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Resumo

Atualmente existe um grande namero de pesquisas abordando a influéncia
inunorregulatoria do sistema neuroendocrino, sendo ativado em condigdes de quebra da
homeostosia, como por exemplo em infecgdes e estresse. Varios sdo os fatores neuro-
psicologicos que podem permitir a instalagdo de doengas. Dentre os agentes etiologicos de
infec¢des em humanos e animais, destaca-se o Toxoplasma gondii, um parasita intracelular
obrigatorio, capaz de invadir e replicar em todas as células animais nucleadas, causando a
toxoplasmose. A toxoplasmose € uma zoonose que afeta grande parte da populagdo de
forma assintomatica, sendo particularmente importante a forma congénita e a reativada em
individuos imunodeprimidos.

Este trabalho teve como objetivos observar variagdes nos niveis de anticorpos anti-
I gondii em animais tratados com haloperidol e ciclofosfamida, bem como verificar
possiveis modificagdes nas taxas de mortalidade e peso corporal.

A cinética da produgdo de anticorpos foi avaliada cm ratos nido-infectados ¢ em
ratos infectados cronicamente, tratados com haloperidol, ciclofosfamida e ciclofosfamida
+ haloperidol. Os animais que foram tratados com ciclofostamida ¢ ciclofostamida -
haloperidol apresentaram niveis mais altos de anticorpos e reativagdo da doenga, com

consequente morte.
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INTRODUGAO

Nos tltimos 10 anos esta havendo uma rapida expansio das pesquisas que enfocam as
relacBes existentes entre a imunidade, o comportamento e o sistema neural. Embora as
pesquisas em psiconeuroimunologia sejam relativamente novas, existem informagdes
resultantes de observagdio clinica e experimental sugerindo que a fung¢do imune pode ser
alterada por processos psicologicos e, também, dados provocativos sugerindo que estados
afetivos e caracteristicas de personalidade estdo associados com diferencas na fungdo
imunolégica. Uma visdo tradicional de que a fungdo imune esta limitada a interagdes celulares
ocorrendo dentro dos tecidos linfoides é insuficiente para explicar mudangas na imunidade
observadas niio apenas no homem, mas também, em condi¢Ses de laboratorio com animais de
experimentagio. Existem novas razdes que compelem a se acreditar que o processo
imunorregulatorio in vivo influencia e ¢ influenciado pelas condi¢des dindmicas do sistema
neuroendocrino. Assim sendo, o sistema imunolégico comporta-se como um elemento especial
dos sistemas homeostaticos, alvo da interferéncia neuroenddcrina, ativado em condigdes
importantes de quebra da homeostasia, como, por exemplo, numa infec¢do. O sistema imune
parece ser modulado ndo somente por mecanismos de realimentagdo mediados através de
processos endocrinos e neurais, mas também por mecanismos de alimentagdo a partir de
informagdes que sdo vivenciadas, aprendidas e interferentes no mecanismo imunologico.
(ADER et al, 1990).

Varios estudos envolvendo condicionamento, estresse, fatores psicossociais e relagdes

neuroanatdmicas tém evidenciado alguns mecanismos da interagdo neuroimune (MADDEN,

FELTEN, 1995)



Condig¢des ambientais e fatores psicossociais, tais como multiddo, barulho, separagdo
maternal precoce e aspectos da manipulagdo de grupos animais podem influenciar a imunidade.
Em humanos, mudangas em varias medidas da fungdo imune tém sido relatados apos eventos
estressantes da vida, como morte de uma esposa, depressdo e nivel de estresse em estudantes
de medicina durante a época de exames (MADDEN, FELTEN, 1995).

Todas as evidéncias até agora acumuladas sugerem que duas vias principais estdo
envolvidas nos mecanismos imunumodulatorios, a via neural e a via endocrina.

A participagio do sistema neural tem sido demonstrada, pelo menos do ponto de vista
anatdmico, através do qual nervos autondmicos que terminam nos orgdos linfoides com a
subsequente liberagdo de mediadores quimicos que podem alterar localmente a funcdo dos
linfocitos. Em ratos, a inervagdo noradrenérgica provém do génglio celiaco mesentérico e entra
no bago ao lado da artéria esplénica onde as terminages nervosas chegam em areas ricas em
linfécitos T. Além disso, ha uma via indireta de atuagio, a neuro-humoral. A participagdo
dessa via tem sido reforgada pela observagdo de que varios receptores, at¢ agora entendidos
como especificos de membranas neuronais, tém sido localizados em membranas de linfocitos e
outras células imunologicamente ativas. Isso possibilita que substéncias liberadas a partir do
sistema neural, como os peptideos encefalinas e endorfinas, possam ligar-se aos linfocitos
resultando em aumento ou supressio de sua fungo. O sentido positivo ou negativo da
modulagdo depende das concentragdes de tais neuropeptideos, da populagdo de células
utilizadas e das espécies estudadas (RABIM et al, 1989; MADDEN, FELTEN, 1995).

Pelo aspecto da via endocrina tem sido observado que varios hormonios da pituitaria
anterior e da glindula adrenal sdo imunomodulatorios. Linfocitos e células acessorias
apresentam receptores para tais hormonios. Produtos de tais células comunicam-se e modulam
as respostas do sistema nervoso e endocrino, estabelecendo mecanismos de retroalimentagdo
com este ultimo (ADER ef al, 1990).

Deve ser considerado ainda, uma via que representa uma possibilidade de ag@o
conjunta dos sistemas neural e endocrino sobre o sistema imunologico. Esse caminho seria
pelo eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, com a liberagdo de glicocorticoides € sua conseqiiente
modulagdo da fungio imune (RABIM ef al, 1989; MADDEN, FELTEN, 1995).

Os sistemas nervoso ¢ endocrino tém papéis bem estabelecidos na manutencao da
homeostase sistémica, entretanto a integridade dos tecidos individuais é mantida através da
produgdo de uma variedade de mediadores celulares conhecidos como citocinas (HOPHINS,

ROTHWELL, 1995). Muitas citocinas e seus receptores estio largamente distribuidos



nosistema nervoso central (SNC) e no sistema nervoso periférico (SNP); sua expressio €
influenciada pelas mudangas na homeostase tecidual. Elas exercem diversas agoes nos SNC e
SNP e estdo implicadas em resposta a doengas e injurias. Certas citocinas participam no
controle da resposta sistémica do hospedeiro contra doengas, atuando como sinalizadoras para
o cérebro e dentro do mesmo. Estas moléculas estio também envolvidas na degenerag@o
neuronal e reparos no SNC e SNP e tém sido propostas como mediadoras de wvarias
neuropatologias (ROTHWELL, HOPKINS, 1995).

Um estudo recente em cultura de células de microglia humana, sugere que citocinas
como interferon-gama (IFN-y), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6),
juntamente com a microglia, participam na defesa neurologica contra 7. gondii (CHAO et al,
1994).

O T. gondii ¢ um parasita que tem tropismo para varias células do organismo, incluindo
as do SNC. Sua afinidade maior é para as células do sistema fagocitico mononuclear, para os
leucocitos e para as células parenquimatosas (REY,1991). E um parasita intracelular
obrigatorio com larga distribuigo pelo mundo (OKAY, 1994); pertence ao filo Apicomplexa,
A classe Sporozoa e a familia Sarcocystidae, sendo portanto um esporozoario e muito proximo,
morfologicamente, dos coccidios e dos plamodios (REY,1991). Seu nucleo situa-se no meio
do corpo ou proximo a extremidade posterior, sua forma ¢ esférica ou alongada, e seu aspecto
vesiculoso. Por vezes, o parasito apresenta-se oval, em vez de arqueado, o que parece indicar
o inicio de uma divisdo celular (REY,1991). Os representantes do filo Apicomplexa possuem
como principal caracteristica em comum, a presen¢a de uma modificagdo na extremidade
anterior chamada de complexo apical, formada de organelas exocitaveis, importantes nos
mecanismos de reconhecimento e invasdo da célula h¢  '~ira (MORRISSETE et al, 1994
apud MINELLI, 1995). Os passos morfologicos envolvido: 1 adesdo e invasio da célula pelo
T. gondii foram descritos ha mais de 30 anos. A invasdo tende a envolver a motilidade da
superficie do parasita e a exocitose de organelas especificas localizadas no complexo apical.
Entretanto, o mecanismo deste processo € as moléculas envolvidas sio pouco conhecidos. O
processo inteiro de invasio € feito em menos de 10 segundos e ocorre a partir de uma cascata
complexa de eventos individuais (JOINER, DUBREMETZ, 1993).

Uma das questdes mais enigmaticas durante o processo de invasio diz respeito a
origem e & composi¢do da membrana do vactiolo parasitoforo (VP). Analises microscopicas
por criofatura indicam que a membrana do vaciolo parasitoforo pode ser representada

essencialmente por uma bicamada fosfolipidica. Entretanto, ndo se sabe se os lipideos



necessarios para iniciar formagdo da membrana do VP sdo derivados do parasita ou do
hospedeiro (JOINER, DUBREMETZ, 1993).

Uma vez interiorizados e protegidos dentro do vactolo parasitéforo, os taquizditas
iniciam um processo de reprodugio assexuada conhecido como endogenia (ou endodiogenia )
- uma espécie de brotamento onde duas estruturas membranosas na parte anterior do nuicleo do
parasita-mae iniciam a formagdo e envolvimento dos dois condides nascentes. O nicleo assume
a forma ferradura crescendo em diregdo aos conoides até ficarem independentes, envolvidos
por estruturas membranosas que também abrigam organelas-filhas. O parasita mde degenera,
libera os toxoplasmas-filhos que formam o pseudocisto, e isso é a célula hospedeira rica em
taquizoitas. O pseudocisto cresce 4 medida que os toxoplasmas se reproduzem, até romper a
célula hospedeira, liberando taquizoitas prontos para invadirem novas células (MINELLI,
1995).

As principais formas evolutivas que o parasita apresenta durante o seu ciclo biologico

1 - Taquizoita: forma de multiplicagdo rapida, presente em infecgdes agudas.
Classicamente é descrito como tendo o aspecto de meia lua, apresenta-se ovoide ou piriforme,
com uma extremidade arredondada e outra ligeiramente afilada.

2 - Cisto: forma de resisténcia no organismo. O protozoario agredido pelos
mecanismos imunologicos, defende-se elaborando membrana espessa ¢, dentro desse
reservatorio, multiplica-se e forma um cisto com centenas de parasitas no interior. Os cistos
sdo mais numerosos na fase cronica da infecgao.

3 - Bradizoita: forma de multiplicagdo lenta, presente no interior do cisto.

4 -Oocistos: forma infectante, formada por dois esnarncistos, COm quatro esporozoitos
cada um (AMATO NETO e . 1982).

O ciclo biologico do Toxoplasma caracteriza-se por apresentar no seu ciclo
vital uma fase extra-intestinal, com reprodugdo assexuada, em mamiferos e aves, e outra
enteroepitelial, com reprodugio sexuada (PESSOA, MARTINS, 1982), em espécies dos
géneros Felis e Lynx - mas particularmente os gatos - que sd0 0s Gnicos hospedeiros nos quais
o parasita pode completar o seu ciclo vital (REY, 1991).

O ciclo de vida sexual do parasita é definido pela formacdo de oocistos e esporozoitas
no hospedeiro felino. Este ciclo comega com a ingestdo de cistos teciduais de bradizoitas e
culmina, apos varios estagios intermediarios, com a produgio de micro e macrogametas. O

microgameta é flagelado, permitindo ao parasita ir ao encontro do macrogameta. A fusdo dos



gametas produz um zigoto, que se envolve em uma membrana cistica rigida e € secretado
como um oocisto ndo esporulado. Durante a infecgio aguda, um gato pode excretar até 100
milhdes de parasitas por dia. Depois de dois a trés dias de exposi¢do 2o ar, a temperatura
ambiente, os oocistos ndo infecciosos esporulam para produzir oito progénies de esporozoitas.
Estes proprios oocistos estaveis sdo agora altamente infecciosos e podem permanecer viaveis
por muitos anos no solo. Eles podem ser ingeridos por um hospedeiro intermediario, tal como
as pessoas que manipulam latas de lixo ou um porco fucando no quintal ou, talvez, um
camundongo. Uma vez digeridos, os esporozoitos liberados infectam o epitélio intestinal, -
produzindo rapido crescimento dos taquizoitas assexuados e finalmente, bradizoitas. Isto
completa o ciclo enteroepitelial do 7. gondii (KASPER, BOOTHROYD, 1993).

No ciclo extra-intestinal de hospedeiros intermediarios, o T. gondii entra na célula
hospedeira e comega sua divisdo por endogenia, um processo semelhante a fissdo binaria
dentro de um vacuolo parasitoforo. O tempo de divisdo € usualmente de 6 a 8 horas para a
cepa virulenta RH. Quando o namero de parasitas dentro da célula aproxima-se de 64-128 (em
cultura de tecidos), as células se rompem, liberando taquizoitas que infectam as células
adjacentes. Desta maneira, uma cultura infectada ou Orgio logo mostram evidéncias de um
processo citopatologico. A maioria dos taquizoitas € eliminada pelas respostas imunes humoral
e mediada por células. De sete a dez dias apds a infeccdo sistémica pelo taquizoita, cistos
teciduais que contém bradizoitas se desenvolvem. Estes cistos teciduais ocorrem em uma
variedade de o6rgdos do hospedeiro, mas principalmente no sistema nervoso central e musculo.
Quando os cistos sdo ingeridos (isto €, quando o ser humano come carnes mal-cozidas), a
membrana cistica sofre rapida digestdo na presenca de pH acido das secregdes gastricas. Em
hospedeiros ndo-felinos, tais como aves € mamiferos, os bradizoitas entram no epitélio do
intestino delgado e transformam-se em taquizoitas, dividindo-se rapidamente. Esta infec¢fo
sistémica aguda pelo taquizoita é seguida pela formagio de cistos cronicos de bradizoitas,
usualmente detectaveis de 10 a 14 horas ap6s a infecgio aguda. Uma vez que cistos contendo
bradizoitas sio formados, o ciclo ndo-felino ¢ completado (KASPER, BOOTHROYD, 1993).
Centenas ou milhares de formas cisticas do bradizoita sdo encontradas em tecidos, nos quais
podem persistir por toda a vida do hospedeiro (OKAY, 1994). O bradizoita ¢ a fonte
presumivel da reativagdo da infecgdo no individuo imunodeprimido, sendo pouco entendida a
transformagdo de taquizoita para bradizoita (KASPER, BOOTHROYD, 1993). 0
entendimento dos fatores que promovem a interconversao bradizoita-taquizoita, permitiriam a

manipulagio da conversdo atraves de cada estagio e ajudaria no controle da reativacao



toxoplasmica in vivo (SOETE ef al, 1993).Atualmente ha um namero crescente de
informag¢des a respeito da estrutura antigénica dos taquizoitas (TOMAVO, 1991), enquanto
pouco se sabe sobre a estrutura antigénica de cistos teciduais (WOODISON, 1990).

O 7. gondii é o agente da toxoplasmose, uma zoonose que afeta grande parte da
populagdo humana sob a forma de infecgdo cronica assintomatica. No entanto, é capaz de
determinar nos individuos adultos um quadro agudo febril, com linfoadenopatia e, nas criangas,
uma forma subaguda de encefalomielite e coriorretinite. A forma congénita € particularmente
grave. Camundongos inoculados experimentalmente com 7. gondii apresentam um quadro de
meningencefalomielite aguda e peritonite; enquanto ratos apresentam apenas um surto febril
transitorio, se a inoculagio for cutinea. O primeiro caso de toxoplasmose humana foi descrito
na Tchecoslovaquia por Janku (1923); e no Brasil por Magarinos Torres em 1927 (REY,
1991).

A importéncia da toxoplasmose decorre de varios fatores, como veremos a seguir. Em
primeiro lugar, constitui uma infecgdo cosmopolita e estd muito difundida, 15% a 68% da
populagdo adulta norte-americana tem sorologia positiva para anticorpos de 7. gondii (REY,
1991). Segundo, ataca fetos e criangas pequenas, sendo que a infecglo pelo Toxoplasma em
fetos humanos esta associada com varios defeitos congénitos quando a infecgdo primaria é
adquirida no primeiro trimestre de gravidez. Somente nos EUA existem varios milhares de
recém-natos a cada ano com toxoplasmose congénita. Anualmente, os custos de satde para
estes individuos com seqiielas neuroldgicas da infecgdo congénita, tem sido estimados em
vérias centenas de dolares. Terceiro, constitui uma infecgio oportunista, onde os individuos de
alto risco sio aquelas pessoas imunodeprimidas que desenvolvem meningoencefalite
toxoplasmica fatal. Predominantemente, o mais freqiiente grupo entre estes individuos sao
aqueles com AIDS. O indice de incidéncia por infecgdo naqueles individuos esta entre 5% e
33% (KASPER, BOOTHROYD, 1993).

Contrastando com a infecgdo de individuos normais, a toxoplasmose € extremamente
grave em pacientes com imunodepressio de etiologias diversas. Infec¢Bes cronicas e
assintomaticas assumem subitamente carater de reativagdo, onde agora  bradizoitas
convertem-se em taquizoitas. Com o advento da AIDS, a partir dos anos oitenta, a
toxoplasmose passa a ocupar um lugar de destaque como causa de obito por infecgdes
oportunistas, nesses pacientes (REY, 1991).

Na maioria dos casos desenvolve-se um quadro clinico de encefalite aguda, que

mata o aidético em poucos dias, caso ndo seja tratado. Outras vezes a evolugio é



prolongada.. Os aidéticos que desenvolvem encefalite toxoplasmica ja tem, em geral, o
diagnostico da AIDS; porém em alguns casos, a encefalite € a primeira manifestagio clinica
de uma imunodepressdo (REY, 1991).

A imunidade mediada por células tem sido demonstrada ser um importante mecanismo
na regulagio da infecgdo pelo Toxoplasma gondii em camundongos e na espécie humana
(KASPER, BOOTHROYD, 1993). Células T CD4+ e CD8+, macrofagos e células NK
desempenham papéis criticos na imunidade celular na infec¢io pelo 1. gondii. O papel das
citocinas secretadas por estas células do sistema imune tem sido investigada intensamente nos
altimos anos (HUNTER, REMINGTON, 1994). O Toxoplasma gondii induz a sintese de uma
variedade de citocinas no hospedeiro infectado. Estas citocinas desempenham um papel critico
na protegio deste hospedeiro contra a infecc3o e alteragdes nos niveis de secregdo destes
produtos podem resultar num estado de susceptibilidade aumentada contra este protozoario
(KASPER, BOOTHROYD, 19931).

A resposta imune protetora desenvolvida durante a infecgdio por 1. gondii e o tipo de
célula T "helper" a ser expandido sio certamente influenciadas pelas citocinas presentes no
mjcroambiente durante o processo de diferenciagdo celular. Citocinas como IFN-y, IL-4, IL-10
e IL-12, entre outras, podem dirigir a diferenciagio de subpopulagdes de células T com
conseqiiente ativagio preferencial de células Thl ou Th2. Estas subpopulagdes de linfocitos T
foram definidas com base em seu padrdo de secregio de citocinas (MOSMANN et al, 1986).
Th-1 secreta IL-2 ¢ IFN-y induzindo preferencialmente a ativagio de macrofagos e a resposta
mediada por células (STOUT, BOTTOMLY, 1989, MOORE er al, 1990) enquanto Th2
secreta 1L-4, IL-5 e IL-10 fornecendo maior ajuda para a resposta mediada por anticorpos
(BOOM et al, 1988). O IFN- y inibe a proliferagdo de células Th2 e IL-4 inibe a expressdo do
receptor de IL-2 e a producdo de IFN-y (PELEMAN et al, 1989). Quanto a IL-10, tem sido
demonstrado que esta inibe a sintese de citocinas por Th1 (MOORE ef al, 1990), cujo efeito €
dependente da presenca de células acessorias (FIORENTINO ef al, 1991). O balango entre
estas citocinas (quantidade, momento durante a resposta imune em que sdo produzidas,
inibidores e a propria presenga do parasita) determina o padrio de resposta imune, ditando as
classes de anticorpos a serem produzidas e a resposta celular eferente a ser gerada.

Na infecgdo por T. gondii, o papel das citocinas no determinismo de resisténcia ou
susceptibilidade ainda ndo é completamente entendido. IFN-y tem sido mais estreitamente
associado & resisténcia do hospedeiro. A administragdo de anticorpo monoclonal anti-IFN-y

resulta em mortalidade de animais infectados com cepas avirulentas do parasita, as quais sdo



incapazes de provocar morte nos animais controles. Ainda, a neutralizagdo de IFN-y em
animais cronicamente infectados resulta num aumento e maior severidade de encefalite
(HUNTER, REMINGTON, 1994). Por outro lado, a administragdo de IFN-y recombinante
aumenta a sobrevivéncia, retarda a mortalidade de animais susceptiveis e diminui a severidade
de encefalite (SUZUKI ef al, 1990). A atividade protetora de IFN-y tem sido associada com
sua habilidade de ativar macrofagos residentes a matar e inibir a replicagéo intracelular dos
parasitas. Como em outras protozooses, a presenga de TNF-a é fundamental para disparar. a
prodﬁgﬁo de radicais intermediarios do nitrogénio (RNI) em macrofagos estimutados com
IFN-y (SIBLEY et al, 1991, SILVA et al, 1995). Anticorpos anti-TNF-a. ou anti-IFN-y
bloqueiam completamente a atividade microbicida dos macrofagos (SILVA et al, 1995).

Numa tentativa de entender o papel das citocinas no determinismo da infecgdo por T.
gondii, nos ultimos anos tem sido dado énfase a citocinas secretadas antes do aparecimento da
imunidade especifica nos animais. Entre estas, a IL-12 tem merecido especial destaque. Esta
foi originalmente identificada devido ao seu efeito estimulatorio em células NK e células T
citotoxicas. Em adicdo, a produgdo de IFN-y por células NK ¢ aumentada por IL-12 e
tambeém & um fator essencial para a diferenciagdo de linfocitos Thl (KENNEDY et al, 1994).
Estas propriedades conferem a esta citocina um importante papel na imunidade natural a
diferentes patogenos como Listeria monocilogenes, Leishmania major, Trypanosoma cruzi €
Toxoplasma gondii ~ (HUNTER, REMINGTON, 1994, GAZZINELLI et al, 1993,
CARDILLO et al, 1995). Estes parasitas tém a capacidade de estimular macrofagos a

produzirem IL-12 e TNF-a. que, sinergicamente, podem induzir c€lulas NK a produzir IFN-y e,

consequentemente, promover a ativagio de macrofagos (GAZZINELLI et al, 1993). |

Experimentos com esplendcitos de camundongos SCID revelaram que macrofagos produzem
IL-12 ¢ TNF-0. em resposta a taquizoitas ou antigenos de T. gondii que, por sua vez, ativam
células NK a produzirem IFN-y (GAZZINELLI et al, 1993). Outros experimentos mostraram
que a administragdo exogena de IL-12 a camundongos BALB/c infectados com uma cepa
virulenta de 7. gondii consideravelmente retarda o tempo de morte destes animais (KHAN, e?
al, 1994). Ao contrario, a administragdo de anticorpo neutralizante anti-IL-12 resultou em
aumento de mortalidade (HUNTER, REMINGTON, 1994).

Outra citocina que poderia desempenhar papel importante no determinismo da
susceptibilidade ao Toxoplasma gondii é a IL-10. Esta, além de inibir a atividade microbicida

de macrofagos estimulados com IFN-y (SILVA et al, 1992), tem efeitos inibitorios sobre a

diferenciagdo de clones Th1 e produg@o de IFN-y por células NK (natural killer) e células T e é



capaz de inibir a produgdo de IL-12 por células acessorias (KENNEDY et al, 1994). A
atuagdo destas diversas citocinas durante a fase aguda da infecgdo por T. gondii pode
determinar ativacio ou ndo dos macrofagos que resultard em maior ou menor atividade
microbicida. Por outro lado, a produgdo de radicais intermediarios do nitrogénio (RNI) por
estas células podem desempenhar importante papel na imunossupressdo verificada durante a
infecgdio aguda por este parasita (CANDOLFI et al, 1994).

Um modelo experimental classicamente descrito na literatura é a indugdo da
imunodepressdo da imunidade celular pelo tratamento com ciclofosfamida. Esta droga € um
agente alquilante, que tem a propriedade de interferir nos mecanismos fundamentais
relacionados ao crescimento celular, atividade mitdtica, diferenciagdo e funcionamento. A
capacidade de interferir na mitose normal e na divisdo celular em todos tecidos de rapida
proliferagio, fornece a base de suas aplicagdes terapéuticas e de muitas de suas propriedades
toxicas. E usada como antiblastico no tratamento de linfomas, leucemias, cancer de mama,
pulmdo e outras neoplasias, e dentre as suas reagdes adversas incluem-se alopécia, fibrose
intersticial pulmonar, depressio medular, agdo teratogénica e surgimento de neoplasias
secundarias. Em virtude de suas potentes propriedades imunossupressoras, a ciclofosfamida ¢
o agente primario utilizado para ablagio dos elementos linfoides nos pacientes que vio receber
transplantes de medula dssea (CALABRESI, CHABNER, 1991).

Sabe-se que ambientes estressantes e situagdes psicologicas adversas resultam em
morbidade e mortalidade aumentadas frente a desafios como tumores € doengas infecciosas.
Associa-se o fato de que os niveis de anticorpos e a atividade de células NK encontram-se
geralmente diminuidos frente a estressores (MADDEN, FELTEN, 1995). Tais observagoes
sugerem que o sistema limbico possa estar direta ou indiretamente relacionado aos mecanismos
imunoldgicos. Em recente estudo, NATAL e colaboradores (1995) sugeriram uma correlagéo
entre o sistema dopaminérgico central e a resposta imune humoral na infecgdo aguda pelo T
gondii. Os niveis de anticorpos anti-7. gondii foram mais baixos em animais que receberam um
bloqueador dopaminérgico. Apesar disso, nenhum animal mostrou qualquer sinal da
toxoplasmose-doenca, mesmo 30 dias apos a inoculagao.

Entre os bloqueadores dopaminérgicos mais utilizados estdo as butirofenonas, entre as
quais, o haloperidol. Esta droga ¢ um neuroléptico, uma classe de agentes antipsicoticos,
usados no tratamento de psicoses, psicoses orgdnicas da fase maniaca da doen¢a maniaco-
depressiva e outras doengas idiopaticas agudas (BALDESSARINI, 1991). E particularmente

eficaz contra os sintomas produtivos das psicoses, notadamente os delirios e as alucinagdes.
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Ele exerce também uma agéo sedativa em condigdes de excitagdo psicomotora. Trata-se de um
neuroléptico de agdo prolongada, uma vez que € gradativamente liberado no tecido muscular.
Tal liberagdo se faz de forma progressiva, permitindo a obteng¢do de curvas plasmaticas
uniformes, sem ocorréncia de picos irregulares. A administragio de dose tinica adequada
produz efeito terapéutico estavel que permanece durante quatro semanas em humanos
(DICIONARIO..., 1993). Em doses elevadas, a maioria dos neurolépticos induz imobilidade
cataléptica tipica. O tonus muscular aumenta e é tipico o achado de ptose. Em relagio a
animais, estes parecem indiferentes a maioria dos estimulos, embora continuem a afastar-se
daqueles que sio nocivos ou dolorosos. A imobilidade cataléptica dos animais tratados com
neurolépticos, lembra a catatonia de alguns pacientes psicoticos e de varios disturbios
metabolicos e neurologicos que afetam o sistema nervoso central (BALDESSARINI, 1991).

. A analise da interrelagio entre os fatores que conferem resisténcia no rato a infecgdo
pelo Toxoplasma gondii e os fatores do sistema neural que participam da modulagdo da
resposta imune do hospedeiro pode levar a um melhor entendimento da fisiopatogenia da

toxoplasmose nas suas diferentes formas clinicas.
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OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo geral estudar o envolvimento de estruturas
neurais com o desenvolvimento de resposta imune protetora em ratos experimentalmente
infectados com Toxoplasma gondii.

Os obijetivos especificos consistiram em observar as variagdes nos niveis de anticorpos
anti-7. gondii em animais tratados com haloperidol e / ou ciclofosfamida, bem como verificar

possiveis modificagdes nas taxas de mortalidade e de peso corporal.
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MATERIAL E METODOS

1- MANUTENCAO DOS PARASITAS

A cepa RH de 7. gondii, isolada por Sabin e Feldman (1948), foi originalmente cedida
pelo Prof. Mario Camargo, do Instituto de Medicina Tropical da Universidade de Sdo Paulo.
Taquizoitas da cepa RH foram mantidos, em laboratério, através de passagens intraperitoniais
sucessivas, feitas 3 vezes por semana, inoculando-se 400 i de exsudato em cada camundongo
(MINEO, 1982).

2- ANIMAIS
2.1- Animais utilizados para manutencao dos parasitas

Foram utilizados camundongos alogénicos Swiss (Mus musculus), machos, pesando em
média 20 gramas, provenientes do Biotério do Instituto Vallée de Uberlandia. Os
camundongos eram mantidos no Biotério do Laboratorio de Imunologia, em caixas plasticas

forradas com serragem, com agua e ragdo ad libitum.

2.2- Animais utilizados nos experimentos

Foram utilizados 16 ratos (Rattus norvegicus - variedade albina) machos, provenientes
do Biotério do Laboratério de Fisiologia da Universidade Federal de Uberlandia (U.F.U)),
pesando inicialmente 368 gramas em média. Os ratos foram mantidos no Biotério do

Laboratorio de Imunologia, nas mesmas condigdes que 0s camundongos.

2.3- Divisdo dos grupos de animais
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Os 16 ratos foram divididos em quatro grupos de quatro animais, sendo um grupo
controle e trés grupos experimentais. Estes animais foram distribuidos como se segue:

- Grupo 1: animais nio-infectados, inoculados via intraperitonial (i.p.) com meio de
cultura M.EM. (Minimum Essential Medium), sendo que dois ratos foram inoculados 13
meses antes do inicio das sangrias e dois, inoculados 11 meses antes.

- Grupo 2: animais infectados, inoculados intraperitonealmente com T. gondii, sendo
que dois ratos foram infectados 13 meses antes do inicio das sangrias e dois, 11 meses antes.

- Grupo 3: animais infectados, inoculados i.p. com 7. gondii, 9 meses antes do inicio
das sangnas.

- Grupo 4: animais infectados, inoculados i.p. com 1. gondii, 4 meses antes do inicio

das sangrias.

3- PREPARAGAQO DO INOCULO

O exsudato utilizado nos inoculos foi obtido através de lavagens da cavidade peritonial
de camundongos previamente infectados com 4 ml de suspensdo de cloreto de sodio (0,15 M).
As suspensdes de parasitas foram analisadas ao microscopio optico, descartando-se aquelas
que apresentavam altas taxas de contaminagdo por células hospedeiras ou bactérias.
Posteriormente, o exsudato foi centrifugado a 1000g por 10 minutos a temperatura ambiente,
sendo os parasitas ressuspensos em meio de cultura MEM, submetidos a duas outras
centrifugac¢des, no mesmo meio de cultura.

Para avaliar o namero de toxoplasmas viaveis, 50 pl da suspensdo de parasitas eram
tranferidos para um tubo de ensaio contendo igual volume de solucdo de Azul de Tripan 1%.
Uma aliquota desta solugdo era contada em cémara de Neubauer, utilizando-se cinco
quadrados da regido central. Eram considerados viaveis 0s parasitas ndo corados pelo azul de
tﬁpan. Desta forma, obteve-se o numero de parasitas por ml de suspensio. Utilizou-se uma

concentragdo média de 10° parasitas/rato, que foi inoculada intraperitonialmente.

4- TRATAMENTO

Todos os ratos foram previamente pesados, antes de serem administradas as drogas, e a

dose/Kg foi calculada para cada animal.

Utilizou-se dois tipos de drogas - o decanoato de haloperidol (Haldol decanoato,

Produfarma S.A., Buenos Aires) e a ciclofosfamida (Enduxan, Abbott Laboratdrios do Brasil

Lild, DAU Iauly). U UvLGLUuLY  uy  saiwpes s I o ety
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dopaminérgico em dose de 100 mg/Kg, administrada por via intramuscular; enquanto que a
ciclofosfamida (administrada intraperitonialmente) foi utilizada como agente imunossupressor
em uma dose de 200 mg/Kg, segundo ensaio descrito por ALVAREZ et al (1991), com
modificagdes.

Os animais dos 4 grupos foram tratados da seguinte maneira: no grupo 1, dois ratos
receberam ciclofosfamida, enquanto dois, receberam decanoato de haloperidol; no grupo 2,
todos os ratos receberam decanoato de haloperidol; no grupo 3, todos os ratos receberam
ciclofosfamida; e no grupo 4, todos os ratos receberam, ao mesmo tempo, decanoato de
haloperidol e ciclofosfamida.

A ciclofosfamida foi administrada nos dias: 0 (1* dose apos a sangria prévia), 9%, 172,

24° ¢ 31% enquanto que o decanoato de haloperidol foi administrado somente no dia 0.

5- PESAGEM DOS ANIMAIS
Foram feitas varias pesagens dos ratos para se avaliar o peso dos quatro grupos. Os
ratos dos grupos 1 e 2 foram pesados em O, 172, 312 e 42° dia pos tratamento; enquanto que 08

grupos 3 e 4 foram pesados em 0, 9%, 17, 24° e 31° dia poOs- tratamento.

6- TESTE DE CATATONIA

Foi feito o teste de catatonia nos ratos que receberam decanoato de haloperidol, para
avaliar se os animais estavam sob o efeito do mesmo. O teste consistiu em colocar as patas
dianteiras do animal em uma superficie elevada; quando o animal ja estava sob o efeito da
droga, ele permanecia imovel, na posigao deixada, por alguns minutos.

O teste era feito periodicamente para se avaliar a manutencdo do efeito bloqueador
dopaminérgico do haloperidol.

Os ratos dos grupos que ndo receberam o decanoato de haloperidol também foram

submetidos ao teste para efeito de comparag@o.

7- SANGRIA DOS ANIMAIS

Foram feitas sangrias através de pungdo do plexo vascular do dngulo medial da orbita,
com capilares de microhematocrito. O sangue era coletado em tubos tipo Eppendorf de 1.5
ml, deixado & temperatura ambiente por 12 horas, centrifugado a 5000g por 3 minutos a
temperatura ambiente. Ao todo, foram coletadas 178 amostras de sangue em 16 sangrias, feitas

em diferentes intervalos de tempo.
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- 12 sangria (sangria prévia): feita antes do tratamento, no dia 0.

-1

(Y

a 7* sangrias: feitas com intervalos de 2 em 2 dias, do dia 0 ao 14° dia.

-7* a15* sangrias: feitas com intervalos de 3 e 4 dias alternados sucessivamente, do
142 ao 42° dia.

8- ESTOCAGEM DO SORO
Os soros obtidos da centrifugagio foram armazenados em tubos tipo Eppendorf de 1,5

ml, devidamente identificados e estocados a -20° C.

9- TESTE IMUNOENZIMATICO - ELISA INDIRETO
Para detecgo de anticorpos IgG anti-7. gondii, foi utilizado ensaio imunoenzimatico

indireto, como descrito por MINEO (1980), com modificag3es.

9.1- Sensibilizacao das microplacas

" Foram utilizadas microplacas de poliestireno, com fundo em “U” (Hemobag‘ -
Campinas, S. P.), sensibilizadas com taquizoitas de T. gondii, obtidos como descrito
anteriormente, tendo sido acertada a concentragdo de 10° taquizoéitas/50 pl/pogo. Foram
incubadas a 37° C por 18-24 horas, e em seguida estocadas a -20°C em embalagens plasticas

até o momento do uso.

9.2- Bloqueio

As microplacas foram submetidas a trés ciclos de lavagens com PBS e em seguida
bloqueadas com solugio PBS Tween 20 (PBS-T) a 0,05%, adicionado de leite desnatado a 5%

(200 pl/pogo), durante 30 minutos a temperatura ambiente.

9.3- Amostras de soros

Todas as amostras de soros foram descongeladas simultaneamente para a realizagdo do

teste imunoenzimatico.

Um total de 178 amostras de soros de ratos dos diferentes grupos, colhidas desde o dia
0 até o 42° dia pos-tratamento, foram adicionadas, em duplicata, as microplacas (50 ul/pogo),
na diluigdo de 1:32, utilizando-se como diluente PBS - T, acrescido de 10% de soro de soro de

camundongo normal.
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Soros de ratos infectados e ndo infectados foram utilizados como soros controles
reativos € ndo reativos, respectivamente.

As placas foram incubadas por 45 minutos a 37°C, e em seguida, submetidas a trés

ciclos de lavagens de 5 minutos cada, com PBS - T.

9.4- Conjugado imunoenzimatico

Foi adicionada 50 pl/pogo de 1gG de coelho anti - y-globulina de rato, marcada com
peroxidase (WILSON, NAKANE, 1978), na diluigdo de 1:1000, em PBS - T acrescido de leite
desnatado a 1 %, por um periodo de incubagdo de 45 minutos a 37° C. Apos a incubagdo, as

placas foram submetidas a novos ciclos de lavagens com PBS - T.

9.5- Substrato enzimatico

Adicionou-se o substrato enzimatico - (solugdo de peroxido de hidrogénio a 0,03% em
tampdo cromogeno - SO mM de Na;HPO, + 25 mM de acido citrico - pH 5,0, contendo 0,4
mg/ml de ortofenilenodiamina - OPD), incubando-se por 15 minutos a temperatura ambiente.

| A reagiio enzimatica foi interrompida pela adicdo de solugdo de acido sulfirico (H2S04)

2 N e a reatividade foi avaliada pela determinagdo dos valores de absorbancia a 492 nm, em
feitor de microplacas (Titertek Multiskan Plus, Flow, USA). Apos a leitura, as microplacas
foram fotografadas para se observar as diferengas entre soros reativos e ndo reativos.

O “cut-off” da reacdo foi determinado pela média dos valores de absorbéncia obtidos

das amostras de soros de animais nio-infectados.

10- ANALISE ESTATISTICA

As médias dos valores de absorbincia obtidos para as amostras de soros dos diferentes
grupos foram comparadas duas a duas por meio de teste “t” de Student para amostras nao-

pareadas.
A comparagdo geral entre os valores médios de absorbancia dos quatro grupos foi

realizada por meio de analise de variancia com dois fatores sem replicag@o.
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RESULTADOS

1- TESTE DE CATATONIA

Os animais dos grupos 1 e 2 que receberam decanoato de haloperidol apresentaram
postura catatonica tipica (Figura 1), enquanto que os animais dos grupos 3 e 4 que ndo
receberam a referida droga, ndio apresentaram postura catatdnica (Figura 2).

Os animais permaneceram catatdnicos por um periodo de 54 dias apés a injecdo de
decanoato de haloperidol, com excegdo de um dos animais, que estava catatonico, mas morreu

24 dias ap0s o tratamento.

2- TESTE IMUNOENZIMATICO - ELISA INDIRETO

Foi verificada, apés a revelagdo da reagdo, uma nitida diferenga entre os soros reativos
e ndo reativos (Figura 3). Para efeito de corte entre as amostras reativas e ndo-reativas,
estabeleceu-se o limiar de reatividade como a média das absorbancias das amostras ndo-
reativas acrescidas de trés desvios-padrdo (“cut-off” = 0,170).

Comparando-se os resultados da cinética de anticorpos anti-7. gondii determinada pelo
teste imunoenzimatico ELISA realizado em amostras de soros de ratos ndo infectados (Figura
4) ¢ infectados (Figura 5), observa-se uma diferenca significativa (p < 0,01) nos niveis de
anticorpos entre animais ndo infectados tratados com ciclofosfamida ou haloperidol e animais
infectados tratados com haloperidol, sendo que os animais infectados apresentaram niveis de

anticorpos acima do limiar de reatividade observado nas amostras de soros dos animais ndo-

infectados (Figura 8).
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Analisando-se os resultados da cinética de anticorpos anti-1. gondii, determinada pelo
teste ELISA realizado em amostras de soros de animais infectados e tratados com
ciclofosfamida (Figura 6) ou animais infectados e tratados com ciclofosfamida e haloperidol
(Figura 7), verifica-se que embora os dois grupos apresentem altos niveis de anticorpos, ha
uma diferenca significativa (p < 0,01) entre eles, pois o grupo 4, que recebeu ciclofosfamida e
haloperidol, apresenta niveis maiores de anticorpos do que o grupo 3, que recebeu apenas
ciclofosfamida (Figura 8).

Quando sdo comparados os quatro grupos de animais (Figura 8), nota-se que, com
excecio das amostras colhidas nos 8%, 122 e 14* dias, o grupo de animais ndo-infectados
apresenta niveis de anticorpos anti-7. gondii abaixo do “cut-off”, enquanto os grupos de
animais infectados e tratados com haloperidol, ciclofofamida ou haloperidol e ciclofosfamida,
apresentaram sistematicamente, titulos maiores de anticorpos quando comparados entre si.

Tomadas em conjunto, as médias dos valores de absorbancia, ao longo de todo o
periodo de observagdo, para os animais ndo-infectados ( X = 0,169) ou para os infectados e

tratados com haloperidol (X = 0,208) ou ciclofosfamida (X= 0,261) ou haloperidol e

ciclofosfamida (Y = 0,308), foram diferentes estatisticamente (p = 0,0004).

3- PESO

Apés o tratamento, foi observada certa variagdo de peso em todos os grupos de
animais. Na determinagdo do peso médio dos animais ndo-infectados (NI) e infectados (I) com
T. gondii (Figura 11), foi observado que os ratos do grupo 1(NI e tratados com haloperidol)
tiveram uma certa tendéncia de ganho de peso, enquanto os ratos do grupo 2 (I e tratados
com haloperidol) tiveram nos primeiros 17 dias de tratamento perda de peso, tendo recuperado
o peso na segunda parte da observagéo, igualando-se aos animais do grupo 1. Nos ratos do
grupos 3 (I e tratados com Ciclofosfamida) foi observado uma perda significativa de peso (p =
0.020), enquanto que nos ratos do grupo 4 (I e tratados com haloperidol e ciclofosfamida) ndo

houve perda significativa de peso.

4- QUADRO CLINICO DOS ANIMAIS
Os animais do grupo tratado com ciclofosfamida ¢ do grupo tratado com haloperidol e

ciclofosfamida, apresentaram, pos-tratamento, alguns sinais marcantes, tais como: insuficiéncia
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respiratoria e alopécia, enquanto que os animais tratados com haloperidol apresentaram

somente uma pequena perda de pélos.

5- PORCENTAGEM DE SOBREVIVENCIA

Antes do tratamento, todos os ratos apresentaram resisténcia a cepa RH, pois os
animais permaneceram vivos por periodos variando de 4 meses a mais de um ano de infec¢o
sem mostrar qualquer sinal da toxoplasmose-doen¢a.

A porcentagem de sobrevivéncia de ratos ndo-infectados com 7. gondii foi baixa nos
animais tratados com ciclofosfamida, pois morreram 8 dias ap6s o inicio do tratamento,
enquanto que nos animais tratados com haloperidol a porcentagem de sobrevivéncia foi de
100% (Figura 9).

Nos ratos infectados com 7. gondii e tratados com haloperidol, ciclofosfamida e
ciclofosfamida + haloperidol, a determinagdo da porcentagem de sobrevivéncia variou nos 3
grupos (Figura 10); nos animais tratados com haloperidol a porcentagem de sobrevivéncia foi
significativamente superior. Somente um dos animais, que apresentou-se com disturbios
posturais e locomotores apos 24 dias de tratamento, foi perfundido com formaldeido, para
obtengdo do cérebro. Os animais que foram tratados com ciclofosfamida tiveram uma
porcentagem de sobrevivéncia baixa, com um quadro clinico de emagrecimento e consequente
morte natural. Um dos animais deste grupo foi perfundido com formaldeido para obtengio do
cérebro, ao apresentar quadro clinico de insuficiéncia respiratoria. Por outro lado, os animais
que receberam haloperidol e ciclofosfamida, muito embora revelassem o mesmo quadro
clinico, apresentaram uma porcentagem de sobrevivéncia mais baixa. Da mesma forma, neste
grupo um dos animais foi sacrificado e o cérebro foi retirado ao apresentar quadro de intensa

insuficiéncia respiratoria.
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Figura 1 - Postura catatonica tipica de um dos animais tratados com haloperidol.
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Figura 2 - Animal nio tratado com haloperidol, sem postura cat

atonica.
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Figura 3 - Microplacas com soros reativos e ndo reativos, apos a revelagao da

reagdo enzimatica - ELISA indireto.
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DISCUSSAO

Os animais que receberam haloperidol apresentaram catatonia, pois o haloperidol sendo
um neuroléptico, quando administrado em dose elevada, induz 4 imobilidade cataléptica tipica
que permite que o paciente seja colocado em posturas anormais persistentes; a imobilidade
cataléptica dos animais tratados com neurolépticos, lembra a catatonia de alguns pacientes
psicoticos e de varios distirbios metabolicos e neurologicos que afetam o sistema nervoso
central (BALDESSARINI, 1991).

Em relagdo a cinética de anticorpos anti-7. gondii determinada pelo teste
imunoenzimatico ELISA nas diferentes amostras de soros dos quatro grupos de animais,
observou-se que a diferenga nos niveis de anticorpos entre os animais no-infectados do grupo
1 (tratados com haloperidol ou ciclofosfamida) e animais infectados do grupo 2 (tratados com
haloperidol) é devida a presenca de resposta imune especifica ao parasita. Isto vem confirmar a
especificidade do teste utilizado, como demonstrado em estudos anteriores em outras espécies
(MINEO, 1980, MINEO, 1982).

Nos grupos de animais infectados tratados com ciclofosfamida ou ciclofosfamida e
haloperidol, a diferenga significativa dos niveis de anticorpos se deve ao fato de que o
haloperidol potencializa o efeito da ciclofosfamida, sugerindo que a administra¢io conjunta das
duas drogas cause uma maior imunossupressdo do que a administragdo da ciclofosfamida
sozinha, depletando um maior numero de células T. Sabe-se que a imunidade mediada por
células € um importante mecanismo na regulagio da infecgéo pelo 7. gondii, juntamente com a
variedade de citocinas produzidas, que desempenham um papel critico na prote¢do do
hospedeiro contra a infecgio (KASPER, BOOTHROYD, 1993). Em consequéncia, foi
observado no presente trabalho que a deplegdo de células T, causada pela imunossupressdo

nos animais, permitiu a reativagio da doenga, com a ruptura de cistos. Acredita-se que este
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seja o principal fator causal da reativagio da toxoplasmose em pacientes com AIDS
(KASPER, BOOTHROYD, 1993). Foi observado também um aumento nos niveis de
anticorpos anti-7. gondii. Isso tudo poderia sugerir que a utilizagio de um bloqueador
dopaminérgico associado a drogas imunodepressoras potencializaria a agdo destas, interferindo
com a resposta humoral e celular. Em contraposi¢do, o haloperidol administrado sozinho afeta
o sistema humoral, porém, aparentemente nio interfere na resposta celular, como observado
por NATAL e colaboradores (1995), em ratos infectados na fase aguda. |

A tendéncia de ganho de peso observado no grupo de animais nio-infectados (grupol)
e infectados (grupo 2), tratados com haloperidol foi devido ao aumento de apetite,
consequente a administragio do haloperidol (BALDESSARINI, 1991). A perda significativa
de peso observada no grupo 3 (tratado com ciclofosfamida) pode ser considerada como uma
das reagdes adversas do esquema de imunossupressao € a consequente reativag@o da infecgdo.
No grupo 4 (tratado com ciclofosfamida e haloperidol), que perdeu menos peso que O grupo
anterior, pode ter sido devido a administragdo conjunta das duas drogas, onde uma estimula o
apetite e a outra talvez iniba.

A dificuldade respiratoria e alopécia detectadas nos animais, principalmente naqueles
que haviam recebido ciclofosfamida, podem ter sido originadas pelo efeito colateral da referida
droga (CALABRESI, CHABNER, 1991).

A porcentagem de sobrevivéncia nos animais tratados com haloperidol foi maior do
que nos animais tratados com ciclofosfamida e ciclofosfamida + haloperidol, pois a
ciclofosfamida causa imunossupressdo e promove a reativagao da doencga, causando a morte
dos animais. Por outro lado, a porcentagem de sobrevivéncia mais baixa, observada nos
animais que receberam haloperidol e ciclofosfamida, foi devida a uma maior taxa de reativagdo

da doenga, causada pela imunossupressao.
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CONCLUSOES

Os nossos resultados demonstram que:

- A ciclofosfamida, como imunodepressor, leva a uma maior produgdo de anticorpos
do que o haloperidol. A depressdo da resposta imune celular afeta a resisténcia imunologica
contra o parasita, com a consequente reativacdo da doenca € morte dos animais.

- A utilizagio de uma droga bloqueadora das vias dopaminérgicas - haloperidol -
potencializa a agdo de uma droga depressora da imunidade celular, causa uma diminuigio da

resisténcia contra o parasita, aumenta ainda mais os niveis de anticorpos, levando a reativagdo

da doenga e consequente morte.
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