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O crescente interesse pelo estudo dos mecanismos envolvidos nos fenomenns
de natureza inflamatdria, sobretudo em doencas de evolugdo crénica, tem como
fundamento primordial o reconhecimento de seu perfil evolutivo no tempo e a
possibilidade de interferir em sua evolugdio natural. Condigdes patologicas,
algumas de reconhecimento e conceituacdo recentes, bem como condutas que
envolvem indugfo iatrogénica de imunodeficiéncia ou mesmo de imunossupressio,
favorecem o aparecimento de infecgbes mediadas por agentes ditos oportunis-
tas, em relacdo aos quais os meios diagndsticos sdo insuficientemente padroni-
zados e os recursos terapéuticos ainda precdrios 1.6.17,19, Embora nem sempre
acessiveis, modelos experimentais de imunossupressio em laboratério podem, de
algum modo, qualificar a suscetibilidade a infeccdo por agentes oportunistas
fornecendo, ao mesmo tempo, substrato para ensaios terapéuticos em condighes
de patologia.

O presente estudo tem por objetivo, utilizando animais de pequeno porte,
com tempo curto de amadurecimento biolégico, de facil cbtengdo e manejo,
padronizar modelo de imunossupressio experimental capaz de fornecer subsi<
dios passiveis de serem aplicados ao diagndstico e a terapéutica da neurocripto-
cocose humana, pelo menos.

MATERIAL E METODOS

O modelo estudado abrange dois experimentos que foram desenvolvidos sucessi-
vamente.

Experimento 1 — Foram selecionados 50 camundongos da linhagem Swiss, impiberes,
sadios e em boas condicdes gerais de nutricio. Foram eles divididos em 5§ grupos de
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10 animais cada um, tendo havide o cuidado de neles distribuir os animais aleatoria-
mente (Grupos I a V). Todos foram alimentados com racdo balanceada, com suplemen-
tacio vitaminica adequada a seu peso e idade. Excetuando-se 03 animais do grupo I,
considerados como controle e que, por esse motivo, receberam suprimento normal de
dgua, todos os outros consumiram ad libitum e exclusivamente dgua com dexametosona
em diferentes graus de diluicio: para os animais do grupo II, a concentracio de
dexametasona foi de 2,0mg por dl; para os do grupo III, 1,0mg por dl; para os
do grupo IV, 0,76mg por dl; para os do grupo V, 0,6mg por dl. Todos foram man-
tidos em local limpo e arejado, tendo sido feita troca didria do material de reves-
timento do piso das gaiolas, procedendo-se da mesma forma com a racdo e com oS
frascos de suprimento hfdrico, cujos bicos foram esterilizados também diariamente.
Em todos os grupos foram considerados os seguintes critérios para avaliar a imunos-
supressdo induzida: variaciio de peso; ocorréncia de ericamento de pelos; perfil leuco-
citdrio; verificacdo de alteracdes de comportamento, como passividade, excitabilidade
e, mesmo, fagia de outros animais do grupo; condicSes gerais de vitalidade e estado
nutricional; peso e histologia do bago, ao final do prazo de observacio (30 dias).

Experimento 2 — Foram selecionados também 50 camundongos da linhagem Swiss,
de caracteristicas comparéiveis as referidas para os animais utilizades na primeira fase.
Foram considerados também 5 grupos (grupos I a V). Os grupos 1, III, IV e V foram
semelhantes aos considerados no primeiro experimento. O grupo II recebeu tratamento
em tudo semelhante ao grupo I, sendo utilizado como segundo controle. No décimo
quinto dia do experimento, os animais de todos os grupos, com excecdo do primeiro,
receberam, por via intraperitonial, ntGmero aproximado de 10¢ leveduras provenientes
de cultrcras de cepas de Crwptococeus meoformans, isoladas do ligquido cefalorraqueano
de pacientes com neurocriptococose, em suspensio em 0,5ml de soluclio fisiolégica. Nos
animais do primeiro grupo foi inoculado, pela mesma via, o mesmo volume de solucéo
fisiol6gica estéril. As condicGes de manutencio ¢ manejo, bem como os critérios de
avaliacdo considerados foram semelhantes aos referidcs para os animais estudados no
primeiro experimento.

Tratamento estatistico — Foi efetuado utilizando-se, para o estudo de duas varidveis,
o teste t de Student; para o estudo de mais de duas varidveis conjuntamente, anilise
de varidncia, com dois critérios de variacBo. Nos testes rcierentes ac namero de célulus
nos leucogramas, foi feita transformacfio das varidveis para log 10 por resultar normal
a distribuicdio das varidveis transformadas. Em todos os testes, foi corsiderado alfa =— 0,1,

RESULTADOS

Experimento 1 — Seu objetivo foi estabelecer padronizaglo de condi¢des de imunos-
supressdo. Constam da tabela 1 os valores (média e desvio padrédo) da variacdo dJde
peso para cada grupo de animais. Ericamento de pelos n#o ocorreu nos animais do
grupo controle; ocorreu a partir do oitavo dia nos animais do grupc II; a partir do
décimo dia nos do grupo III; a partir do décimo segundo dia nos do grupo IV; a
partir do décimo quinto dia nos animais do grupo V. Os dados referentes ao estudo
do perfil leucocitirio constam das tabelas 2, 3 e 4. Da tabela 2 constamn oS valores
(média e desvio padréo) da contagem do numero de leuc6citos em cada um dos grupos,
semanalmente. Nas tabelas 3 e 4 séo referidos os valores percentuais médios para
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Di Grupo I Grupo II Grupo III Grupo IV Grupo V
a Controle 2,0mg 1,0mg 0,75mg 0,6mg
04-08 x 22,7 22,3 22,1 22,5 22,8
s 2,37 1,95 2,07 1,83 2,16
02-09 x 30,0 19,0 21,7 23,2 21,9
s 3,28 1,34 1,54 2,12 1,44

Tabela 1 — Experimenio 1: variacdo de peso (em g) dos camundongos ('a-::. média; s,
desvio padrdo) distribuidos conforme mdo estivessem (comirole) ou estivessem inge-
rindo dexametasona em concentracdes diversas (mg) por dl.

Dia Grupo I Grupo II Grupo III Grupo IV Grupo V
Controle 2,0mg 1,0mg 0,7mg 0,5mg

05-08 x 14.890 13.500 13.800 14.200 14.310
s 1.278,6 1.231,7 1.885,6 1.786,1 1.076,2

12-08 x 14.800 5.500 5.040 6.200 6.550
s 1.058,3 817,8 1.265,1 1.419,2 1.851,1

19-08 x 14.010 3.510 4.870 5.160 5.770
s 1.364,7 888,8 944,1 718,3 737,9

26-08 x 13.980 3.422 3.189 4.810 3.800
s 1.273,2 1.104,3 1.072,2 1.329,2 456,1

02-09 x 14.236 4.222 3.477 4.270 4.218
s 929,6 1.714,5 1.273,5 1.266,7 2.469,4

Tabela 2@ — Ezperimento 1. Leucograma: wnimero de leucéeitos por mms. Legen~
da: vide tabela 1.

Dia Grupo I Grupo IL Grupo IIX Grupo IV Grupo V
Controle 2,0mg 1,0mg 0,75mg 0,6mg

05-08 x 79,2 78,3 77,4 76,9 79,1
s 6,74 8,91 6,09 4,14 4,23

12-08 x 7.1 16,4 13,3 13,2 48,7
s 5,03 7,88 5,28 10,51 9,25

19-08 x 76,4 13,0 11,5 28,5 24,3
s 5,06 8,41 5,36 9,87 11,60

26-08 X 71,6 7,9 8,7 19,6 22,1
s 4,18 3,44 3,31 9,03 6,49

02-09 x 78,4 7,1 8,2 11,9 12,3
s 5,21 3,23 2,95 4,02 2,95

Tabela 3 — Experimento 1: valores percentuais para linfécitos. Legenda: vide tabela 1.
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Dia. Grupo I Grupo II Grupo III Grupo IV Grupo V
Controle 2,0mg 1,0mg 0,76mg 0,6mg

05-08 x 12,6 13,5 14,8 16,5 16,6
s 3,95 2,01 5,42 4,05 14,13

12-08 x 12,7 79,8 80,3 49,8 44,9
s 4,98 8,80 7,28 9,82 11,37

19-08 x 14,2 71,9 76,4 61,5 64,3
: s 3,91 7,01 4,80 10,04 11,97
26-08 x 10,2 80,3 81,8 65,8 68,2
s 3,82 3,95 4,35 9,74 7,80

03-09 x 13,5 79,5 77,8 73,2 70,2
S 3,07 7: 04 9, 33 8193 10, 80

Tabela 4 — Experimento 1: valores percentuais para meutréfilos. Legenda: vide tabela 1.

linf6citos e neutréfilos em cada um dos grupos, também semanalmente. N&o houve
alteracdes aprecidveis no padrio de comportamento dos animais em qualquer dos grupous
passiveis de serem relacionadas & inducfio de imunossupress@io. O estado geral dos
animais permaneceu bom em todos os grupos até o final do estudo sendo patente,
no entanto, o maior desenvolvimento dos do grupo controle, como se depreende da
andlise da tabela 1. Constam da tabela 5 os valores (média e desvic padrfo) referentes
ao peso do baco dos animais, ao término do estudo. O estudo histolégico desses 6rgios
mostrou hipoplasia generalizada de todas as estruturas linféides em todos os animais
aos quais foi administrada dexametasona, nf#ioc havendo diferenca aprecidvel entre os

animais de qualquer destes grupos.

Grupo I Grupo I1 Grupo III Grupo IV Grupo V

Controle 2,0mg 1,0mg 0,76mg 0,6mg
x 104,6 15,4 18,4 24,9 20,8
27,37 4,46 4,61 7,63 5,08

Tabela 5 — Experimento 1: peso do bago (em mg) ao término do experimento.

Experimento 2 — Seu objetivo primordial foi verificar a ocorréncia de criptococos
no sistema nervoso central (SNC) de animais considerados em vigéncia de imunossupres-
sdo, consoante os parimetros estabelecidos no experimento 1. Constam da tabela 6 os
valores médios referentes ao ntimero de leucécitos, de linfGeitos ¢ de neutréfilos, em
cada um dos grupos. Nessa mesma tabela estd assinalada a data da inoculacdo o
agente patogénico. Na tabela 7 estd referido o numero de 6bitos em cada um dos
grupos em relacdio ao tempo decorrido apés a inoculagio. Da tabela 8§ constam os dados
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Dia Grupo I Grupo II Grupo II Grupo IV Grupo V
Controle-1 Controle-2 1,0mg 0,75mg 0,6mg

L 75,8 78,2 80,3 77,1 76,9

14-09 G 13.081 13.263 13.945 13.400 13.472
N 11,0 13,0 12,8 10,3 11,9

28-09 G 13.591 12.382 4.127 5.445 4.827
L 77,4 79,8 12,8 24,9 27,8
N 13,1 12,9 74,3 60,9 59,8

29-09 Inoculacdo intraperitonial de Cryptococcus mneoformans

05.10 G 14.140 13.150 2.250 3.367 3.067
L 7,8 60,3 9,6 10,9 13,8
N 13,8 28,3 79,0 78,8 74,9

Tabela 6 — Experimento 2: valores médios mo leucograma do mumero de leucScitos por
mm3 (@), do percentual de linfécitos (L) e do percentual de meuiréfilos (N). Animais
distribuidos conforme ndo estivessem (comirole) ou estivessem ingerindo dexametasonag
em conceniracdes diversas (mg) por dl.

Tempo Grupo 1 Grupo II Grupo III Grupo IV Grupo V
Controle-1 Controle-2 1,0mg 0,75mg 0,6mg
até 12 horas 0/11 0/11 5/11 7/11 5/11
5° dia o/11 o/11 1/6 0/4 0/6
60 dia 0/11 0/11 /5 1/4 0/6
7¢ dia o/11 0/11 1/5 0/3 0/6
Total 0/11 o/11 7/11 8/11 5/11

Tabela 7 — Experimento 2: nmumero de O6bitos entre os animais em relacdo ao tempo
apés inoculagio de Cryptococcus neoformans nos animais dos grupos de II q V. Legen-

da: vide tabela 6.

Grupo I Grupo I1I Grupo II Grupo IV Grupo V
Orgéio Controle-1 Controle-2 1,0mg 0,75mg 0,6mg
Cérebro 0/11 0/11 7/11 8/11 5/11
Baco 0/11 11/11 11/11 11/11 11/11
Pulmio 0/11 11/11 11/11 11/11 11711
Figado 0/11 11/11 11/11 11/11 11711

Tabele 8 — Experimento 2: identificagdo de leveduras com 08 caracteres morfolégicos do

Cryptococcus neoformans, em cortes histolégicos. Legenda: vide tabela 6.
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de anatomopatologia relativos a identificacdo de leveduras com os caracteres morfo-
l6gicos do Cryptococcus meoformans no cérebro, bago, pulmfo e figado de cada um dos
animais por ocasido do 6bito, ou ao término do estudo, 10 dias ap6s a inoculacéo.

Testes estatisticos — Permitiram eles caracterizar os eventos de ambos o0s experi-
mentos e seu estudo comparativo. No primeiro experimento, ndo existia diferenca signi-
ficativa entre os valores dos pesos dos animais, no inicio do experimento, em todoes
os grupos. Existiu diferenca significativa, com relacdo ao peso, a> se compararem os
valores iniciais e finais para os animais do grupo controle. O mesmo n&o pdde ser veri-
ficado nos animais dos 4 grupos submetidos a ingestfo de dexametasona. Os dados
referentes ao ntmero de leucécitos ndo mostraram diferenca significativa entre os
valores obtidos para os animais de todos os grupos, no primeiro leucograma. Apés a
primeira semana, pode ser constatada diferenca significativa do ntmero de leucécitos
nos animais dos 4 grupos aos quais foi administrada dexametasona. N&o hi diferenca
significativa entre os valores obtidos nos leucogramas dos animais do grupo I durante
todo o estudo. A partir da primeira semana, também ndo pcde ser constatada diferenca
significativa entre os valores obtidos para os 4 grupos restantes, até o fim do experi-
mento. Com relacio aos valores percentuais médios para linfécitos e neutréfilos, ndo
houve diferenca significativa entre os valores obtidos para todos os animais em todos
0S grupos, no primeiro leucograma. Entre os animais do grupo controle, esses valores
n3o apresentaram diferenca significativa durante todo o estudo. Nos outros 4 grupos,
existe diferenca do ponto de vista estatistico entre os valores obtidos para cada grupo
e para cada leucograma. Os valores obtidos para os pesos dos bacos mostram diferenca
significativa quando comparados os provenientes dos animais do grupo controle e os
restantes, submetidos a imunossupressio. Estes, por sua vez considerados em con-
junto, ndo apresentam diferenca discernivel do ponto de vista estatistico. Com relaciio
ao segundo experimento, o nimero de leucScitos e os valores percentuais para linfécitos
e neutrdfilos apresentam comportamento estatistico semelhante ao referide para os
dados da primeira fase, havendo, além disso, congruéncia de dados ¢cm todos os grupos
e em todas as etapas do estudo, em ambas as fases. Deve ser ressaltado, ainda, o fato
de ter sido observada relacfo estreita e de tipo biunivoco entre a presenca de leveduras
no cérebro e a ccorréncia de c¢bito dos animais em todos os grupos e, em contrapartida,
o comprometimento generalizado dos outros o6rgéos estudados na vigéncia de condiches
gerais preservadas até a conclusiio do experimento.

COMENTARIOS

Embora a dexametasona ndo seja, entre os glicocorticoides, a droga com
maijor atividade imunossupressora, sua escolha justifica-se ndo s6 pela facilidade
de administragdo e pela boa difusibilidade em orgdos e tecidos mas, sobretudo,
por seu efeito cumulativo e pela possibilidade de induzir fendmenos de imunos-
supressdo de tipo cronico, objeto deste estudo. Como pode ser observado pela
andlise da tabela 1, embora em fase de crescimento, ndo houve ganho de peso
nos animais submetidos a ingestdo de dexametasona, como ccorre em condigdes
de real imunossupressdo 4813, O niimero de leucécitos sofreu reducgdo signifi-
cativa nos animais aos quais foi administrada dexametasona, como pode ser
verificado na tabela 2. Esta reducio ocorreu a custa da diminuicio do niimero
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absoluto de linfdcitos, cujos valores percentuais cairam drasticamente em com-
paracdo aos observados para neutrofilos (Tabelas 3 e 4). Estes ndo sofreram
alteracdo significativa em qualquer dos grupos: seu aumento percentual deve-se
a diminuicdo dos valores de linfécitos. Ericamento de pelos ocorreu apenas nos
animais submetidos a ingestdo de dexametasona, com relagio de tipo inverso
entre o teor da droga e o tempo decorrido até sua manifestacdo clinica. O peso
e estrutura histolégica dos bagos confirmam a vigéncia de imunossupressio
sistémica, ao final do experimento.

Nao pode, no entanto, ser afirmada com segurancga, nesta fase, a existéncia
de imunossupressdo a nivel do SNC. De fato, estudos sobre distribuicio de
dexametasona em tecido cerebral, in vivo, por técnicas de autorradiografia e
estudos de fracionamento de células, mostram existéncia de barreira hémato-en-
cefdlica ativa com relagdo & droga, sobretudo em receptores nucleares mapedveis
globalmente, mas com predominio nitido nos locais em que a fung¢do barreira é
menos efetiva 6.7,9,14,20,26, As modificagGes na producio local de glicocorticoides,
determinadas pelo excesso de dexametasona nos receptores celulares cerebrais 15:2+
em relacdo a fungdo barreira, bem como a interacio com elementos do sistema
imune ai sediados, nio sdo bem conhecidas 611,35, Uma vez atingidos niveis
imunossupressores no SNC, passam a ocorrer os efeitos da droga também sobre
os elementos celulares mais diretamente ligados 4 defesa local 1.2,5,16,17,18,25,

O efeito da dexametasona sobre os linfocitos provoca intensa depressdo na
ativacdo destes elementos celulares frente a heteroantigenos 18, sobretudo os
que demandam resposta do tipo celular, possivelmente bloqueando nio s6 a
proliferacdo de linfocitos, mas também alterando o equilibrio entre suas subpo-
pulagdoes auxiliadoras e supressoras e sua diferenciacio em elementos citoto-
xicos, sobretudo em condi¢cbes de cronicidade 2.

Os dados obtidos no segundo experimento, além de confirmarem os resulta-
dos do primeiro, permitem duas considera¢Ges principais. A primeira diz res-
peito & possibilidade de utilizacdo do modelo como teste diagndstico de certeza,
jA que, mesmo em boas condi¢hes gerais, sdo visualizadas leveduras em todos
os oOrgados estudados. Neste ponto é importante realcar que o ntimero de
criptococos inoculados é muito grande, mas guarda propor¢ia com os numeros
preconizados para modelos experimentais com outros tipos le microorganismos.
Mesmo nestas condi¢cdes, o nimero de leveduras encontradas nc segundo grupo
controle é muito pequeno, ao contrdario do que ‘ocorre nos grupos submetidos a
imunossupressao, nos quais havia infestagdo macica por Cryptococcus neoformans.
E possivel que, em condi¢coes de uso clinico do modelo, com numero estimado
de leveduras muito mais reduzido em cada inoculacio, esta diferenca quantita-
tiva possa assumir carater qualitativo de discriminacdo diagnostica.

Chama a atengdo, em segundo lugar, pelo seu grau de consisténcia, a
correlacdo entre a presenca de leveduras no SNC e o 6bito dos animais. Este
fato apresenta algum grau de correspondéncia com o observado na neurocripto-
cocose. humana, cuja morbidade e mortalidade sdo muito mais elevadas do que
as que ocorrem nas outras formas sistémicas, mesmo disseminadas 9. Verifi-
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ca-se que nem todos os animais submetidos a ingestdo de dexametasona foram
a obito, e que, quando este ocorreu, foi, quase invariavelmentc, nas primeiras
12 horas apdés a inoculagdo. Tal fato sugere que em alguns animais tenha
havido resisténcia 4 entrada das leveduras no SNC, o que propiciou sua sobre-
vida até o final do prazo de observagdo. A explicagio para a ocorréncia deste
fendmeno comporta, a nosso ver, duas hipoteses principais.

De acordo com a primeira hipotese, a dexametasona ndo teria de fato,
atingido niveis de imunossupressio no SNC, gracas a particularidades da fun-
¢do barreira com relacdo & dexametasona 3:12,27; neste caso, apenas os animais
imunossuprimidos teriam apresentado a forma nervosa da criptococose. De
acordo com a segunda hipdtese, gracas a duplicidade de acdo da dexametasona
sobre elementos celulares nervosos, inclusive células da glia e, concomitante-
mente, sobre células encarregadas da vigilincia e da resposta imunolégica
sediadas no SNC, teria ocorrido algum tipo de alteracio da barreira hémato-en-
cefalica que foi capaz de bloquear, em alguns animais, a entrada de criptococos.

Na anélise critica de ambas as hipdteses surge, como denominador comum,
a necessidade de reestudar aspectos especificos da fun¢io barreira hémato-ence-
falica. Esta tem sido conceituada, por vezes anhalogicamente, como causa formal
de particularizagdo da resposta imune no SNC, inclusive em agressdes infecciosas
de tipo oportunistico frente a imunossupressio mantida cronicamente.

RESUMO

Com o objetivo de padronizar modelo experimental de imunossupressio
foram selecionados dois lotes de 50 camundongos imptiberes, cada um dividido
em grupos de 10, e submetidos a acdo de dexametasona. O estudo foi dividido
em dois experimentos. No primeiro experimento foi utilizadc o primeiro lote
de animais e foram estabelecidas as condigOes para obteng¢ic de modelo de
imunossupressdo em camundongos mediante administracdo de dexametasona di-
luida na agua de consumo e ingerida ad libitum pelos animais. Entre os crité-
rios utilizados para avaliar a vigéncia de imunossupressio sdo realgados: a
ocorréncia de ericamento de pelos, leucopenia por diminuicio do numero de
linfécitos e hipotrofia do bago comparativamente aos controles, com hipoplasia
intensa de todas as estruturas linféides. No segundo experimento foi empre-
gado o segundo lote de animais e foi estudado o comportamento do modelo
experimental estabelecido. Os animais receberam, por via intraperitonial, nime-
ro aproximado del06 leveduras com os caracteres morfologicos do Cryptococcus
neoformans, provenientes de culturas de cepas patogénicas ao homem e isoladas
do liquido cefalorraqueano de pacientes com neurocriptococose. Apesar de ha-
verem sido identificadas leveduras em cortes histolégicos de pulmio, figado e
baco em todos os camundongos inoculados, somente ccorreu ¢ O6bito naqueles
em que havia acometimento do sistema nervoso central pela levedura (aproxi-
madamente 509% dos animais). A discussdo dos resultados obtidos e seu
significado inclui consideracGes sobre o possivel papel desempenhado pela fuu-
¢do barreira hémato-encefdlica no evento constatado.
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SUMMARY
Neurocryptococosis and immunossupression: an experimenial model in mice.

In order to accomplish a model for immunossupression in experimental
conditions two lots of 50 young mice were divided into grcups of 10, and
submitted to dexamethasone ingestion. Two experiments were considered in the
study. In the first experiment conditions for immunossupression were established
in 50 mice, by per os supply of several concentrations of dexamethasone in the
water given for normal daily intake ad libitum. Criteria of immunossupression
considered include: hair standing on end; leukopenia by decrcase of lymphocyte
population; spleen atrophy in relation to controls, with severe hypoplasy of all
lymphoid structures. In the second experiment another lot of 50 mice in
similar conditions established for the first experiment and concerning the
immunossupression were submitted to intraperitonial innoculation of near 10¢
Cryptococcus neoformans. Culture suspensions of cryptococci isolated from
cerebrospinal fluid samples of human neurocryptococcosis cases were used
for this purpose. Although fungi could be recognized in lungs, liver and spleen
from every mice innoculated, only those with central nervous system involvement
(near by an half of all) died. The discussion includes considerations about
the role of the blood-brain barrier function in the findings registered.
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