessura da substancia
cinzenta dos animais infectados (NI 177 £ 221.8; 7. gondii 1048 + 120.8; P <
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0.001) (Figura 2A). Em contrapartida, a espessura da substancia branca nao
sofreu alteracao significativa entre os grupos (Figura 2B).
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FIGURA 2. Analise morfométrica da espessura da substancia cinzenta e
branca. (A) Grafico demonstrando a reducgao significativa da espessura da
substancia cinzenta em animais infectados pelo 7. gondiiem comparagédo com o
grupo controle NI. (B) Grafico mostrando a auséncia de alteracdo na espessura
da sustéancia branca.

Este resultado em nosso modelo murino corrobora achados anteriores em
humanos, que relataram uma diminuigdo do volume da substancia cinzenta em
individuos soropositivos para o 7. gondii (HORACEK et al., 2012). A atrofia ou a
reducdo da densidade e espessura da substancia cinzenta esta associada a
fisiopatologia das alteragdes comportamentais e cognitivas (LEZA et al., 2015;
PANTAZOPOULOS et al., 2015). Tais alteragdes ja foram relatadas em paciente
quanto em modelos animais infectados pelo parasito (HORACEK et al., 2012;
CASTANO et al., 2021), reforcando a relevancia dos nossos achados. A
inflamacao aqui observada, caracterizada pela presenca de infiltrados celulares e
meningite, pode ser um fator chave na indug¢ao do dano tecidual que leva a atrofia
cortical.

Uma analise mais detalhada do cortex cerebral, que se encontra subdividido
em camadas, indicou que a atrofia da substancia cinzenta ndo foi uniforme.
Nossos resultados revelaram que a diminuicdo da espessura foi mais
proeminente nas camadas | (molecular), 1l/1ll (granular externa/piramidal externa),
V (piramidal interna) e VI (multiforme), quando comparada com as dos animais NI
(Figura 3). O comprometimento de camadas ricas em neurdnios piramidais (ll/1ll e
V), essenciais para o processamento cognitivo e a comunicacgao inter-regional,
sugere um substrato neuroanatdémico para os déficits funcionais observados na
infeccao.
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FIGURA 3. Analise da espessura das camadas corticais. Grafico
comparativo da espessura das camadas |, ll/1ll/ IV/V e VI do cortex cerebral entre
o grupo NI e o grupo infectado, evidenciando a redu¢do proeminente em camadas

especificas.
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Diante destes resultados, pretendemos em estudos futuros analisar a
densidade neuronal e glial em cada camada cortical para determinar
componentes celulares especificos afetados pela atrofia. Adicionalmente
investigaremos a correlacdo da carga parasitaria cerebral, a intensidade da
resposta inflamatoria e a extensao das alteragdes histologicas, buscando elucidar
0s mecanismos que ligam a infec¢ao cronica a neurodegeneragao.

4. CONCLUSOES

A infeccao crbnica pelo 7oxoplasma gondii em camundongos C57BL/6 induz
uma atrofia significativa e seletiva da substancia cinzenta, sem alterar a
espessura da substadncia branca. A inovagdo deste trabalho reside na
demonstracdo de que essa atrofie &€ proeminente em camadas corticais
especificas (I, I/lll, 1V, 1V), fornecendo um detalhamento histolégico que aprofunda
a compreensdo sobre o dano tecidual. Estes achados fortalecem o uso deste
modelo animal para investigar os mecanismos neuropatolégicos que associam a
toxoplasmose a transtornos neuropsiquiatricos, como a esquizofrenia.
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