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RESUMO

O Toxoplasma gondii € um protozoario parasita intracelular obrigatério
de prevaléncia mundial e importante causador de doengas em humanos e animais
domeésticos. No Brasil, até 80% da populacédo pode estar infectada, dependendo da
regido. Os pacientes infectados agudamente geralmente apresentam infecgao
assintomatica com posterior desenvolvimento de cistos teciduais, que sdo mais
comumente encontrados nos musculos estriados, retina e cérebro. A infeccéo
latente pode alterar o comportamento dos animais hospedeiros e provocar sintomas
psicoticos em humanos. Estudos sugerem que esta infecgdo pode contribuir para a
ocorréncia de desordens neuroldgicas e psiquiatricas, como por exemplo, a doenca
de Parkinson e esquizofrenia, que sao associadas com anormalidades do sistema
dopaminérgico. Neste estudo, avaliou-se a imunoreatividade contra a enzima tirosina
hidroxilase (TH) e a atividade da NADPH-diaforase na substancia negra do cérebro
de camundongos infectados. Camundongos machos da linhagem Swiss Webster
(Mus musculus) receberam por gavagem 10 cistos contendo bradizoitos da cepa
Me-49 do Toxoplasma gondii. Os cérebros destes camundongos foram removidos
apoés eutanasia por decapitacdo apods os periodos de 30 e 60 dias de inoculacéo. A
analise das seccbes mostrou uma reduzida marcacado histoquimica para NADPH-
diaforase na substancia negra dos animais infectados quando comparados com os
animais controle. Esta reducgédo foi observada também na imunoreatividade contra a
enzima TH na substéncia negra. Estes resultados indicam que a presenga do T.
gondii modifica 0 metabolismo na regido da substancia negra, modulando os niveis
de 6xido nitrico (NO) e dopamina, o que pode ser responsavel pelas alteragdes

comportamentais presentes nos hospedeiros intermediarios infectados.



ABSTRACT

Toxoplasma gondii is a worldwide intracellular protozoan parasite and an
important cause of disease in both humans and domestic animals. In Brazil, up to
80% of the population may be infected, depending on the region. Acute infection is
generally asymptomatic, with posterior development of tissues cysts located mostly in
muscles, retina and the central nervous system. The latent infection can alter
behavior in animals and provoke psychotic symptoms in humans. Studies suggest
that this infection may contribute to the occurrence of both schizophrenia and
Parkinson’s disease, which are associated with abnormalities of the dopaminergic
system. In this study we evaluated immunoreactivity for tyrosine hydroxylase (TH)
and NADPH-diaphorase activities in the substantia nigra of infected male swiss mice.
The animals were inoculated with bradyzoites (10 cysts) from a Toxoplasma gondii
(Me-49 strain). The brains were removed after 30 and 60 days, sectioned and
submitted to protocols to reveal NADPH-diaforase activity and immunohistochemistry
anti-TH. The densitometric analysis showed a lower reactivity to NADPH-diaforase in
the substantia nigra of infected animals when comparated with non-infected controls.
A similar reduction was also observed in immunoreactivity against TH in the
Substantia nigra. These results indicate that T. gondii may change the dopaminergic

system in infected brains.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. Histoérico

O protozoario Toxoplasma gondii (T. gondii) foi descoberto
simultaneamente por dois grupos de pesquisadores em 1908. O primeiro grupo,
liderado por Alfonso Splendore, chefe de laboratério no Hospital Sdo Joaquim em
Sao Paulo, constatou a presenca de um parasita desconhecido em leucécitos de
coelhos. O segundo grupo, liderado por Charles Nicolle, trabalhando no Instituto
Pasteur na Tunisia, observou o0 mesmo microorganismo no bacgo, figado, medula
Ossea e leucdcitos do roedor norte africano Ctenodactylus gondi. Neste estudo, os
autores incluiram o parasito no género Leishmania, chamando-o de Leishmania
gondii. (NICOLLE, C. ; MANCEAUX, L., 1908; SPLENDORE, A., 1908) Contudo,
apos observarem diferengas entre os parasitas do género Leishmania, os autores o

descreveram como uma nova espécie de parasita, o Toxoplasma gondii.

Apesar de parasitologistas considerarem a descrigdo feita por
SPLENDORE superior a realizada por NICOLLE & MANCEAUX, estes ultimos tém a
prioridade da descoberta, segundo as normas do codigo de nomenclatura zooldgica
da época, ja que foram os primeiros a dar um nome genérico e especifico ao novo

parasito.

ApoOs a descoberta do parasito, as primeiras descricbes de associagao
com afecgdes humanas datam de 1923 por JANKU e colaboradores, quando foi
verificado o 6bito de uma crianga com hidrocefalia na antiga Tcheco-Eslovaquia.
Depois, em 1927, no Rio de Janeiro, TORRES e colaboradores observaram a
presenga do microorganismo em cortes histolégicos da musculatura estriada e
cérebro de um recém-nascido falecido apds 29 dias de vida, proporcionando
especulacdes acerca da ocorréncia da transmissao congénita do novo parasita. Dez
anos depois, em 1937, WOLF e colaboradores estabeleceram a transmissao vertical

causada pelo T. gondii em criangas recém-nascidas.
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Ja em 1940, os autores PINKERTON & WEINMAN verificaram o papel
etiolégico do T. gondii no aparecimento de doenga em adultos. Em 1958, LAINSON
e colaboradores constataram o papel dos cistos na transmissdo do parasito na
natureza. O mesmo autor, em 1962, classificou taxonomicamente o T. gondii entre
os coccideos. Na década de 70 e 80, estudos demonstraram o papel de felinos
como hospedeiro definitivo do parasito, bem como as suas diferentes formas de
parasitismo. Posteriormente, muitos estudos avaliaram métodos terapéuticos e
observaram as diferentes formas clinicas manifestadas apos a infeccdo com o
protozoario (WEISS, L. M. ; DUBEY, J. P., 2009). Recentemente, diversos estudos
tém demonstrado a participacao do T. gondii em disfungcées do sistema nervoso,
com énfase no seu papel no desenvolvimento de alteragbes comportamentais em
seus hospedeiros (BERDOY, M.; WEBSTER, J. P. ; MACDONALD, D. W., 1995;
WEBSTER, J. P. et al.,, 2006; KANNAN, G. et al.,, 2010; WEBSTER, J. P. ;
MCCONKEY, G. A., 2010).

1.2. Agente Etiolégico

1.2.1. Classificagao

O parasita esta classificado taxonomicamente no REINO Protista,
SUBREINO Protozoa, FILO Apicomplexa, CLASSE Sporozoea, SUBCLASSE
Coccidia, ORDEM Eucoccidiida, SUBORDEM Eimeriina, FAMILIA Sarcocystidae,
SUBFAMILIA Toxoplasmatinae, GENERO Toxoplasma, e ESPECIE Toxoplasma
gondii. Esta espécie foi assim nomeada, por Nicole & Manceuax, devido a sua

aparéncia em forma de arco, cujo termo é derivado da palavra grega Toxon.(Figura

1)
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Apicomplexa
Sporozoea
|
v
Gregarinia Coccidia
1
A v v
Eucoccidea Protococcidea Agamococcidea
1
v v
Eucoccida Haemosporida
1 1
v v v
Adeleina Eimerina Conoidina Aconoidina
Klossiidae  Sarcocystidae Eimeridae Haemogregarinidae = Haemosporidae Piroplasmidae|
Klossia Toxoplasma Eimeria Hepatozoon Plasmodium Babesia
|Klossiella Neospora Cryptosporidia Hemogregarina Leucocytozoon Theileria
Sarcocystis Isospora* Karyolysus Haemoproteus

Figura 1: Classificagdo taxonémica do Toxoplasma gondii. (BECK, H.-P. et al., 2009)

1.2.2. Estrutura

Toxoplasma gondii € um protozoario parasita intracelular obrigatorio que
apresenta a capacidade de invadir e proliferar dentro de todo tipo celular nucleado
em diferentes animais hospedeiros. Este parasita tem um ciclo de vida complexo —
heteroxeno — no qual ha a participacdo de dois hospedeiros, um definitivo e outro

intermediario, para o seu desenvolvimento.

O ciclo definitivo ocorre no tecido enteroepitelial de felideos, onde
aparecem diferentes estagios morfolégicos, com fases de desenvolvimento sexuada
e assexuada, e liberacao final de oocisto nao-esporulado. No hospedeiro

intermediario, no entanto, sdo encontradas duas formas predominantes do
patdgeno, a taquizoita e a bradizoita, que proliferam por endodiogenia dentro das
células e tecidos de varios vertebrados, como peixes, aves e mamiferos, incluindo
humanos (DUBEY, J. P.; LINDSAY, D. S. ; SPEER, C. A, 1998; ROBERTS, L. S;

SCHMIDT, G. D. ; JANOVY, J., 2009).
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A analise ultraestrutural do parasita mostra que seu envoltério € composto
por uma pelicula composta de membrana plasmatica e um complexo de duas
membranas internas, além de um microporo. Seu nucleo é geralmente central e
apresenta mitocondria unica, complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico
ramificado, além de uma organela peculiar do filo Apicomplexa chamada de
apicoplasto (DUBEY, J. P.; LINDSAY, D. S. ; SPEER, C. A., 1998). Além disso, o T.
gondii — assim como todos os parasitas do filo Apicomplexa — possui um complexo
de estruturas peculiar ao filo e que confere grande capacidade invasiva, chamada de
complexo apical. Esta estrutura possui grande importancia na penetragao ativa do
parasita, e é constituida pelo condide, anéis polares, réptrias, micronemas e
granulos densos (SAFFER, L. D. et al., 1992; DUBREMETZ, J. F., 1998;
DUBREMETZ, J. F. et al., 1998; DUBREMETZ, J. F., 2007).

A penetracao e internalizagdo do parasita na célula hospedeira ocorrem
por um mecanismo complexo e sequencial de liberacdo de proteinas do micronema,
roptria e granulos densos. Para o reconhecimento na célula hospedeira, o parasita
tem a habilidade de expressar em sua superficie algumas adesinas similares as
presentes em mamiferos, que sdo deslocadas para a porcao apical da superficie
parasitaria durante sua aproximagao com a célula hospedeira. Esta aproximacao
facilita a exocitose de proteinas da réptria para a formagéao inicial de uma jungéo
comunicante entre as membranas do parasita e da célula hospedeira
(DUBREMETZ, J. F., 1998; 2007).

Apos este evento é formado o vacuolo parasitéforo, que circunda o
parasita no meio intracelular e possui uma membrana que difere substancialmente
das vesiculas endossomais, pois carregam as proteinas secretadas pela roptria e
granulos densos. Este mecanismo facilita a evasdo do parasita de uma fuséo
fagolisossbmica na via endo/exocitica celular, além de ser apontado como um
recrutador de mitocdndria e reticulo endoplasmatico da célula hospedeira (SINAI, A.
P. ; JOINER, K. A., 1997; SINAI, A. P.; WEBSTER, P. ; JOINER, K. A., 1997;
MORDUE, D. G. et al., 1999a; MORDUE, D. G. et al., 1999b).

Todas estas modificagcdes estabelecem um microambiente favoravel para
a persisténcia e proliferagdo do parasita dentro da célula hospedeira. Contudo, a

multiplicagdo do parasita depende da forma infectante, haja vista que os trés
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estagios morfolégicos importantes para infeccdo (esporozoita, taquizoita e

bradizoita) — apesar de serem ultraestruturalmente muito similares (Figura 2) —

diferem na disposicdo de organelas e na expressado de proteinas na membrana do

vacuolo parasitéforo (DUBEY, J. P.; LINDSAY, D. S. ; SPEER, C. A., 1998).
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Golgi complex
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Rough endoplasmic reticulum
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) Centrioles
Apicoplast Dense granule

Apical rings 1, 2
Polar ring 1
Conoid
Microneme
Rhoptry
Plasmalemma

Nucleus
Mitochondrion
Apicoplast
Rough endoplasmic reticulum
Golgi complex
Centrioles
Lipid body
Nucleus
Amylopectin
Dense granule
Posterior pore

Figura 2: Desenho esquematico da ultraestrutura dos trés principais estagios infectantes do T. gondii.
Esporozoita (esquerda), Taquizoita (centro) e bradizoita (direita). (DUBEY, J. P.; LINDSAY, D.
S.; SPEER, C. A., 1998)

1.2.2.1. Oocisto

O oocisto (ndo-esporulado) € um estagio resistente do T. gondii, cuja
proliferacdo ocorre exclusivamente no tecido enteroepitelial de membros da familia
Felidae durante o periodo de 3-10 dias apds ingestao de cistos teciduais e em meédia
19 dias apds ingestdo de taquizoitos ou oocistos. Durante o ciclo enteroepitelial, o
parasita inicia o desenvolvimento através de fases de proliferacdo assexuada e
sexuada.

A fase assexuada ocorre quando o hospedeiro ingere uma das trés
formas infectantes do parasita, as quais se proliferam por esquizogonia, gerando

estagios morfoldgicos sucessivos (esquizonte, merozoitos e
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micro/macrogametocitos). A formacéo e fertilizagcdo dos gametdcitos iniciam a fase
sexuada do ciclo enteroepitelial do parasita, originando o oocisto ndo esporulado,
com uma forma esférica com 10-12um de diametro, liberado nas fezes dos felideos.
O oocisto sofre maturacdo apdés 5 dias depois de liberado no meio ambiente,

dependo das condi¢des do solo e do clima

Figura 3: Oocisto do Toxoplasma gondii (A) Oocisto n&o-esporulado. Note a massa central
(esporonte) ocupando todo o oocisto, (B) Oocisto esporulado com dois esporocistos, quatro
esporozoitos (setas) estdo visiveis em um dos esporocistos, (C) Micrografia eletrénica de oocisto

esporulado. Note a parede do oocisto (seta larga), dois esporocistos (ponta de seta), e esporozoitos,

um dos quais aparece em corte longitudinal (setas pequenas). (DUBEY, J. P.; LINDSAY, D. S. ;
SPEER, C. A., 1998)

Apos este processo, o oocisto torna-se esporulado, contendo em seu
interior quatro a oito esporozoitos infectantes. Estes esporozoitos sao entéo
liberados nos intestinos do gato ou de outros hospedeiros, onde se dividem
rapidamente gerando taquizoitos que invadem todos os tecidos e 6rgaos do
hospedeiro. Esta invasdo geralmente acarreta a formagao de cistos teciduais que
permanecem no hospedeiro durante toda a vida. (DUBEY, J. P., 1996a; b;
BOOTHROYD, J. C. ; GRIGG, M. E., 2002; HILL, D. ; DUBEY, J. P., 2002)
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1.2.2.2. Taquizoita

Taquizoita é um estagio que se multiplica rapidamente dentro das células
do hospedeiro. Possui este nome devido a etimologia da palavra grega “tachys”, que
significa rapido. Morfologicamente, apresenta uma estrutura em forma de arco (3 X
7 pm), um nucleo central, um poélo conoidal e outro arredondado (DUBEY, J. P;
LINDSAY, D. S. ; SPEER, C. A., 1998; BOOTHROYD, J. C. ; GRIGG, M. E., 2002;
HILL, D. ; DUBEY, J. P., 2002). E encontrada principalmente na fase aguda da
infecgdo dentro das células dos hospedeiros intermediarios, sendo responsavel pela

sintomatologia (Figura 4).

Figura 4: Fotomicrografia do taquizoita (A) em cultura de fibroblastos (setas), (B) formando rosetas
intracelulares (setas),(C) dividindo-se (seta larga) e avulsos (setas) em fluido pleural de felinos
infectados corados com Giemsa, (D) em células nervosas (setas largas) macerado de cérebro de
camundongo, (E) Fotomicrografia por transmissdo eletronica de taquizoitas (cepa VEG) do
Toxoplasma gondii de células de exudato peritoneal de camundongos. Am, amilopectina; Co, condide; Dg,

granulo eletro-denso; Go, Complexo de Golgi; Mn, micronema; No, nucléolos, Nu, nucleo; Pv, Vacuolo parasitéforo; Rh, réptria

(DUBEY, J. P.; LINDSAY, D. S. ; SPEER, C. A., 1998)
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Essa forma infectante pode penetrar em qualquer tipo celular nucleado do
hospedeiro, multiplicando-se dentro de 4 a 6 horas no vacuolo parasitéforo no
citoplasma da célula, podendo romper a célula do hospedeiro e infectar as células
adjacentes (DUBEY, J. P.; LINDSAY, D. S. ; SPEER, C. A, 1998; DUBREMETZ, J.
F., 1998; BOOTHROYD, J. C. ; GRIGG, M. E., 2002; HILL, D. ; DUBEY, J. P., 2002;
HILL, D. E.; CHIRUKANDOTH, S. ; DUBEY, J. P., 2005).

1.2.2.3. Bradizoita

Bradizoita € a forma do T. gondii que se multiplica lentamente por
endodiogenia no interior de cistos teciduais durante a fase crénica da infeccéo
(DUBEY, J. P.; LINDSAY, D. S. ; SPEER, C. A., 1998). Este nome deriva da palavra
grega “brady” que significa lento, devido as caracteristicas do seu metabolismo. Os
cistos teciduais formados por bradizoitas com tamanho que varia de 5-70 ym
ocorrem em qualquer 6rgdo. Contudo sdo mais comumente encontrados na
musculatura estriada, na retina e no cérebro (DUBEY, J. P.; LINDSAY, D. S. ;
SPEER, C. A., 1998; BOOTHROYD, J. C. ; GRIGG, M. E., 2002; HILL, D. ; DUBEY,
J. P., 2002; MONTOYA, J. G. ; LIESENFELD, O., 2004; HILL, D. E,;
CHIRUKANDOTH, S. ; DUBEY, J. P., 2005).

Bradizoitas sao morfologicamente semelhantes aos taquizoitas, sendo
apenas um pouco mais alongados. Contudo, diferencas estruturais discretas,
diferencas metabdlicas, susceptibilidade a enzimas proteoliticas e diferencas
antigénicas permitem a diferenciacéo dessas formas (DUBEY, J. P.; LINDSAY, D. S.
; SPEER, C. A., 1998) (Figura 5).

Os cistos teciduais contendo bradizoitas ndo causam prejuizo a célula
hospedeira e podem permanecer durante anos sem provocar resposta inflamataria.
Esta forma infecciosa € o principal meio de transmissao desta zoonose, através do
carnivorismo e ingestdo de carne crua ou mal cozida (BOOTHROYD, J. C. ; GRIGG,
M. E., 2002; HILL, D. ; DUBEY, J. P., 2002) .
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Figura 5: Cistos teciduais em cérebros de camundongos infectados pelo T. gondii (A) Cistos teciduais
com trés bradizoitas, cada um com um nucleo terminal (seta) e fina parede do cisto (ponta de seta).
Esfregaco com impregnacéo pela prata e Giemsa (B) Trés cistos teciduais com parede dos cistos
bem definidas (ponta de seta). Note um cisto tecidual com dois bradizoitas, cada um com nucleo
termional (seta). Esfregago com impregnacgéo pela prata e Giemsa. (C) Secgdo com cisto tecidual
intracelular. Note a fina parede do cisto tecidual (seta) e o nucleo da célula hospedeira (ponta de
seta) Marcagcdo com hemtoxilina e eosina. (D) Cistos teciduais com numerosos bradizoitas PAS-
positivos (ponta de seta) cercados por uma parede de cisto PAS-negativa. Marcagdo com PASH. (E)

Cisto tecidual livre no cérebro de camundongos. Note a parede do cisto (seta) envolvendo centenas
de bradizoitas. Esfregago néo corado. (DUBEY, J. P.; LINDSAY, D. S. ; SPEER, C. A,

1998).

Os cistos teciduais podem ser destruidos apds congelamento a -20°C,
quando expostos a temperaturas maiores que 65°C durante 4 minutos ou por
irradiagao y (DUBEY, J. P. et al., 1990).
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1.3. Biologia e Ciclo Evolutivo

A presenga de diferentes estagios infecciosos e a capacidade de
sobreviver em ambientes diversos permite ao Toxoplasma gondii dar continuidade a
sua transmissao. Apos a infeccdo com alimento ou agua contaminada, no intestino
do hospedeiro definitivo - os felideos - ocorre o a fase sexuada do ciclo
enteroepitelial do parasito. Os esporozoitos ou bradizoitas liberados dos cistos ou
oocistos no intestino destes animais penetram nas células epiteliais do lumen
intestinal, onde proliferam e amadurecem. Apds passarem por processos como a
esquizogonia e gametogonia serdo liberados oocistos ndo-esporulados no meio
ambiente durante uma a trés semanas apés a infeccdo no hospedeiro (DUBEY, J. P.
et al., 1988)

A progressao do ciclo de vida do T. gondii ocorre quando os hospedeiros
intermediarios, dentre eles o homem, se infectam através da ingestdo de carnes
cruas ou malpassadas contaminadas com cistos teciduais e, através da ingestdo de
agua ou alimentos contaminados com oocistos liberados das fezes dos felideos
infectados (FERGUSON, D. J., 2002; MONTOYA, J. G. ; LIESENFELD, O., 2004) .
(Figura 6)
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Figura 6: Ciclo de vida enteroepitelial do T. gondii em felideos. (adaptado de Roberts & Janovy
Jr, 2000).
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A toxoplasmose utiliza duas principais rotas infecciosas no homem: a via
oral e a via transplacentaria. A primeira ocorre apos a ingestao de oocistos ou cistos
teciduais e a segunda pela transmisséo placentaria da forma taquizoita da mée para
o feto (Figura 7). Outros mecanismos de infecgao pelo T. gondii ndo sao frequentes,
mas ainda assim possuem grande importancia, como a transmissao em transfusdes
de sangue e derivados, em transplantes de 6rgdos (BARSOUM, R. S., 2006;
VALAR, C. et al., 2007; DEROUIN, F. ; PELLOUX, H., 2008), ou a infecgao acidental
de profissionais da area da saude (NEU, H. C., 1967).

A transmissao oral caracteriza a forma adquirida da doenca, sendo a
principal rota infecciosa. Neste caso, a participagcao dos felideos tem bastante
importancia, pois a relagdo do homem com estes animais € relacionada com a
continuagao da propagacao da infecgdo na natureza e na propria espécie humana
(DUBEY, J. P. et al., 1988). A ingestdo de cistos teciduais presentes em carnes
cruas ou mal-passadas sdo mencionados como a forma mais comum de
transmissao da infecgado nos adultos (BONAMETTI, A. M. et al., 1997). As criangas
estdo mais susceptiveis a infeccdo com os oocistos liberados nas fezes do gato,

através de contaminagao das maos ou de alimentos (FRENKEL, J. K., 1996)

A transmissdo transplacentaria ocorre através da disseminacao
transplacentaria da forma taquizoita da mae para filho, caso a mé&e tenha se
infectado pela primeira vez durante a gestacdo ou em algumas semanas antes da
concepgao do filho (ASPOCK, H. et al, 1994; FRIESE, K.; WEIGEL, M. ;
MELCHERT, F., 1994; SWISHER, C. N.; BOYER, K. ; MCLEOD, R., 1994; VOGEL,
N. et al., 1996; HILL, D. ; DUBEY, J. P., 2002). Geralmente a infeccdo da gestante é
assintomatica, sendo diagnosticada somente através da pesquisa de anticorpos em
procedimentos laboratoriais. A gravidade da infeccdo para o feto dependera do
tamanho do indculo, da viruléncia do parasito e do periodo em que ocorreu a
infeccao, sendo o primeiro e o segundo trimestre, os periodos onde podem ocorrer
sérias consequéncias para o feto, causando uma forma clinica congénita, com
malformagdes, morte do feto e aborto subsequente (MONTOYA, J. G. ;
LIESENFELD, O., 2004)
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Figura 7: Ciclo de vida do parasita Toxoplasma gondii (FERGUSON, D. J., 2002).

Muitos recém-nascidos apresentam infeccdo congénita subclinica, e
assintomatica. Contudo, mesmo criangas imunocompetentes podem desenvolver
tardiamente sintomas relacionados a doenga, como retinocoroidite ou um leve
retardo mental. Quando infectadas desde o nascimento, elas mantém-se
soropositivas para o T. gondii, com cistos distribuidos em diversas regides do corpo,
tais como, o cérebro, a retina e musculos estriados, durante toda a vida
(STEINBROOK, R. ; DRAZEN, J. M., 2001)
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2. MANIPULAGAO COMPORTAMENTAL NO HOSPEDEIRO

Inumeros estudos tém sugerido que o protozoario T.gondii pode
influenciar o comportamento de seus hospedeiros. Foram observados déficits no
desempenho e coordenagdo motora e na capacidade de aprendizado e de memdria
em camundongos infectados (WITTING, P. A., 1979; HUTCHISON, W. M.; AITKEN,
P. P. ; WELLS, B. W., 1980) Também foi descrita a pouca habilidade do animal
infectado na discriminacdo entre animais da mesma colbnia, além da reduzida
incidéncia de fuga de predadores (BERDOY, M.; WEBSTER, J. P. ; MACDONALD,
D. W., 1995; 2000; VYAS, A. et al., 2007; VYAS, A.; KIM, S. K. ; SAPOLSKY, R. M.,
2007).

Em estudos com humanos, pacientes com toxoplasmose crénica
apresentaram o desempenho psicomotor alterado quando comparado a pacientes
nao infectados (HAVLICEK, J. et al., 2001). Além disso, foi relatado também que
pacientes com toxoplasmose crbénica apresentam mudangas especificas de
personalidade (FLEGR, J. et al., 1996; FLEGR, J.; KODYM, P. ; TOLAROVA, V.,
2000; FLEGR, J., 2007; 2010)

Os mecanismos fisiopatolégicos pelos quais o T. gondii promove as
alteracbes comportamentais em seus hospedeiros ainda necessitam ser elucidados,
contudo varios autores sugerem duas hipoteses principais. A primeira hipotese
sustenta que as mudangas comportamentais ocorrem apenas pela presenga dos
produtos liberados durante o processo inflamatério e da encefalite decorrentes da
infeccdo (HAY, J. et al., 1983; HRDA, S. et al., 2000). Entretanto, é de se notar que
existem outras infecgbes que atingem o SNC causando encefalite, mas ndo causam

alteragdes comportamentais semelhantes (WEBSTER, J. P., 1994).

A segunda hipétese propde que o desenvolvimento dos cistos teciduais
no cérebro pode afetar os niveis de certos neurotransmissores e seus metabdlitos.
Em camundongos foi observada a presenca ou a reativacdo de cistos teciduais
distribuidos ao longo de todo tecido nervoso, com localizagdo no cortex frontal e

parietal, além de infiltragdo do parasita na amigdala, hipotalamo, putamen caudado
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e hipocampo (BARRAGAN, A. ; SIBLEY, L. D., 2002; SHANKAR, S. K. et al., 2005;
DELLACASA-LINDBERG, I.; HITZIGER, N. ; BARRAGAN, A, 2007; VYAS, A. et al.,
2007; VYAS, A.; KIM, S. K. ; SAPOLSKY, R. M., 2007). Em humanos, estudos com a
utilizacdo de imageamento por ressonancia magnética demonstraram a presenca do
parasito no lobo frontal e parietal, bem como no ganglio basal (POST, M. J. et al.,
1983; PORTER, S. B. ; SANDE, M. A,, 1992; NAQI, R.; AZEEMUDDIN, M. ; AHSAN,
H., 2010; SUZUKI, K. et al., 2010)

A infeccao pelo T. gondii no SNC tem sido sugerida como causadora de
disturbios na liberagdo de neurotransmissores, tanto experimentalmente em animais
quanto em acompanhamento de casos clinicos humanos. BERDOY e
colaboradores (2000) sugeriram que a diminuigdo da aversdo do rato ao seu
predador natural € similar a diminuigdo da fuga logo apdés a administracdo de
antagonistas de serotonina e de receptores N-methyl-D-aspartato (NMDA). Uma
contribuigdo importante para essa segunda hipdtese foi dada por STIBBS (1985),
quando o mesmo descreveu 0 aumento das concentragdes de dopamina em
homogenados de cérebro de camundongos infectados com o T. gondii. (STIBBS, H.
H., 1985; BERDOY, M.; WEBSTER, J. P. ; MACDONALD, D. W., 2000)

Resultados de algumas pesquisas confirmam a relagéo entre a infecgao
latente pelo T. gondii e alteragbes comportamentais em humanos, sugerindo a
participacdo de componentes dopaminérgicos (FLEGR, J. et al., 2003). Apesar da
relacdo com a dopamina ainda nao ter sido definitivamente comprovada, muitos
estudos, tanto em humanos quanto em animais experimentais, demonstram
claramente a associagao da infecgdo com o sistema dopaminérgico (KABBAJ, M. ;
AKIL, H., 2001; SKALLOVA, A. et al., 2006)

3. SUBSTANCIA NEGRA E DOPAMINA

A dopamina € uma amina biogénica integrante do grupo das
catecolaminas que se caracterizam por apresentar na sua estrutura um grupo

catecol e uma amina em um grupo lateral. Existem outras duas catecolaminas que
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atuam como neurotransmissores: a noradrenalina e adrenalina (GRAYBIEL, A. M.,
1990; PARENT, A., 1990).

Os axbnios de neurbnios dopaminérgicos formam trés grandes vias
ascendentes: a via nigro-estriatal, a via mesolimbica/mesocortical e a
tuberohipofiseal. Os corpos celulares dos neurdnios dessas vias estédo localizados
no mesencéfalo, principalmente na substancia negra pars compacta (SNc, A9) e na
area tegmental ventral (ATV, A10) (DAHLSTROEM, A. ; FUXE, K., 1964,
NEDERGAARD, O. A., 1988; GRAYBIEL, A. M., 1990; PARENT, A., 1990). Além
disso, existem alguns interneurénios dopaminérgicos no cortex olfativo, medula e
retina (FELDMAN, R. S.; MEYER, J. S. ; QUENZER, L. F., 1997; MOORE, R. Y.,
2003). (Figura 8)

A via nigroestriatal dopaminérgica tem origem na SNc e termina na parte
dorsal do corpo estriado (putamen-caudado ou CPu), também conhecido como
striatum dorsal (DAHLSTROEM, A. ; FUXE, K., 1964; FELDMAN, R. S.; MEYER, J.
S. ; QUENZER, L. F., 1997). Uma pequena parte da via nigroestriatal consiste em
axobnios de corpos celulares na area A8 (neurbnios dopaminérgicos caudal de A9 e
dorsal a A10) projetando-se para o putamen ventral (FELDMAN, R. S.; MEYER, J. S.
; QUENZER, L. F., 1997). Axbnios da via nigroestriatal seguem junto a fibras
contendo noradrenalina e 5-hidroxitriptamina (5-HT, serotonina) através do feixe
medial prosencefalico (FMP) e capsula interna para o striatum (MOORE, R. Y.,
2003).

A via mesolimbica/mesocortical dopaminérgica tem corpos celulares
localizados na area tegmentar ventral (ATV) e seus axdénios cursam medialmente
aos axbnios da via nigroestriatal pelo FMP, oriundos de estruturas limbicas e
corticais (DAHLSTROEM, A. ; FUXE, K., 1964; DI CHIARA, G., 2002; MOORE, R.
Y., 2003) Um ramo desses neurbnios, o ramo mesolimbico, inerva o nucleo
accumbens (NAc), a amigdala, o hipocampo, o septo e o tubérculo olfatério
enquanto o outro, a via mesocortical, inerva o cértex limbico, além do cortex pré-
frontal medial, cértex cingulado e entorrinal (NIEOULLON, A., 2002)

Ambas as vias dopaminérgicas, via nigroestriatal e mesolimbica, estao

envolvidas no controle de movimentos. A liberagdo de dopamina no CPu, por
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exemplo, tem um papel fundamental na fungdo dos ganglios basais e é crucial para
o controle de movimentos voluntarios. Se a transmissdao dopaminérgica é
interrompida, como ocorre na doenga de Parkinson e na de Huntington, a geragao
de movimentos € prejudicada. A via mesolimbica também estd envolvida na
atividade locomotora, mas o papel do nucleo accumbens (NAc) € melhor
estabelecido em processos de recompensa e de reforgco (SCHULTZ, W.; DAYAN, P.
; MONTAGUE, P. R., 1997) .

Recentemente, o CPu tem sido relacionado a processos de iniciagao e
regulacdo de uma variedade de comportamentos, como por exemplo, formacéo de
habitos através do uso da informacdo armazenada acerca dos padrdes fixos de

acgao, ou seja, de comportamentos estereotipados(GERDEMAN, G. L. et al., 2003) .

Internal capsule

Olfactory ~ Globus MFB
tubercle pal lidus

Figura 8: Representagao da via nigral dopaminérgica. (FELDMAN, R. S.; MEYER, J. S. ;
QUENZER, L. F., 1997)

Além disso, outros estudos suportam a idéia da participacdo do CPu em
mecanismos de plasticidade sinaptica de longo prazo, o que pode ocorrer em
combinagao com processos similares no NAc). Além disso, alteragdes funcionais
nas conexdes do NAc provocam plasticidade sinaptica no CPu por influenciar o fluxo
de informacdo através da via subcortical (FELDMAN, R. S.; MEYER, J. S. ;
QUENZER, L. F., 1997; GERDEMAN, G. L. et al., 2003) .
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A DA é o neurotransmissor majoritario da via nigro-estriatal e possui um
papel modulador no controle dos movimentos complexos. As fungbes exercidas pela
dopamina no nucleo estriado sdo de grande importancia clinica e varias doengas
neurolégicas, como Parkinson, ocorrem devido a disfuncbes na neurotransmisséo

dopaminérgica.

A substéncia negra subdivide-se em parte reticulada (SNr) e parte
compacta (SNc). A SNr recebe as proje¢cdes do globo palido (GPi) e esta
funcionalmente relacionada a este. A SNc é um nudcleo distinto localizado
dorsalmente a SNr. Suas células sdo dopaminérgicas e possuem um pigmento
escuro denominado neuromelanina que, com a idade, acumula-se nos corpos
celulares dos neurdnios dopaminérgicos ocasionando uma coloragédo escura, dai o
nome dado a essa estrutura (KANDEL, E. R.; SCHWARTZ, J. H. ; JESSELL, T. M,,
2000). A DA liberada dos terminais nervosos dos neurdnios localizados na SNc
modula a atividade das células estriatais (GRAYBIEL, A. M., 1998).

As relagdes existentes entre a substancia negra e regides do cortex
cerebral estdo evidenciadas principalmente por estudos em que lesdes realizadas
subcorticalmente causam consequéncias comportamentais relacionadas a regides
corticais, como o cortex pré-frontal. Neste contexto realga-se o elevado grau de
convergéncia entre estruturas da via cortico-estriatais e cortico-nigrais, o que
representa uma integragao entre as atividades de diferentes areas corticais em nivel
subcortical (KANDEL, E. R.; SCHWARTZ, J. H. ; JESSELL, T. M., 2000; DI CHIARA,
G., 2002; NIEOULLON, A., 2002).

Alteragbes farmacologicas sobre os receptores de neurotransmissores
nas vias de entrada presentes na ATV e na SN causam altera¢gdes na liberagao de
dopamina em areas que recebem aferéncias destas, como o NAc e o GPu (COBB,
W. S. ; ABERCROMBIE, E. D., 2002; ERHARDT, S. et al., 2002). O CPu é
preferencialmente inervado por varias regides associativas e areas sensoério-motoras
corticais, enquanto o NAc recebe projecbes de estruturas limbicas, cértex pré-
frontal, amigdala e hipocampo (PARENT, A., 1990). Logo, estdo presentes nestas
estruturas diferentes interacdes entre regides do sistema nervoso, assim como
diferengas nos neurotransmissores encontrados que interagem com a via
dopaminérgica no striatum dorsal e ventral (GRAYBIEL, A. M., 1990).
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3.1. TIROSINA HIDROXILASE

A dopamina e as outras catecolaminas em geral sdo sintetizadas a partir
do aminoacido tirosina, que € captado diretamente da circulagdo sanguinea. A
tirosina € um aminoacido semi-essencial que pode ser obtido pela alimentagdo ou
ser sintetizado a partir do aminoacido fenilalanina no figado. Ela chega ao cérebro
apoOs atravessar a barreira hematoencefalica através de um sistema de transporte

especifico para aminoacidos neutros (GRAYBIEL, A. M., 1990).

Para a sintese de dopamina, a tirosina sofre dois processos bioquimicos
de transformagao. Primeiro, ela sofre hidroxilagdo por acdo da enzima tirosina
hidroxilase para ser transformada em L-DOPA. Este € o passo limitante da sintese
de catecolaminas, sendo seus co-fatores o oxigénio molecular e a
tetrahidrobiopteridina (BH4). A tirosina hidroxilase € uma enzima formada por um
tetr@mero de 4 subunidades idénticas e é estereoespecifica (somente age sobre a L-
tirosina e citosolica (FELDMAN, R. S.; MEYER, J. S. ; QUENZER, L. F., 1997).

A tirosina hidroxilase exerce seu efeito regulador de forma muito rapida, o
que permite uma adaptacdo rapida as mudancas extracelulares ou a atividade
neuronal que, por sua vez, necessita ajustar-se a biossintese das catecolaminas
(CHO, J. Y. etal, 1996; FELDMAN, R. S.; MEYER, J. S. ; QUENZER, L. F., 1997)

Durante a hidroxilagdo da tirosina em L-DOPA, a tirosina hidroxilase em
sua forma reduzida (ativa) oxida-se dando origem a uma forma inativa. A reativagéo
da enzima ocorre por meio da coenzima BH4 através da doagao de dois hidrogénios
(NEDERGAARD, O. A., 1988; FELDMAN, R. S.; MEYER, J. S. ; QUENZER, L. F.,
1997)

A segunda etapa refere-se ao processo em que a L-DOPA ¢é
descarboxilada pela acdo da enzima dopa-descarboxilase para a produgdo de
dopamina. Diferente da tirosina hidroxilase, a DOPA descarboxilase ndo é especifica

para o substrato, podendo ser encontrada em outros tipos celulares além dos
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neurénios dopaminérgicos (NEDERGAARD, O. A., 1988; FELDMAN, R. S.; MEYER,
J. S.; QUENZER, L. F., 1997)

A sintese de dopamina € localmente regulada por varios mecanismos,
dentre eles: retroalimentagdo por acumulo de dopamina, mudancas alostéricas na
atividade enzimatica, disponibilidade do precursor tirosina ou por agao de

autoreceptores.

Uma vez sintetizada, a dopamina é armazenada em vesiculas sinapticas
até ser liberada por um mecanismo exocitético dependente de calcio, quando um
potencial de acdo alcanga o terminal sinaptico. A dopamina pode entao difundir-se e
interagir com receptores tanto pré quanto pdés-sinapticos. Esta interagdo estimula
uma cascata de efeitos via acdo de segundos mensageiros, 0 que resulta em

diversas mudangas incluindo a ativacdo de canais idnicos e indugao de fatores de

transcrigdo (STONE, T. W., 1996).
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Figura 9: Esquema de sintese das catecolaminas.
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A liberacdo de dopamina pode ser regulada pela atividade glutamatérgica
dentro do estriado. Assim, o glutamato pode aumentar a liberagdo de dopamina
estriatal através de uma influéncia local (GIORGUIEFF, M. F.; KEMEL, M. L. ;
GLOWINSKI, J., 1977). Em condigdes normais, tanto a sintese quanto a liberagao
de dopamina estdo inibidas pela propria dopamina através de uma alga de
retroalimentagdo. Neste caso, a dopamina agiria sobre o transportador de dopamina
(aumentando sua captagdo) e também mantendo uma inibicdo ténica sobre os
terminais glutamatérgicos (através de uma agao sobre os receptores pds-sinapticos)
(STONE, T. W., 1996).

3.2. OXIDO NIiTRICO E NADPH-DIAFORASE

O 6xido nitrico (ON) € um pequeno gas instavel e bastante lipossoluvel
com difusao facilitada no sistema nervoso central, através de neurdnios pré e pds-
sinaptico. O ON é produzido pela enzima oxido nitrico sintase (ONS) através da
conversdo do aminoacido L-arginina em L-citrulina. O ON participa de diversas e
importantes agdes fisioldgicas e patofisiolégicas nos mamiferos, entre as quais esta
a regulagdo do fluxo sanguineo cerebral, metabolismo, neurotransmisséo,
neurogénese, plasticidade sinaptica e apoptose. Dependendo do seu estado
oxidativo e de sua concentragdo, o o6xido nitrico poderd atuar como agente
neuroprotetor ou neurotdéxico (DAWSON, T. M. et al., 1991; DAWSON, V. L. et al.,
1993; RAUHALA, P.; ANDOH, T. ; CHIUEH, C. C., 2005)

Classicamente, as enzimas ONS s&o identificadas como: neuronal
(nONS), endotelial (eONS) e induzivel (iONS). As isoformas neuronal e endotelial
sao dependentes de calcio/calmodulina, presentes em neurbnios e células
endoteliais, respectivamente. A forma induzivel €& independente de
célcio/calmodulina, com expressdao em macrofagos e outras células a partir da
estimulagéo por citocinas (SZABO, C., 1996).
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Figura 10: Esquema de sintese do éxido nitrico.

Todas as isoformas da enzima sao expressas no SNC, onde sao
especificamente localizadas. Além disso, todas utilizam como co-substratos a
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) e oxigénio molecular, além de
todas apresentarem algum grupo prostético. A presenga desses substratos facilitou
o desenvolvimento de métodos bioquimicos e histoquimicos que demonstram a
presenca da enzima devido a estrita co-localizacdo entre a enzima co-substrato e a

enzima de sintese do 6xido nitrico.

A NADPH-d (diaforase para nicotinamida dinucleotideo fosfato) encontra-
se bastante distribuida no SNC de mamiferos. Além disso, € uma enzima importante
para a sintese de ON (DAWSON, T. M. et al., 1991). Desta forma, a histoquimica
para a revelacdo da NADPH-d constitui-se em método eficaz tanto para localizagao

de neurdnios que sintetizam ON no SNC quanto para a investigagao da distribuicéo
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da enzima de sintese deste gas pelo tecido neural (DAWSON, T. M. et al., 1991;
FREIRE, M. A. et al., 2007).

A expressdao de ONS no tecido nervoso pode ser alterada por diversos
fatores, sendo que muitos apresentam alteragdes na regulagdo de expressao das
diferentes isoformas de ONS. E importante ressaltar que alteracdes na expressao e
nos niveis da enzima ONS podem ocasionar a modulagao na liberagcdo, expressao
ou recaptacdo de varios neurotransmissores, como o glutamato, a dopamina e o
GABA.

Estudos demonstraram uma modulagcdo da liberacdo de GABA causada
por um aumento na liberagdo de ON em terminais pré-sinapticos do talamo (YANG,
S.; COX, C. L., 2007). Tal resultado corroborou outros estudos que verificaram o
mesmo efeito em outras regides do SNC (KRAUS, M. M. ; PRAST, H., 2002; LI, D.
P.; CHEN, S. R. ; PAN, H. L., 2002). Um dado interessante e relevante nesta
relagao, entre o GABA e ON, é que além deste ultimo influenciar na liberagao de
neurotransmissores como o GABA, a sua fonte esta presente em neurbnios
GABAérgicos. Mostrando que o ON e o GABA estdo co-localizados em diversas
regides cerebrais e que esta associagédo pode ter uma importante influéncia sobre as
funcdes desempenhadas por determinada regido (MCCAULEY, A. K.; CARDEN, W.
B. ; GODWIN, D. W., 2003).

No tecido cerebral infectado pelo T. gondii, o ON e seus metabdlitos
téxicos sao liberados pela microglia mediante ativagdo com o INF-y e TNF-a para o
controle da infecgdo aguda e manutengao do estado benigno e crbnico da infecgao.
Estes mesmos mediadores podem apresentar atividade neurotdxica, causando dano
ao tecido (SUZUKI, Y. et al., 2000; WILSON, E. H. ; HUNTER, C. A., 2004).
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4, OBJETIVO

Avaliar os efeitos do T. gondii sobre a via nigral dopaminérgica no sistema nervoso

de camundongos cronicamente infectados pelo Toxoplasma gondii.

4.1. ESPECIFICOS

4.1.1. Verificar a localizacdo do parasita T. gondii na substancia negra no cérebro
dos camundongos em periodos de infecgao cronica.

4.1.2. Avaliar o padréo de reatividade da NADPH-diaforase na substancia negra no
cérebro dos camundongos em periodos de infecgao cronica.

4.1.3. Verificar a distribuicdo da enzima tirosina hidroxilase na substancia negra no

cérebro dos camundongos em periodos de infecgao cronica.
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5. METODOLOGIA

5.1. Sujeito Experimental

Foram utilizados 20 camundongos machos (espécie Mus musculus)
albinos da linhagem Swiss (idade: 4-8 semanas; peso: 35-40g), oriundos do Biotério
do Centro de Biociéncias da Universidade Federal do Rio Grande do Norte. Os
animais foram mantidos em ciclo claro-escuro de 12:12 controlado por um
temporizador, com inicio da fase clara as 6:00h, com agua e ragao ad libitum. Os
animais foram divididos randomicamente em dois grupos por uma janela temporal de

dois periodos (C1=30dias; e C2=60 dias) como representado na tabela abaixo:

C1
30 dias

C2
60 dias

Periodos

Controle 5 5 10
10 cistos Me-49 5 5 10

Tabela 1: Grupos experimentais e periodos de infecgdo com o T. gondii.

5.2. Modelo Experimental

A cepa do T. gondii utilizada foi cepa Me-49, tipo I, mantida in vivo, com
passagens a cada 8 semanas em camundongos albinos swiss (Mus musculus)
através da inoculagcdo de 50 cistos obtidos a partir da maceracdo do cérebro de

camundongos previamente infectados (Figura 11).
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Figura 11: Cistos da cepa Me-49 obtidos de macerado de cérebro de camundongos previamente
infectados. (A) Cistos observados na objetiva 4X. (B) Cisto observado na objetiva de 10X. (C) Cisto

observado na objetiva de 40X.

Neste trabalho foram inoculados 10 cistos em cada animal experimental
através de gavagem com agulha de ago boleada na ponta para evitar ferimentos no

trato digestivo superior ou no trato respiratério dos animais (Figura 12).

Figura 12: Procedimento de inoculagédo do parasita realizado por gavagem com agulha curva ponta

de bola.

5.3. Desenho Experimental

No presente trabalho, foram utilizados 20 animais, machos, com 1,5 a 2
meses de idade, os quais foram divididos aleatoriamente em dois grupos: C1 e C2,
periodo de infec¢ao de 30 dias e 60 dias, respectivamente. Cada grupo continha 10
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animais, que foram novamente divididos aleatoriamente em grupo controle (n=5) e

grupo infectado (n=5) (Figura 13).

Infecgdo {LES.\\ 5 controles

¥ @“ﬁ 5 infectados

10
20 -
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Figura 13: Desenho experimental utilizando modelo de infecgao cronica com periodos de infecgdo C1

e C2, 30 e 60dias, respectivamente.

A inoculacdo da cepa Me-49 foi realizada no dia 0. Apdés 30 dias, os

animais do grupo C1, foram sacrificados por decapitagdo e seus cérebros foram

congelados imediatamente e armazenados em freezer de ultratemperatura a -80°C.

Os cérebros, em seguida, foram seccionados com espessura de 30um em criostato

MICROM a temperatura de -20°C. Durante o seccionamento, os cortes foram

separados de forma que o intervalo de seccéao fosse de 1 a cada 5 (Figura 14).

5.4.

@ O
=

>,
>

7 O @
L2 B2

Q0110

Figura 14: Esquema de disposi¢ao das secgdes nas laminas.

Procedimento Experimental
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5.4.1. Coloracgao de Nissl

A coloracao de Nissl utiliza o cresil violeta e cora, indistintamente, em
violeta nucleos e nucléolos de neurdnios e glia. Para preparar a solugdo de
coloracéao foi preciso aquecer o cresil violeta em agua destilada em banho maria a
40°C, agitando-a por 5 minutos; Depois a solugao foi filtrada em papel filtro e
acrescentado o acido acético até que o pH da solucéo estivesse entre 3 e 3,5. As
secgdes nas laminas foram mergulhadas nas solu¢gdes em sequéncia, na ordem

indicada na tabela abaixo.

Solugéo Tempo de imerséo
Alcool 100% 5 minutos
Alcool 100% + cloroférmio (1:1) 10 minutos
Alcool 95% 3 minutos
Alcool 75% 3 minutos

Agua destilada para lavar

Cresil violeta 1 — 4 minutos

Agua destilada para lavar

Alcool 80% 3 minutos
Alcool 90% 10 minutos
Alcool 100% + cloroférmio (1:1) 3 minutos
Alcool 95% + &cido acético ( 15 gotas/100ml) 3 minutos
Alcool 95% 6 minutos
Alcool 100% + &cido butirico (1:1) 3 minutos
Xileno | 5 minutos
Xileno Il 5 minutos

Tabela 2: Etapas da reagdo do método de Nissl.
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5.4.2. Histoquimica para NADPH-diaforase

Os cortes de tecido realizados nos cérebros de camundongos foram
lavados em tampao TRIS e, em seguida, submetidos a reagao histoquimica para
revelagcao da atividade da enzima NADPH-diaforase através do método da enzima
malica. Neste método, foi utilizada uma solugcdo contendo 0,03% de azul de
nitrotetrazolio (NBT — nitroblue tetrazolium) (Sigma), 1% de dimetil sulféxido (DMSO)
(Sigma), 0,6% de acido malico, 0,03% de cloreto de manganés, 0,5% de NADP-b
(Sigma) e 3% de Triton X-100 (Sigma) em 50 mL de tampao TRIS 0,1M, pH 8,0. A
solugdo obtida, de coloracdo amarela, foi entdo protegida da luz com papel
laminado. Os cortes foram incubados sob agitagado constante, numa temperatura em
torno de 40°C e protegidas da luz. A reacéo ocorreu em aproximadamente 3 horas,
monitorada em intervalos de 30 minutos, utilizando-se microscépio 6ptico, a fim de
evitar que a reacéo ficasse demasiadamente corada, devido a redugao excessiva do

azul de nitrotetrazolio em formazan.

A fim de comparar a analise de todos os cortes, haja vista que alguns
grupos apresentaram tempos de reagao diferentes, foi feita a normalizagdo com um
controle interno, ou seja, a adogado de uma escala de medida de densidade referente
a uma area coincidente para cada grupo e que nao apresentou marcagao nenhuma
para NADPH-diaforase. Foi analisada a densidade 6ptica da substancia branca em
25 (vinte e cinco) cortes, com medida de 6400pum?, ja que a mesma né&o apresenta
neurdnios NADPH-diaforase positivos, e a média obtida foi comparada entre controle
e infectado. Utilizando a seguinte formula: C= (Sn-B)/(Sn+B), onde C ¢é o indice de
contraste entre a diferencga dividido pela soma dos valores de Sn (Substancia negra)
e B (Substancia Branca), proposto por (BORBA, J. M. et al., 2000).

5.4.3. Imunohistoquimica para Tirosina Hidroxilase
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Para o estudo da imunohistoquimica, os camundongos foram
eutanasiados através de decaptacado apds os periodos de inoculagédo pré-definidos
(C1 e C2). Os cérebros foram removidos e imediatamente congelados em
TissueTek utilizando congelamento rapido com gelo seco. Os cérebros foram
seccionados, de forma que o intervalo de sec¢ao fosse de 1 a cada 5, a 30um de
espessura no criostato em plano coronal e coletadas desde o bulbo até o
mesencéfalo. Antes do procedimento imunohistoquimico, as secc¢cdes foram
previamente lavadas e tratadas com perdxido de hidrogénio visando inativar as
enzimas peroxidases enddgenas. Logo apds, as secgdes do tecido foram incubadas
com anticorpo primario anti-TH, proveniente de camundongos, diluidos em PBS
(phosphate buffer solution) contendo soro normal a 0,1% (1:10.000; SantaCruz
Biotechnology) por toda a noite a temperatura ambiente. No dia seguinte, as
laminas foram lavadas 2X por 10 minutos cada, em tampéo fosfato 0,1M, para em
seguida serem incubadas com anticorpo secundario anti-camundongo feito em
coelho (1:200, Vector Laboratories, USA) por 2h em temperatura ambiente. Apos
varias lavagens com PBS 0,1M, o complexo anticorpo foi localizado utilizando uma
variagdo do sistema ABC (Vectastain ABC Elite kit cat # PK6101, Vector
Laboratories, USA) seguido pela reagdo com 3,3’-diaminobenzidine com niquel. As
amostras foram entdo desidratadas em etanol e xileno, para entdo serem montadas

utilizando Entellan.

5.5. Analise dos dados

Foi realizada a contagem de células tirosina hidroxilase positivas e a
analise histoldgica utilizando um microscopio Nikon acoplado a uma camera digital e
a uma base motorizada. Os softwares Stereoinvestigator (MbF Science) e ImageJ
(http:\\www.nih.gov) foram utilizados para obtengdo e processamento das imagens.
A transformagao das imagens em escala colorimétrica foi realizada utilizando uma
rotina de MatLab v. R2009b (HTTP:\www.mathworks.com). Apoés a analise das
ldminas, os dados obtidos foram analisados com a ajuda do software GraphPad

v.5.0, com ANOVA e teste post-hoc de Newman Keuls.
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6. RESULTADOS

6.1. Controle de peso dos animais;

O controle do peso dos animais foi realizado antes da inoculagado de
T.gondii e apos os periodos de inoculagdo C1 (30dias) e C2 (60 dias). Todos os
animais foram mantidos com comida e agua ad libitum. Os animais foram pesados
individualmente, antes da inoculagao, apés 30 dias e 60 dias depois da inoculagao
do parasita. O grupo controle (n=3) apresentou um ganho de peso de
aproximadamente 46% durante o periodo experimental. Ao contrario, os grupos
infectados (n=3) apresentaram um ganho de peso de aproximadamente 17% e 38%

nos grupos de 30 dias e 60 dias, respectivamente (Figura 15).
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Figura 15: Controle de peso dos animais controle e infectados (Periodo C1 e C2). Peso em gramas.

Na figura 16, observam-se o contraste entre a aparéncia macia do pélo
dos camundongos nao infectados (Fig. 16A) com a aparéncia erigada do pélo do

animal infectado 60 dias antes (Fig.16B).
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Figura 16: Aparéncia de camundongos (A) n&o infectados e (B) infectados com o Toxoplasma gondii.
(A) Camundongos albinos swiss com 3 meses de idade n&o infectados pelo T. gondii. (B)
Camundongos albinos swiss com 3 meses de idade infectados pelo periodo de 60 dias. Note posigao

corporal e piloerecéao.

6.2. Localizagao do parasita nos animais experimentais;

Os cortes submetidos a imunomarcagao para a enzima tirosina hidroxilase
também foram analisados, no hemisfério esquerdo, a procura de formas bradizoitas
ou taquizoitas, uma vez que o parasita também apresenta a enzima. Cistos do T.
gondii foram encontrados no parénquima cerebral e em neurbnios de regides como
hipocampo, cértex orbito frontal e na substdncia negra. Na figura 17, pode-se
observar um cisto presente no parénquima cerebral proximo a regido da substancia
negra. Cistos contendo bradizoitas foram observados em todos os animais
infectados, tanto no periodo de inoculagdo de 30 dias quanto no de 60 dias (Dados

ndo mostrados).
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Figura 17: Marcagédo de cisto, através da imunohistoquimica para tirosina hidroxilase, contendo a forma
bradizoita do T. gondii presente no parénquima cerebral préximo a regido da substancia negra no cérebro de
camundongo infectado por 60 dias. Barra de escala=25uM.

6.3. Histologia, Imunohistoquimica e Contagem de Células Imunorreativas

para Enzima Tirosina Hidroxilase;

A reacao imunohistoquimica para a enzima tirosina hidroxilase marca de
forma especifica os corpos celulares, dendritos proximais e distais e axdnios de
neurbnios dopaminérgicos da substéncia negra. Estes neurdnios positivos para
tirosina hidroxilase sado fortemente marcados, com corpos celulares de forte
coloragao e nucleo visivel. Nas figuras 18C e 18D observa-se que a intensidade de

marcagao do grupo infectado (18D) € menor em relagéo ao grupo controle (18C).
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Figura 18: Imunohistoquimica anti-TH na substancia negra do cérebro de camundongos controle e
infectados. (A) Desenho mostrando a regido da substancia negra, (B) Fotomicrografia de um corte
corado utilizando a técnica de Nissl com a substancia negra contornada em vermelho, (C)
fotomicrografia de uma secgao mostrando os neurénios TH-positivos marcados na substancia negra
do cérebro de camundongo controle, (D) Fotomicrografia de uma secgao mostrando pouca marcagao
dos neurbnios TH-positivos na substancia negra do cérebro de camundongo infectado durante 60
dias. Barra de escala=250uM.
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A contagem de neurbnios positivos para a enzima tirosina hidroxilase
presentes na substancia negra dos animais experimentais demonstrou uma
tendéncia a redugcdo de marcagdo, embora nado ocorra uma diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos experimentais. (Figura 19)
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Figura 19: Contagem de neurdnios tirosina hidroxilase positivos na substéncia negra corados por
imunohistoquimica para tirosina hidroxilase em camundongos infectados pelo T. gondii. Os

resultados sdo mostrados como numero de neurdnios por substancia negra.
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6.4. Histoquimica para NADPH-diaforase;

Neurénios marcados para NADPH-diaforase foram observados em todos
os cortes analisados (n=5, para cada grupo) ao longo de toda a substancia negra do
mesencéfalo dos camundongos. Foram analisadas trés areas aleatdrias de
6400um?®. Todas as células apresentaram um padrdo de marcagao homogénea, em

toda a sua extensio, desde o soma até os dendritos.

A reatividade para a NADPH-diaforase apresentou distribuicdo
homogénea em toda a substéncia negra, com maior numero de neurénios marcados
na regiao pars compacta do que na regido pars reticulata, de acordo com
MATSUSHITA e colaboradores (2001). Uma diminui¢ao significativa da reatividade
ocorreu na regidao da substancia negra nos animais infectados pelo Toxoplasma

gondii, que foi confirmada através da analise densitométrica (Figura 22A, B e C).

2.5+

4
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Figura 20: Analise densitométrica da reatividade a NADPH-diaforase na neurdpila da regido da

substancia negra de cérebro de camundongos albinos swiss.
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A distribuicdo e a densidade das células NADPH-diaforase positivas nos
animais controles estava de acordo com estudos prévios que demonstravam uma
distribuicdo homogénea em toda a regido da substéncia negra, com um numero
maior de células positivas na regido pars compacta do que na reticulada
(MATSUSHITA; 2001). O tecido do animal infectado, no entanto, apresentou-se
menos reativo a NADPH-diaforase quando comparado ao tecido do animal nao-

infectado, (Figura 20 e 21), o que foi confirmado na analise densitométrica de cor

(Figura 22B e C).

indice de Contraste

Figura 21: indice de contraste da neurdpila entre os grupos controle e infectado (TX30 e TX60). (C
=(Sn - B)/(Sn + B), (*p < 0.05).

Com o intuito de estabelecer uma analise comparativa entre os grupos, ja
gue 0s mesmos nao reagiram ao mesmo tempo e sofreram condigdes experimentais
diferentes, foi feita a analise da substancia branca, a qual ndo apresentou células
positivas em ambos os grupos. Os resultados na substancia negra foram
(controle:0.360+0.1; TX30d=0.130+0.09; TX60d=0.163+0.04) (Figura 21).



48

100
200
300 |
400 F
s00
600
700

00

100
200
=00 F
ao0 b
ey
B00

Foo

s00 £

10 200 300 400 s00 s00 oo

220
100

i 200
200 |

300 b 180

400 180
500
140
00

120
Foo [

s00 100

100 200 S00 400 S00 500 700

Figura 22: Andlise densitométrica das sec¢des marcadas pela histoquimica para NADPH-diaforase
mostrando a regido da substancia negra do cérebro de camundongo controle e infectado. (A)
substancia negra de camundongo controle, (B) substancia negra de camundongo infectado com 10
cistos durante o periodo C1, (C) substancia negra de camundongo infectado com 10 cistos durante o

periodo C2.
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7. DISCUSSAO

A intensidade da infecgédo pelo T. gondii depende da viruléncia da cepa
utilizada, do tipo e tamanho do indculo e da espécie em que se esta analisando os
efeitos infecciosos, devendo-se considerar também, o perfil genético e imunolégico
do hospedeiro (DARCY, F. ; SANTORO, F., 1994).

O parasita T. gondii apresenta uma estrutura populacional altamente
clonal, que consiste de 3 linhagens predominantes, designadas tipo |, tipo Il e tipo I,
que ocorrem tanto em animais quanto em humanos. Com relacéo a correlagao entre
gendtipo do parasito e o hospedeiro, observa-se que a cepa do tipo | € uma cepa
muito virulenta e considerada como uma das principais causadoras de doenca
ocular no Pais, que a cepa tipo Il apresenta maior predominéncia em casos de
toxoplasmose humana e que a frequéncia da cepa do tipo Ill é significativamente
mais predominante em animais (HOWE, D. K. ; SIBLEY, L. D., 1995). Embora ainda
sejam necessarios mais estudos sobre o tipo de cepa dominante no Brasil, é
importante avaliar o comportamento de cada tipo a fim de elucidar os mecanismos
patofisiolégicos de cada uma. Neste trabalho, foi utilizada a cepa Me-49, uma cepa
de pouca viruléncia, que afeta mais comumente humanos e, além disso, causa
frequentemente infecgdo crénica em animais para consumo humano (HOWE, D. K. ;
SIBLEY, L. D., 1995)

Durante o periodo de infecgao utilizado neste estudo, demonstrou-se que
esta cepa produz os mesmo efeitos na aparéncia dos animais experimentais descrito
por outros autores (HRDA, S. et al., 2000; SKALLOVA, A. et al., 2006; HERMES, G.
et al., 2008), como por exemplo, reducédo de peso, piloeregdo, tremor e ferimentos

decorrentes de comportamento agressivo.

A reducdo de ganho de peso nos animais ja foi demonstrada por outros
autores e relatada como efeito do processo patofisiolégico presente no animal. Tal
efeito, no entanto, é temporario (HRDA, S. et al., 2000) e ocorre por um periodo
entre oito e dez semanas apds a inoculagdo. Neste estudo, observou-se que
durante o periodo de inoculagdo o animal apresenta reduzido ganho de peso,

possivelmente em decorréncia do processo infeccioso, contudo a redu¢édo de ganho
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de peso passa a ser cada vez menor ao passo em que se aproxima a oitava semana
de infeccdo. Isso demonstra que, embora nao tenha sido realizada a sorologia para
confirmagédo do estado imunoldgico, os animais poderiam estar em processo de
soroconversao no periodo. Este resultado € corroborado pelo estudo de
(SKALLOVA, A. et al., 2006), no qual em analise sobre o efeito da infecgdo no
comportamento dos animais observou que durante a primeira semana de infecgao
0s animais reduziam de peso, porém O recuperavam nas semanas seguintes apos

infeccao.

A evidenciagdo do T. gondii no tecido cerebral & rotineira quando se
realiza um estudo morfoldégico no cérebro de animais infectados. Estudos recentes
tém demonstrado por bioluminescéncia a presenca do parasito no tecido cerebral e
sugerido tropismo para regides do cortex cerebral, no lobo frontal, e nas regides do
ganglio basal, hipotalamo e cerebelo (DELLACASA-LINDBERG, |.; HITZIGER, N. ;
BARRAGAN, A., 2007; VYAS, A. et al., 2007; VYAS, A.; KIM, S. K. ; SAPOLSKY, R.
M., 2007)

Nos hospedeiros intermediarios, os cistos com o T. gondii sao
encontrados principalmente no cérebro (DUBEY, J. P., 1996b; HILL, D. E,;
CHIRUKANDOTH, S. ; DUBEY, J. P., 2005). Em camundongos, foi observada a
presenga ou a reativagao de cistos teciduais distribuidos ao longo de todo tecido
nervoso, com localizagao preferencial no cértex frontal e parietal, além de infiltragao
do parasita em areas basais, como amigdala, hipotalamo, striatum e hipocampo
(SHANKAR, S. K. et al.,, 2005; DELLACASA-LINDBERG, I.; HITZIGER, N. ;
BARRAGAN, A., 2007; VYAS, A. et al., 2007; VYAS, A;; KIM, S. K. ; SAPOLSKY, R.
M., 2007). Em humanos, estudos com a utilizacdo de ressonancia magnética
demonstram a presenga do parasito no lobo frontal e parietal, bem como nos
ganglios basais (POST, M. J. et al., 1983; PORTER, S. B. ; SANDE, M. A., 1992;
SUZUKI, K. et al., 2010).

No presente trabalho, pode-se observar a presenca de cistos teciduais
por todo o SNC dos animais infectados, seja no periodo de 30 dias ou de 60 dias.
Além disso, todos os animais apresentavam cistos distribuidos principalmente nas

regides ja relacionadas, dentre elas: hipocampo, lobo frontal e substancia negra.
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Uma das adaptag¢des mais intrigantes desenvolvidas por alguns parasitas
€ a capacidade de modular o comportamento do hospedeiro, para facilitar sua
propria transmissao de um hospedeiro intermediario para um definitivo (THOMAS,
F.; ADAMO, S. ; MOORE, J., 2005). Em modelos animais, por exemplo, ja foi
demonstrado que o T. gondii manipula o comportamento de um dos seus
hospedeiros intermediarios, o rato, para que aumentem as chances do mesmo ser
predado por gatos, onde ocorre a reprodugdo do parasita (WEBSTER, J. P,
BRUNTON, C. F. ; MACDONALD, D. W., 1994; BERDOY, M.; WEBSTER, J. P. ;
MACDONALD, D. W., 1995; SKALLOVA, A. et al.,, 2006; VYAS, A. et al., 2007;
VYAS, A.; KIM, S. K. ; SAPOLSKY, R. M., 2007). A presenca dos cistos na
amigdala, um dos alvos preferenciais do T. gondii no cérebro (VYAS, A.; KIM, S. K. ;
SAPOLSKY, R. M., 2007), e o consequente aumento nos niveis de dopamina locais
poderia explicar o bloqueio da aversao a urina de felinos em ratos infectados pelo
parasita (VYAS, A. et al., 2007; VYAS, A.; KIM, S. K. ; SAPOLSKY, R. M., 2007).

Neste contexto, tem se demonstrado que a capacidade de um parasita
alterar o comportamento de seus hospedeiros depende de sua capacidade de
modular o sistema imunoldgico ou os sistemas de neurotransmissores dos mesmos,
como o sistema dopaminérgico (STIBBS, H. H., 1985, WEBSTER, J. P., 1994;
SKALLOVA, A. et al., 2006; VYAS, A. et al.,, 2007; VYAS, A, KIM, S. K. ;
SAPOLSKY, R. M., 2007; HERMES, G. et al., 2008).

Até o presente momento, no entanto, todos os estudos que avaliaram a
relacéo entre a infecgédo pelo T. gondii com a alteragao do comportamento de seus
hospedeiros ndo evidenciaram que tipo de alteragdo neuroquimica ocorre no cérebro
dos seus hospedeiros. Sabe-se que a infecgdo crbnica causada pelo parasita
provoca um aumento na concentracdo de determinados neurotransmissores e
diminuicdo de outros (STIBBS, H. H., 1985; SKALLOVA, A. et al., 2006). Diante
disto, o presente estudo demonstra pela primeira vez alteragbes neuroquimicas em
uma determinada regido do sistema nervoso dos animais infectados, no caso, na

substancia negra do mesencéfalo.

A substancia negra é um nucleo mesodiencefalico constituido
principalmente por neurénios dopaminérgicos. Tais neurbnios sao de essencial

importancia para regulagdo de fungdes motoras, emocionais e cognitivas. Ainda
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que, do ponto de vista quantitativo, constituam somente uma pequena parte dos
neurdnios cerebrais, os neurbnios dopaminérgicos tém uma grande importancia
funcional (STONE, T. W., 1996).

Além disso, a dopamina ndao somente participa do sistema de
recompensa, como também €& importante em processos de tomada de decisao
através do controle integrativo de varias areas cerebrais (SCHULTZ, W.; DAYAN, P.
; MONTAGUE, P. R., 1997).

Baseado nisto, no presente trabalho pode-se observar que a infecgao
com o protozoario T. gondii promoveu uma redugao na marcagao da enzima tirosina
hidroxilase (21% e 25% de redugédo em relagao ao controle, nos animais infectados
pelo periodo de 30 e 60 dias, respectivamente), que converte tirosina em L-DOPA

na regiao da substancia negra do cérebro dos camundongos.

A deficiéncia na produgdo de dopamina causa disfungdo no Striatum, o
qual por sua vez causa diminuicdo na atividade da via direta dos neurdnios
GABAérgicos estriatais para o segmento interno do globo palido (GPi), e a uma
aumento de atividade na via indireta envolvendo o segmento externo de GPi e do
nucleo sub-talamico (HAMANI, C. ; LOZANO, A. M., 2003). Como consequéncia, a

atividade em outras estruturas que recebem inervacéo sao alteradas.

Diante disto, a deficiéncia na producdo de dopamine pode ser encontrada
também no sistema limbico e pode resultar em disturbios psico-patologicos. Além
disto, nestes disturbios estdo presentes alteragbes em outros sistemas de
neurotransmissores, como o noradrenérgico subcortical e, o serotoninégico e
colinérgico das vias ascendentes (NORDBERG, A.; NYBERG, P. ; WINDBLAD, B.,
1985; JELLINGER, K. A., 1997; 1999; PATERSON, D. ; NORDBERG, A., 2000). Por
exemplo, alteragdes em neurdnios colinérgicos podem contribuir para o surgimento
de deméncia, além de que a perda de receptores colinérgicos corticais s&o
positivamente correlacionados com o grau de déficits cognitivos (PATERSON, D. ;
NORDBERG, A., 2000; QUIK, M. ; JEYARASASINGAM, G., 2000).

Recentemente, demonstrou-se que o genoma do T. gondii contém dois

genes muito semelhantes aos que codificam a tirosina hidroxilase em humanos
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(GASKELL, E. A. et al., 2009). Esta enzima participa na conversao da tirosina em L-
DOPA e ¢é o passo limitante da reagao de sintese deste aminoacido. A L-DOPA é o
precursor do neurotransmissor dopamina. As enzimas codificadas pelos genes do
parasita produzem L-DOPA e utilizam como substrato a fenilalanina e a tirosina, com
preferéncia por esta ultima, convertendo a fenilananina em tirosina e a tirosina em L-
DOPA (GASKELL, E. A. et al., 2009).

Neste contexto, as alteracbes observadas no presente trabalho, podem
ter ocorrido devido a modulagdes em mecanismos compensatorios que incluem
propriedades intrinsecas dos neurbnios dopaminérgicos nigro-estritais, auto-
regulagdo da concentracdo de receptores dopaminérgicos, alteragbes na
transmissao da dopamina para o striatum e em modificagdes neuroquimicas nas
fibras de entrada na substancia negra (BEZARD, E. ; GROSS, C. E., 1998; MOORE,
R. Y., 2003).

Outro fator importante, € que as modificagdes observadas no trabalho
podem ter sido ocasionadas por alteragées na disponibilidade de tirosina, uma vez
que dada a utilizacdo da tirosina pelo parasita, a falta desta pode modular a
atividade da tirosina hidroxilase. Além disso, o préprio parasita pode estar liberando
esta dopamina e esta provocando um feedback negativo para a sintese de
dopamina através da ativagcao de receptores dopaminérgicos preé-sinapticos. Ainda
€ importante destacar que a liberacdo da dopamina presente nas vesiculas
intracelulares é um processo dependente de calcio (COOPER, J. R.; BLOOM, F. E. ;
ROTH, R. H., 2003), e neste caso, o parasita também pode estar alterando este
processo, haja vista que ele utiliza o calcio para seu proprio metabolismo, invaséo,
egresso, proliferacao, diferenciacéo, exocitose de proteinas e motilidade do parasita
(LOVETT, J. L. ; SIBLEY, L. D., 2003; ARRIZABALAGA, G. ; BOOTHROYD, J. C.,
2004; LOURIDO, S. et al., 2010).

Alteracdes na sintese, liberacdo ou recaptacdo de neurotransmissores,
induzidas pelo parasita T. gondii, podem, consequentemente, ser o fator responsavel
por prejuizos motores e cognitivos nos seus hospedeiros, e possivelmente o
mecanismo pelo qual provoca desordens neuroldgicas, como esquizofrenia, Doenga
de Parkinson, déficit de atencdo e hiperatividade, as quais tém em comum a

disfungao do sistema dopaminérgico.
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Além disso, é importante ressaltar que as alteragdes que ocorrem nos
neurénios dopaminérgicos na substancia negra podem afetar circunstancialmente
regides corticais e sub-corticais, haja vista a maciga presenca de “loops” entre as

mesmas.

Ainda n&o foi elucidado se o parasita produz dopamina para si, se a libera
no citoplasma ou parénquima cerebral do hospedeiro. De modo interessante, foi
mostrado que uma das cépias do gene é expressa constitutivamente durante o ciclo
de vida do parasita, o que sugere que ele utilize L-DOPA para seu proprio
metabolismo, enquanto a expressdo do outro gene é induzida durante a fase
bradizoita, de formagédo de cistos no cérebro e musculos (GASKELL, E. A. et al.,
2009), que sugere por sua vez que a L-DOPA produzida seja liberada na célula do
hospedeiro. Este fato corrobora e fortalece a idéia de que as mudancgas
comportamentais observadas em animais experimentais estejam fortemente
relacionadas a presenga e modulagdo dos circuitos neuronais pelo proprio parasita
(STIBBS, H. H., 1985; FLEGR, J. et al., 2003).

Histologicamente, analisando a substancia negra, utilizando a marcagéo
para a enzima tirosina hidroxilase, haja vista que o parasita apresenta a enzima, foi
possivel localizar cistos do T. gondii no parénquima cerebral e em neurdnios

localizado no coértex orbito-frontal, hipocampo e substéncia negra.

E importante, além de verificar os efeitos sobre a dopamina, tentar
entender o mecanismo patofisiolégico da infecgao latente como um todo, avaliando
outros neurotransmissores e neuromoduladores. Alguns fatores envolvidos na
patofisiologia da infecgdo cerebral pelo 7. gondii vem sendo demonstrada em
modelos animais. Estes modelos abordam principalmente os mecanismos
imunoldgicos de controle da infecgdo no tecido nervoso, como a participagéo de
citocinas e quimiocinas, além da participagdo de células nervosas nesse rigido
controle, através da liberagdo de mediadores imunolégicos como o INF-y, TNF-a e
ON (LUDER, C. G. et al., 1999; SUZUKI, Y. et al., 2000; WILSON, E. H. ; HUNTER,
C. A., 2004) Contudo ainda s&o raros os estudos sobre a relacdo de fatores
imunoldgicos com a sinalizagado celular para liberagdo de neurotransmissores no

tecido cerebral.
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Muitos estudos demonstram a participacdo do ON na regulagao de
neurdnios dopaminérgicos nigroestriatais, sugerindo uma modulagdo nas vias
corticais e subcorticais por este neurotransmissor. Esta modulagcédo pode resultar em
disfungdo na sinalizagdo glutamatérgica, gabaérgica e dopaminérgica em regides
que recebem projecdes da substancia negra (WEST, A. R. ; GRACE, A. A., 2000).

Neste processo, a diminuicdo da expressdo de ON, como visto neste
trabalho, pode acarretar em efeitos sobre o sistema neurotransmissor das células
localizadas em regides como o estriado ou a substancia negra, podendo induzir ao
aparecimento de disturbios neurologicos. Estudos demonstraram uma diminuigéo
no numero de interneurdnios nitrérgicos no estriado de pacientes com esquizofrenia.
Esta diminuicdo pode ser responsavel por alterar o controle glutamatérgico sobre as
fiboras eferentes dopaminérgicas na substancia negra, contribuindo para a
etiopatologia desta psicose (FRITZEN, S. et al., 2007).

Desta forma, neste estudo a analise indireta da presenca do ON através
da histoquimica para NADPH-diaforase em camundongos infectados, na regidao da
substancia negra, macigamente interconectada com inumeras estruturas corticais e
subcorticais, revela que a infecgao latente pelo T. gondii afeta a distribuicdo deste
marcador fisiolégico, diminuindo a expressao de células intensamente marcadas na
regido da substancia negra, com uma difusa distribuicdo em areas adjacentes. Esta
alteracdo pode futuramente revelar diferengas quantitativas na liberacdo de outros
neurotransmissores importantes para a regulagédo dopaminérgica, como a regulagao
promovida pelo GABA, tanto na substancia negra quanto no outro nucleo de células

dopaminérgicas que fica na area tegmentar ventral.
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8. CONCLUSAO

e O parasita Toxoplasma gondii interfere no sistema dopaminérgico na
regido da substancia negra reduzindo a expressao da enzima tirosina
hidroxilase;

e Esta modulagao pode depender de outros neurotransmissores como ON e
GABA.

e Durante a fase latente, ocorre uma modulagdo negativa da ONS na

substancia negra.
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