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RESUMO

Toxoplasma gondii é um parasito intracelular obrigatério com ampla distribuiio mundial. Ha
duas situacdes em que a toxoplasmose ¢ potencialmente grave: em pacientes imunodeprimidos e
quando adquirida de forma congénita. Utilizando a associagdo de farmacos sulfadizina,
pirimetamina e 4cido folinico, objetivou-se verificar a eficiéncia do tratamento em tecidos
placentéarios de Calomys callosus. Animais com 14 dias de gestagdo e indculo de 20 cistos da
cepa ME49 de Toxoplasma gondii, foram tratados com a associa¢do de farmacos e sacrificados
do 17° ao 20° dia de gestagdo/indculo. Tecidos placentarios foram processados para anélise
morfoldgica e imunohistoquimica. A eficacia do tratamento foi avaliada através do teste ndo-
paramétrico Mann Whitney, com nivel de significincia de P<0,05. A carga parasitaria nos tecidos
placentarios de fémeas que nfio receberam tratamento foi significativamente maior quando
comparada com animais tratados com a associagio (P<0,05). Os farmacos mostraram-se eficazes,
pois diminuiram a carga parasitaria indicando que a transmissdo vertical da toxoplasmose pode
ser diminuida em decorréncia do tratamento, sugerindo que C. callosus ¢ um bom modelo

experimental para estudos relacionados a eficacia do tratamento da toxoplasmose congénita.

Palavras - Chave: Calomys callosus, toxoplasmose congénita, tratamento.
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1. INTRODUCAO

1.1. Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii foi descrito no mesmo ano em dois paises diferentes. Splendore
(1908) descreveu a espécie em coelhos no Instituto Biolégico de S3o Paulo, no Brasil. Nicolle &
Manceux (1908) descreveu 7. gondii no roedor africano Crenodactylus gundi, no Instituto
Pasteur, na Tunisia (NEVES, 2002).

Toxoplasma gondii pertence ao reino Protista, sub-reino Protozoa, filo Apicomplexa,
classe Sporozoa, sub-classe Coccidia, ordem Eucoccidia, sub-ordem Eimeriina, familia
Sarcocystidae, género Toxoplasma (REY, 2001). E um protozodrio cosmopolita, parasito
intracelular obrigatério ¢ capaz de infectar um amplo espectro de hospedeiros, que incluem todos
os animais de sangue quente e alguns invertebrados (NEVES, 2002).

Quanto & sua morfologia, 7. gondii possui estrutura alongada com forma de curva ou em
crescente, podendo também ser visualizado em formato oval, indicando inicio do processo de
divisio celular (REY, 2001). Ha presenga de um nucleo, situado no meio do corpo ou mais
préximo da extremidade posterior, todas as organelas de células de eucariontes, além de outras
tipicas do parasito. Possui uma membrana externa simples € uma membrana interna dupla,
formada pelo acoplamento de duas membranas unitarias. A membrana externa ¢ continua,
enquanto que a interna ¢ fenestrada ¢ incompleta, principalmente no pélo anterior do parasito
(DUBEY et al. 1998; REY, 2001).

Na regifio anterior do parasito localiza-se o aparelho apical que consiste em uma prega na
membrana plasmatica que delimita uma depressdo central. O condide, que se situa abaixo desta
depressio, é uma organela em forma de cone oco e é composto por trés anéis de microtibulos.
Dos trés anéis, dois s3o encontrados na prépria regidio apical e um deles, que se localiza mais
posteriormente, ¢ conhecido como anel polar. Entre o anel apical inferior e o anel polar ha de seis
a oito microtiibulos que se cruzam obliquamente. Além disso, partem do anel polar vinte e dois
microtibulos, que se dispdem espiralmente sob o complexo da membrana interna e vao ate a

regido posterior do parasito (FERRO, 2000; REY, 2001).



No interior do condide encontram-se as ropirias € micronemas, que sdo organelas
secretoras. A protedlise induzida por essas organelas estd intimamente associada a invasio de T
gondii a cé€lula hospedeira (CARRUTHERS, 2006).

As roptrias estdo associadas a invasdo propriamente dita, ou seja, elas atuam na
internalizagdo do taquizoita no vactolo parasitéforo. Isso € feito através da liberagdo de enzimas
proteoliticas, como a ROP-1 ou PEF (fator de incremento de penetra¢io) (FERRO, 2000;
NEVES, 2002). Além disso, as roptrias liberam seu contetido no citoplasma da célula hospedeira
e as proteinas (ROP) liberadas atuam na formagdo do vacuolo parasitoforo e ficam associadas a
ele mimetizando uma possivel organela da célula hospedeira (CARRUTHERS, 2002). A primeira
proteina liberada pelas roptrias a ser identificada foi a ROP-2, que é uma proteina
transmembranica do vacuolo parasitéforo que circunda o parasito ¢ fica exposta no citoplasma da
célula hospedeira. A ROP2 possui uma fungio importante, j& que, é ela quem faz a associagfio da
mitocOndria da célula hospedeira ao vactolo parasitoforo (HAJJ et al., 2006).

As micronemas sio organelas secretoras de moléculas adesivas e localizam-se na regifio
apical do parasito, abaixo do complexo da membrana interna. Essas organelas atuam no
reconhecimento € na adesdo inicial do parasito aos receptores de superficie da célula hospedeira
(CARRUTHERS, 2002; NEVES, 2002). Algumas proteinas presentes nas micronemas ja foram
descritas, dentre elas estio as MIC-1, MIC-4 ¢ MIC-6, que possuem propriedades de adesdio
celular. A MIC-2, que estd presente em todos os estdgios invasivos do parasito, possui um papel
importante no reconhecimento da célula hospedeira (CARRUTHERS, 2002; SIBLEY, 2004).

Além destas organelas, pode-se observar também no citoplasma de 7. gondii estruturas
envoltas por membranas e de contetido elétron-denso. Essas estruturas sdo chamadas de granulos
densos e contém uma familia de glicoproteinas de diferentes pesos moleculares. Uma das funcgdes
dos granulos densos ¢ a liberagdo das glicoproteinas no vacuolo parasitéforo, impedindo a fusio
dos lisossomos ao vactiolo, permitindo a manuten¢3o do parasito no hospedeiro. Além disso,
esses granulos promovem a obtengdo de nutrientes do hospedeiro (CARRUTHERS, 2002;
FERRO, 2000).

Toxoplasma gondii, assim como os outros parasitos do filo Apicomplexa, invade a célula
alvo através de mecanismos dinadmicos, diferentemente da forma de invasio de outros
microorganismos intracelulares. A maioria dos virus e das bactérias intracelulares requer a

participagdo da célula hospedeira, a qual engolfa os microorganismos que invadem o hospedeiro



via endocitose ou fagocitose. Ao contrario, 7. gondii penetra ativamente na célula hospedeira em
um processo dependente de actina ¢ miosina do parasito (CARRUTHERS, 2002; SIBLEY,
2004).

O processo de invasdo leva de 10 a 20 segundos ¢ inicia-se com o reconhecimento do
parasito & célula alvo. Em seguida, ha adesdo de T. gondii a célula através das proteinas adesivas
secretadas pelas micronemas. Apds a adesdo ha liberagio, pelas roptrias, de enzimas proteoliticas
que auxiliam o parasito a invadir a célula hospedeira (CARRUTHERS, 2006; SIBLEY, 2004).

A penetragio celular de 7. gondii se da através de um processo de motilidade denominado
“oliding”, que consiste de movimentos espiralares do parasito. Esse processo ¢ dirigido pelo
sistema actina-miosina, que conecta a membrana interna dupla do parasito a proteinas adesivas
transmembranicas secretadas pelas micronemas (CARRUTHERS, 2006).

O mecanismo de invasdo finaliza-se com a secre¢do de antigenos pelo protozoario ¢

modificacdes estruturais na membrana do vaciolo parasitéforo (CARRUTHERS, 2002).

1.2. Formas infectantes

Toxoplasma gondii possui trés formas infectantes: a) taquizoitas (presentes em grupos ou
clones); bradizoitas (presentes em cistos teciduais); c) esporozoitos (encontrados em oocistos)

(DUBEY et al., 1998).

e Taquizoitas (Tachis = rapido)

Frenkel (1973) foi o primeiro a descrever essa forma, a primeira de 7. gondii a ser
descrita. Os taquizoitas apresentam-se na forma oval ou crescente, possuem uma das
extremidades mais afilada e a outra arredondada. Os taquizoitas medem cerca de 2 — 4 pum de
largura ¢ 4 — 8 um de comprimento e apresentam um nticleo em posi¢io central (MONTOYA;
LIESENFELD, 2004; NEVES, 2002).

Ultra estruturalmente taquizoitas apresentam vérias organelas, tais como: anéis apicais €
polares, roptrias, micronemas, conéide, mitocondrias, complexo de Golgi, ribossomos, entre
outras (DUBEY et al., 1998). Além disso, expressam genes estagios-especificos como SAG-1 e
LDHI1 (EATON et al., 2006).

Taquizoita é uma forma mével e de multiplicagdo rapida, pelo processo de endodiogenia

(NEVES, 2002). Desta forma, os taquizoitas constituem a forma invasiva de T. gondii,



responsével pelas manifestagdes da infecgfo aguda. Nesta fase da infecgfio ocorre parasitemia,
podendo causar as manifestagdes clinicas da toxoplasmose. Na fase aguda da doenga ¢ possivel
encontrar taquizoitas no sangue, linfa, exsudatos e secregdes, bem como em diversos tipos
celulares do organismo do homem e de animais (FARHAT et al, 1998; MONTOYA;
LIESENFELD, 2004).

Os taquizoitas s3o pouco resistentes a agdo do suco géstrico (NEVES, 2002). Além disso,
eles sdo muito estudados em relagdo a agdo de medicamentos, ja que sdo muito vulneraveis aos
fatores de defesa produzidos pelo sistema imunolégico (PEREIRA, 1998).

Através de mecanismos imunoldgicos do hospedeiro ha formago de cistos teciduais € ha
transformac@o de taquizoitas em bradizoitas (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

e Bradizoitas (Brady = lento)

Os bradizoitas s3o morfologicamente idénticos aos taquizoitas, porém, possuem
multiplicagio lenta e expressam algumas moléculas estagio — especificas, como BAG-1, CST-I e
LDH2. Os bradizoitas ficam protegidos pelo cisto e por isso s3o mais resistentes a pepsina,
tripsina e ao sistema imunolégico. Além disso, os bradizoitas possuem vacuolos citoplasmaticos
que provavelmente armazenam carboidrato (amilopectina), que ¢ importante na fase de laténcia.
O nucleo dos bradizoitas ¢é situado na regifio posterior, diferentemente dos taquizoitas que
possuem nucleo na regido central. (DUBEY, 2004; EATON et al., 2006; MCLEOD et al., 1991;
MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

Essa forma de 7. gondii € encontrada no interior de cistos que s3o formados nos tecidos
do hospedeiro. Esses cistos possuem tamanho variado, que vai de 5 a 70 um e podem conter de
centenas a milhares de bradizoitas em seu interior (DUBEY, 2004). Além disso, os cistos
teciduais sdo geralmente encontrados na fase cronica da toxoplasmose também chamada de
periodo de laténcia da infecgdo (NEVES, 2002).

Os cistos podem permanecer nos tecidos por toda a vida do hospedeiro. Caso haja uma
imunossupressdo, os bradizoitas voltam a se multiplicar rapidamente, sido liberados e ha

disseminagdo do parasito no organismo sob a forma de taquizoitas (KRAVETZ; FEDERMAN,
2005).



e OQocistos

Os oocistos sdo esféricos, medem cerca de 10 x 12 pm e possuem uma parede dupla
muito resistente ao meio. A liberagio desses oocistos, pelas fezes dos felideos, ocorre em um
periodo de 7 a 21 dias, apds a ingestdo de parasitos, e quando liberados estdo imaturos. Apds a
esporulagdo, que ocorre no meio ambiente em cerca de 1 — 5 dias ap6s serem liberados, os
oocistos passam a conter em seu interior dois esporocistos, com quatro esporozoitos cada,
tornando-se infectantes (DUBEY, 2004; NEVES, 2002).

Oocistos podem permanecer infectantes por mais de um ano apds a esporulagdo, se
estiverem em ambiente adequado, ou seja, locais umidos e com altas temperaturas, em torno de
37°C (KRAVETZ; FEDERMAN, 2005). Infec¢des em mamiferos aquaticos indicam que os

oocistos s3o capazes de sobreviver também em aguas marinhas (HILL; DUBEY, 2002).

1.3. Ciclo de vida

O ciclo biolégico de T. gondii se processa em duas fases distintas: a fase assexuada e a
sexuada. Os felideos dos géneros Felis € Lynx sdo os hospedeiros definitivos porque apresentam
a fase coccidiana do ciclo, na qual ocorre uma etapa assexuada (merogonia) € uma sexuada
(gamogonia). J4 os outros animais, como mamiferos ¢ aves, possuem apenas o ciclo assexuado
do parasito e sdo considerados hospedeiros intermediarios de T. gondii (DUBEY, 2004; DUBEY
et al., 1998; NEVES, 2002).

Os felideos podem se contaminar ao ingerir cistos teciduais contendo bradizoitas, oocistos
maduros ou taquizoitas, dando inicio a fase enteroepitelial do ciclo, que ocorre em células
epiteliais do intestino delgado desses animais (NEVES, 2002). Esses sfo os Unicos animais
capazes de eliminar oocisto de 7. gondii nas fezes. Essa eliminago ocorre de 3 a 10 dias apés a
ingestdo de cistos teciduais, 18 dias apds ingestdo de oocistos € 13 dias apos ingestdo de
taquizoitas. Quando ha ingestdo de taquizoitas ou oocistos cerca de 30% dos gatos passam a
eliminar oocistos, no entanto, aproximadamente 100% dos gatos passam a eliminar oocistos apds
ingerirem cistos teciduais (DUBEY et al., 1998).

O ciclo induzido pela ingestdo de bradizoitas é o mais conhecido em detalhes. Apds a
ingestdo de cistos teciduais pelos felideos, inicia-se a fase coccidiana do ciclo. A parede do cisto
¢ digerida por enzimas proteoliticas no estdmago desses animais, promovendo a liberagdo de

bradizoitas que penetram nas células do estdmago e do intestino. Nas células epiteliais do



intestino, ha o inicio da etapa assexuada do ciclo, na qual os parasitos comegam a se multiplicar
através do processo de endodiogenia (merogonia). Ha entdo a formag@o de merozoitos no interior
do vactiolo parasitéforo, esse conjunto recebe o nome de esquizonte maduro (DUBEY, 2004,
DUBEY et al., 1998).

A etapa sexuada do ciclo coccidiano se inicia quando ocorre o rompimento da célula
infectada com conseqiiente liberagdo dos merozoitos. Estes penetram em outras células epiteliais
e se transformam em formas sexuadas masculinas e femininas, que apos a maturagdo formam os
gametas femininos imoéveis (macrogametas) e masculinos moéveis (microgametas). Os
microgametas saem das células e fecundam o macrogameta, presente em outras células. Depois
da fertilizagdo ha formacdo de uma parede externa envolta do zigoto, dando origem ao oocisto
imaturo que ¢ liberado para o meio junto com as fezes dos felideos (DUBEY, 2004; NEVES,
2002).

A matura¢io do oocisto ocorre no meio externo em um periodo de 1 a 5 dias apds a
eliminagdo. Essa maturagdo ocorre através de um processo denominado esporogonia, que da
origem a esporozoitos no interior dos oocistos, tornando-os infectantes aos hospedeiros (NEVES,
2002; REY, 2001).

Os hospedeiros definitivos, como o homem, por exemplo, podem adquirir a infec¢do por
diferentes maneiras. Através da ingestdo de oocistos, que presentes no solo podem contaminar
agua ¢ alimentos; ingestdo de cistos teciduais presentes em carnes cruas ou mal passadas;
ingestdo de taquizoitas que podem estar presentes em liquidos bioldgicos (saliva, leite, esperma);
transplantes de 6rgdos e infecgdes transplacentarias (FERREIRA; AVILA, 2001; MONTOYA,;
LIESENFELD, 2004).

Uma vez que o hospedeiro intermedidrio entra em contato com uma das formas
infectantes de 7. gondii, o parasito sofre intensa multiplicagio e penetra em varios tipos celulares
do organismo hospedeiro, local onde o parasito forma o vacuolo parasitoforo e se multiplica por
endodiogenia formando novos taquizoitas. Estes rompem as células parasitadas e infectam outras
células, essa fase proliferativa de taquizoitas ¢ chamada de fase aguda da toxoplasmose. Através
de mecanismos imunolégicos do hospedeiro, ocorre diminui¢do da quantidade de parasitos
circulantes no organismo e alguns taquizoitas evoluem para bradizoitas com a formagdo de cistos,

essa ¢ a fase cronica da doenga. Se ndo houver nenhum disturbio no sistema imunoldgico essa



fase pode se estender por toda a vida do hospedeiro (MONTOYA; LIESENFELD, 2004;
NEVES, 2002).

1.4. Cepas de Toxoplasma gondii

As cepas podem ser de linhagem virulenta ou avirulenta. Quando virulentas, a
multiplicagio extracelular de taquizoitas ocorre em ritmo acelerado e a produc@o de cistos ¢ lenta.
Ja no caso de cepas avirulentas, os taquizoitas se multiplicam lentamente e a formag@o de cistos
teciduais é mais rapida (REY, 2001). A viruléncia das cepas é um dos fatores que determinam o
carater patogénico das mesmas (SUZUKI et al., 1989).

Estudos recentes demonstraram que algumas variabilidades nas manifestagdes clinicas da
infecgdo por T. gondii, estdo associadas ao tipo de cepa (VILLENA et al., 2004).

J4 foram descritas duas classes clonais de cepas, as recombinantes, que possuem o0
gendtipo identificado, € as exoticas, que sdo cepas cujos gendtipos diferem das recombinantes
(BOOTHROYD; GRIGG, 2002; VILLENA et al., 2004).

Na classe clonal das cepas recombinantes hd, descritas, trés linhagens clonais, tipos I, Il e
I11. As cepas de tipo I (RH, CAST e VEL) sio virulentas em camundongos causando até a morte
dos animais e estio associadas, em humanos, a manifestagdes clinicas graves da toxoplasmose
(AJZENBERG et al., 2005; BOOTHROYD; GRIGG, 2002).

As cepas de linhagens tipo II (ME49, PDS ¢ PLK) e tipo III (CEP ¢ VEG) sdo avirulentas
em camundongos. Em seres humanos, a cepa de tipo II predomina em infec¢Ges congénitas e em
pacientes com AIDS (BOOTHROYD; GRIGG, 2002).

O sistema imunoldgico, de pessoas imunocompetentes, promove a defesa contra cepas
dos tipos II e III, porém, ele nfio é capaz de controlar a disseminagio de parasitos de cepas do tipo
I e exdticas. Isso influencia na viruléncia das cepas ¢ na patogenia da infecgdo (BOOTHROYD;
GRIGG, 2002).

Estudos demonstraram que o indculo de apenas um taquizoita da cepa RH (tipo I) €
suficiente para gerar alta carga parasitiria e altos niveis de citocinas Thl, que aumentam a
apoptose ¢ danos aos drgios do hospedeiro. Enquanto que, sdo necessérios sucessivos inoculos
com elevadas cargas parasitarias, de cepa do tipo II, para se observar a mesma reagéio (SAEII et

al., 2005).



Cepas exdticas ou atipicas sdo freqlientemente observadas em paises como a Africa € o

Brasil, devido a grande diversidade de hospedeiros intermediarios e definitivos de T. gondii

(AJZENBERG et al., 2005).

1.5. Toxoplasmose

A toxoplasmose € a zoonose causada pelo protozodrio Toxoplasma gondii. Essa
protozoose, ao contrario de outras doengas causadas por outros parasitos, ndo € restrita as regides
tropicais e subtropicais. A toxoplasmose possui ampla distribuigdo geografica e estima-se que
aproximadamente 25% da populagdo mundial apresenta-se infectada por T. gondii (FERREIRA
et al., 2004; SPALDING et al., 2003).

Os altos indices de infec¢do da populagdo fazem com que a doenga seja uma ameaga a
saude humana. Nos Estados Unidos, por exemplo, a toxoplasmose € considerada a terceira maior
causa de morte por contaminagdo alimentar (CARRUTHERS, 2002). No Brasil, pesquisas
soroldgicas revelam que 40 — 80% da populagéo ¢ positiva para T. gondii (NEVES, 2002). Em
algumas 4reas brasileiras, aproximadamente 60% das criangas, entre 6-8 anos, possuem
anticorpos contra o parasito (HILL; DUBEY, 2002).

A prevaléncia de pessoas infectadas com a doenga esta relacionada com diversos fatores
que variam de uma regido para outra. Dentre os fatores estdo, as condigdes ambientais, o
desenvolvimento da regido e os hébitos higiénicos ¢ alimentares da populagio (DUBEY;
BEATTIE, 1988, REMINGTON; KLEIN, 2001). Na Fran¢a, por exemplo, a prevaléncia de
pessoas positivas para 7. gondii ¢ alta, cerca de 80%, ja que os franceses possuem o habito de
comer carne mal cozida (REMINGTON; KLEIN, 2001). Nos paises tropicais a prevaléncia da
infeccdo também ¢ alta, j4 que o clima nesses lugares favorece a esporulacio e a sobrevivéncia
dos oocistos (JONES et al., 2001).

A infecgdo possui dois estagios: fase aguda e fase cronica. Na fase aguda ha predominio
de taquizoitas, que através, principalmente de mondcitos, disseminam-se pelo sangue do
hospedeiro, até que haja o desenvolvimento da resposta imunoldgica, o que ocorre apds 7 — 10
dias de infecgdo (KRAVETZ; FEDERMAN, 2005). E nessa fase que podem ocorrer algumas
manifestagdes clinicas, como a febre e a linfadenopatia. Porém na maioria dos casos, cerca de 85

—90%, a doenga se processa de forma assintomatica (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).



A fase cronica estabelece-se apds haver resposta imunoldgica, humoral e celular, contra o
patégeno. Entretanto o sistema imunoldgico ndo elimina completamente a infecgdo,
permanecendo cistos teciduais, que podem permanecer por toda a vida do hospedeiro (DUBEY,
2004; FERREIRA; AVILA, 2001).

As manifestagdes clinicas e a severidade da infec¢do dependem da interagdo entre o
parasito ¢ o hospedeiro e incluem, a viruléncia da cepa, o tamanho do inéculo, a rota de infecgéo,
a capacidade de resposta imune (humoral e celular) do hospedeiro, a integridade das mucosas e
das barreiras epiteliais do hospedeiro, a idade e o background genético do hospedeiro (RORMAN
et al., 2005).

Em individuos imunocompetentes, a toxoplasmose geralmente cursa de forma benigna.
Mas ha dois casos em que a doenga é potencialmente grave: em pacientes imunocomprometidos e

quando ha transmissdo congénita da doenga (GROSS et al., 2004).

1.6. Toxoplasmose em pacientes imunocomprometidos

Diferentemente do que ocorre em individuos imunocompetentes, a toxoplasmose em
pacientes imunocomprometidos cursa de forma grave e pode ser uma ameaga a vida
(MONTOYA; LIESENFELD, 2004). O comprometimento do sistema imune pode ser causado
por tratamento com drogas imunossupressoras, transplantes de érgdos ¢ doengas que afetam o
sistema imunolégico, como a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (FERREIRA;
AVILA, 2001).

Os mais severos efeitos patoldgicos causados por 7. gondii ocorrem quando o sistema
imunoldgico do hospedeiro ¢ afetado € o parasito re-emerge de um estado latente. Quando ha
disfungdo do sistema imune, os mecanismos de defesa do organismo ficam prejudicados, dessa
forma os bradizoitas passam a se replicar rapidamente € assumem a forma de taquizoitas, que
ganham a circulagdo sanguinea e invadem orgéos e tecidos (CARRUTHERS, 2002; FERREIRA;
AVILA, 2001).

A reativagdo da doenga pode ocorrer em varios tecidos, mas o de maior importancia
clinica ¢ o sistema nervoso central, onde a replicagio descontrolada do parasito causa encefalites
toxoplasmicas. A reativagdo da toxoplasmose € particularmente séria em pacientes que passaram
por transplante de medula 6ssea, o indice de mortalidade nesses casos € freqiientemente maior
que 90% (CARRUTHERS, 2002).
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No caso de transplante de 6rgéos, a infecg¢@o estd associada a duas diferentes situagdes. A
doenga pode ser transmitida durante o transplante, quando o doador é positivo e o receptor
negativo. Ou pode ainda ser causada por reativagdo, em pacientes em fase cronica da infecg@o,
devido a terapia imunossupressora que ¢ indicada a pacientes transplantados (HILL; DUBEY,
2002).

Nas duas ultimas décadas, a toxoplasmose emergiu como a maior € mais comum infec¢do
oportunista associada 2 AIDS (CARRUTHERS, 2002). Estima-se que 10% dos pacientes com
AIDS, nos Estados Unidos, € 30% na Europa, morreram devido a toxoplasmose (HILL; DUBEY,
2002). O sinal clinico mais comum nesses casos ¢ a encefalite toxoplasmica, que causa
calcificagbes intracranianas. O quadro de pneumonite também ¢é freqiientemente observado
nesses casos (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; PASSOS et al., 2000).

Outras manifestagdes clinicas observadas em pacientes imunocomprometidos com
toxoplasmose sdo deficiéncias motoras e mentais, retardamento mental e toxoplasmose pulmonar

que causa insuficiéncias respiratérias (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

1.7. Toxoplasmose congénita

A transmissdo congénita da toxoplasmose ocorre quando a mulher adquire a infec¢io
durante o periodo gestacional (JONES et al., 2001). A toxoplasmose congénita é grave ¢ pode
causar sérios danos ao feto quando infectado. A incidéncia da infec¢iio congénita varia entre os
paises, estima-se mundialmente que de cada 1000 nascimentos de 3 - 8 bebés sdo infectados
intra-uterinamente (RORMAN et al., 2005). Estudos demonstraram que nos Estados Unidos, pais
considerado com baixa incidéncia de toxoplasmose congénita, a doenca afeta de 500 a 5000
recém nascidos a cada ano (BOYER et al., 2005).

A prevaléncia de mulheres, em idade gestacional, soro-positivas para T. gondii é de 15%
nos Estados Unidos, de 58% na Europa Central, de 51 - 72% na América Latina ¢ de 54 - 77%
em paises africanos (RORMAN et al., 2005).

Mulheres infectadas cronicamente, quando imunodeprimidas, também podem transmitir o
parasito ao feto, resultando em toxoplasmose congénita. Nesse caso, com a supressio do sistema
imune, ha reativagdo da doenga e posterior infecgdo placentaria e fetal (CHEN et al., 2005).

Bachmeyer e colaboradores (2006) notificaram um caso de transmissdo congénita da
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toxoplasmose em conseqiiéncia de reativagdo da infecgdo, em uma mulher que ndo estava

severamente imunodeprimida.

Na toxoplasmose congénita, o parasito, que se encontra na forma de taquizoita, ganha a
circulagdo fetal apds haver a infecgdo da placenta (BACHMEYER et al., 2006). Ao entrar em
contato com o parasito, o feto pode apresentar infec¢do com diferentes graus de severidade
dependendo da viruléncia da cepa de T. gondii, da capacidade de resposta imune materna durante
a parasitemia ¢ do periodo gestacional (RORMAN et al., 2005; SPALDING et al., 2003). A
probabilidade de haver transmissio congénita da toxoplasmose é de 50% (JONES et al., 2003).

A probabilidade de haver infec¢do fetal quando a primo infecgdio materna ocorre no
periodo pré-concepgdo, € de apenas 1%. Quando a mulher adquire a infec¢do no primeiro e
segundo trimestres de gestagdo, a chance de ocorrer transmiss3o da doenga para o feto é de 10 -
25%, enquanto que, quando ocorre no terceiro trimestre gestacional, a infeccdo fetal ocorre com
maior freqiiéncia, em cerca de 60 - 90% dos casos (JONES et al., 2003; MONTOYA;
LIESENFELD, 2004).

Entretanto, os danos causados aos fetos, em conseqiiéncia da infecgdo por 7. gondii, sdo
mais graves quando a transmisso da doenga se d4 no primeiro ¢ segundo trimestres de gestagdo ¢
mais amenos quando a infec¢do fetal ocorre no terceiro trimestre gestacional (KRAVETZ;
FEDERMAN, 2005).

Quando infectados alguns fetos podem apresentar sinais clinicos da toxoplasmose antes
do nascimento, como calcificagdes intracranianas, dilatagéio ventricular e aumento hepatico. J4 as
manifestagdes clinicas em neonatos podem variar e incluem: hidrocefalia, microcefalia,
coriorretinite, estrabismo, cegueira, retardo psicomotor e mental, trombocitopenia e anemia
(MONTOYA; LIESENFELD, 2004). A triade cléssica da toxoplasmose que inclui coriorretinite,
calcificagdo intracraniana e hidrocefalia, é encontrada em menos de 10% dos casos de infecgdo
congénita (RORMAN et al., 2005). A infec¢io aguda materna também pode levar a morte do
feto, causando abortos (CHEN et al., 2005).

As manifestagSes clinicas da toxoplasmose em recém nascidos podem ser confundidas
com infec¢do por outros agentes, como por exemplo, citomegalovirus, virus Herpes simplex,
virus da rubéola, além de eritroblastose fetal e algumas doengas degenerativas (FARHAT et al.,

1998; JONES et al., 2003).
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Na maioria dos casos (70 — 90%) os recém nascidos sio assintomaticos para a doenga e
podem desenvolver lesdes na segunda ou terceira décadas de vida, sendo que, 80% das criangas
que nascem com toxoplasmose congénita desenvolvem problemas de aprendizagem ou visuais na
vida adulta (JONES et al.,, 2003; RORMAN et al., 2005). Estudos realizados por Vutova e
colaboradores (2002) demonstraram que a manifestagdo clinica ocular mais fregiiente (92% dos
casos) decorrente da toxoplasmose congénita ¢ a coriorretinite (RORMAN et al., 2005).

A educagdo da populagdo e, principalmente, das mulheres, sobre a doenca e sobre as
formas de prevengdo, diminui significativamente a incidéncia da toxoplasmose congénita

(KRAVETZ; FERDERMAN, 2005).

1.8. Diagnoéstico da toxoplasmose

O diagndstico da toxoplasmose ¢ feito, principalmente, por testes soroldgicos. Os testes
sorologicos sdo realizados tendo como objetivo a detecgdo de anticorpos IgG e IgM, que sio
muito importantes para a confirmagéo, ou nio, da doenga (GROSS et al., 2004).

A detecglo de anticorpos pode ser feita através do teste ELISA, que ¢ uma reagdo
imunoenzimatica, quantificada através da reagio enzima — substrato. A enzima pode ser ligada a
um anticorpo especifico e pode ser usada para a detecgio de antigeno (ELISA indireto), ou ainda,
a enzima pode ser utilizada para detectar anticorpo (ELISA dircto). Basicamente o teste consiste
de uma reagdo antigeno — anticorpo, na qual utiliza -se um anticorpo marcado com uma enzima,
neste caso a peroxidase. O substrato é capaz de produzir uma coloragdo apds sua reagdio com a
enzima ou complexo anticorpo — enzima usada na reagdo. O produto calorimétrico formado pode
ser visualizado ¢ mensurado com o auxilio de um espectrofotometro — leitor de ELISA
(FERREIRA; TEIXEIRA, 2005).

O teste utilizado neste trabalho foi o ELISA indireto que pode ser assim sintetizado.
Primeiramente, coloca-se o antigeno na placa, em seguida adiciona-se o soro contendo anticorpos
especificos para o antigeno. Apds a incubagio e lavagens consecutivas, sdo adicionados os
anticorpos anti-imunoglobulinas (IgG ou IgM) marcados com uma enzima (conjugado), estes
anticorpos s3o contra as porgdes Fc do anticorpo presente no soro. Em seguida, coloca-se o
substrato contendo o cromdgeno. A reagdio é considerada positiva quando hd mudanga de
coloracdo, que € resultado da reag¢fio da enzima com o substrato solivel. Essa mudanga de cor é

entéo lida através de um comprimento de onda préprio, utilizando-se um leitor de ELISA, que na
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verdade € um espectrofotdmetro, capaz de ler uma placa de 96 pogos (também chamadas de
microplacas) (FERREIRA; TEIXEIRA, 2005).

A detec¢@o de anticorpos IgM indica infecg¢do aguda, ja que, os titulos deste anticorpo
podem ser detectados sete dias apés a infecgdo, alcangam titulo maximo em poucas semanas e
declinam gradualmente. J4 quando ha detec¢io somente do isotipo IgG, a infecgdio pode estar na
fase cronica, estes anticorpos atingem titulagdo maxima em, cerca de 6 semanas e permanecem
com baixos titulos por toda a vida (FERRO, 2000). Entretanto, estudos demonsiraram que o
anticorpo IgM pode permanecer por mais de 18 meses apds a infecciio, levando a resultados
soroldgicos falso positivos (JONES et al., 2003).

Uma das formas de determinagdo, em pacientes imunocompetentes, de fase aguda ou
cronica da infecclo é pela realizagio de testes soroldgicos ELISA avidez (SUKTHANA, 2006).
Avidez do anticorpo indica a forca total da interag3o entre o anticorpo ¢ o antigeno, ou seja,
indica a afinidade funcional do anticorpo pelo antigeno (ROITT, 2003). Anticorpos IgM possuem
baixa avidez, o diagnéstico deve ser baseado na avidez de IgG, ja que, no inicio da infecgdo a
avidez deste anticorpo é baixa. A medida que a infeccdo progride, ha maturagdo da resposta
imunolégica, e o anticorpo IgG passa a apresentar alta avidez (REMINGTON et al., 2004,
SUKTHANA, 2006).

No caso de mulheres gravidas um diagnéstico preciso é extremamente importante, sendo
necessaria a determinagdo da fase da infec¢do em que a mie se encontra para se avaliar os riscos
de transmissio da doenga ao feto. Dessa forma, outros testes complementares podem ser
realizados para determinar o tempo de infecciio materna. Teste de avidez de IgA, IgE e IgG sdo
utilizados para diagnosticar, de forma mais precisa, infeccio aguda (SUKTHANA, 2006). Assim,
mulheres gravidas devem sempre recorrer a laboratérios de referéncia no diagnéstico da
toxoplasmose (JONES et al., 2003).

Quando diagnosticada a infecgdo materna aguda, o préximo passo é verificar se o feto
tambem foi infectado. O diagndstico fetal, através de testes sorolégicos, nem sempre é seguro, ja
que, alguns fetos com toxoplasmose congénita apresentaram-se negativos para anticorpos IgM e
IgA. O anticorpo IgG também ndo ¢ indicador de infecgfo, uma vez que esses anticorpos sdo
transmitidos, via placenta, da mae para o feto. Dessa forma, o teste mais utilizado é 0 PCR que é
feito em fluido amnidtico, tecidos placentarios, sangue, urina e fluido cerebroespinhal

(REMINGTON et al., 2004),
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Para o diagndstico de pacientes imunocomprometidos, a detecgio de anticorpos
especificos IgA e/ou IgE sdo indicadores de reativagdo da doenga, entretanto, nio permitem a
distingdo clara da encefalite toxoplasmica (sintoma caracteristico da toxoplasmose em pacientes
imunocomprometidos) de linfoma. Testes de avidez de IgG também nio auxiliam em casos de
reativagio da doenga. Assim, o diagnéstico, nesses casos, ¢ feito por detecgdo direta do parasito a

partir do fluido cerebroespinhal ou por biépsia utilizando PCR (GROSS et al., 2004).

1.9. Tratamento da toxoplasmose

A primeira contribui¢do importante para o tratamento da toxoplasmose foi dada em 1941
por Sabin e Warren, quando verificaram-se que as sulfonamidas possuiam efeito no tratamento da
doenga em camundongos. Em 1943, Bioca e N6brega determinaram que dentre as sulfonamidas,
a sulfadiazina era uma das mais eficientes contra o parasito. Finalmente, em 1952 Summers,
Eyles e colaboradores verificaram que a pirimetamina também tinha efeito contra 7. gondii € que,
quando usada em associa¢do com a sulfadiazina, produzia maior nimero de curas do que as
drogas testadas até aquela época (PESSOA, 1977).

O tratamento da toxoplasmose é um assunto muito discutido, j& que ha poucos estudos
realizados com seres humanos, sendo que a maioria deles é realizada em animais de laboratério, ¢
ha controvérsia quanto a posologia ¢ a duragio da terapéutica (REY, 2001).

Outro fator agravante acerca do tratamento da toxoplasmose é que as drogas que sdo
efetivas contra a doenga s3o muito téxicas, causando diversos efeitos colaterais aos pacientes
submetidos ao tratamento. Além disso, os firmacos atuam apenas sobre a forma proliferativa de
T. gondii (taquizoitas), ndo sendo uteis para erradicar as formas encistadas do parasito (FARHAT
et al., 1998; REY, 2001). Djurkovic-Djakovic e colaboradores (2002) demonstraram que os
farmacos atovaquone e clindamicina, quando usados em combinagdo, sdo eficazes no tratamento
de modelos murino infectados com a cepa cistogénica ME49 de T. gondii. Em 2006, Ferreira e
colaboradores demonstraram que a droga PHNQG6 quando combinada com a sulfadiazina, ¢ eficaz
no tratamento de toxoplasmose cronica em camundongos. Porém n3o ha estudos em seres
humanos que demonstrem a eficacia dos farmacos em cistos do parasito.

A toxoplasmose, em pacientes imunocompetentes causa infecgdes brandas e muitas vezes
imperceptiveis, sendo posteriormente controlada pelo sistema imune do hospedeiro. Por isso, nfio

se recomenda tratamento para a doenga nesses casos. H4 trés situagdes em que o tratamento da
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toxoplasmose ¢ indicado: infecgdo em pacientes imunodeprimidos, pessoas com AIDS, por
exemplo, nas quais ocorre a reativagdo da doenga; toxoplasmose ocular; e infec¢do congénita
(JONES et al., 2001; RORMAN, 2005).

No caso de pacientes imunodeprimidos, indica-se um tratamento baseado na combinagdo
dos farmacos sulfadiazina, pirimetamina e 4cido folinico. Entretanto, cerca de 40 — 50% dos
pacientes que sao submetidos a esse tratamento, desenvolvem algum efeito colateral e necessitam
de mudanga das drogas (SUKTHANA, 2006).

No caso de pacientes com intolerdncia a sulfadiazina, pode haver substituigio pela
clindamicina, que & eficiente contra 7. gondii quando administrada em combinag¢do com a
pirimetamina (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). A clindamicina atua na subunidade 50S dos
ribossomos e suprime a sintese protéica e demonstra boa atividade no tratamento de encefalites
causadas pela toxoplasmose (GILMAN, 1997).

Estudos recentes demonstraram que o atovaquone, droga que inibe o ciclo respiratorio do
parasito, também ¢ eficiente no tratamento de encefalites toxoplasmicas, em modelos murinos
com reativacio da toxoplasmose (DUNAY et al., 2004).

O tratamento da toxoplasmose em pacientes imunodeprimidos deve ser mantido por toda
a vida do paciente, para prevenir encefalites toxoplasmicas recorrentes (SUKTHANA, 2006).
Todo paciente imunodeprimido, soropositivo para T. gondii, deve ser submetido a tratamento,
mesmo que os exames neurolégicos ndo indiquem lesdes (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

A coriorretinite é um sinal clinico comum quando ha reativagdo da toxoplasmose. Essa
doenca ocular se manifesta por uma severa lesdo na retina com intensa reagao inflamatéria local,
e quando diagnosticada deve-se iniciar o tratamento imediatamente. Ha nove drogas
comercialmente disponiveis para o tratamento da coriorretinite, entre as mais usadas estdo a
associagdo de pirimetamina e sulfadiazina e a prednisona, que é um glicocorticoide amplamente
utilizado nesses casos. A administragio da clindamicina, por no minimo trés semanas, também
demonstrou resultados favoraveis no tratamento dessas lesdes oculares (GILMAN, 1997;
MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

Outra droga que se mostra eficaz no tratamento da toxoplasmose ¢ a azitromicina, que ¢
um macrolideo que atua inibindo a sintese protéica do parasito (GILMAN, 1997; MONTOYA;
LIESENFELD, 2004). Braz e colaboradores (1999) demonstraram que a azitromicina possui agéo

evidentc no tratamento da toxoplasmose. Camundongos infectados foram tratados com
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azitromicina e pirimetamina, quando os animais foram tratados com esses dois farmacos

associados, obteve-se 100% de eficacia no tratamento, ao usar apenas a azitromicina a eficacia

foi de 60%, demonstrando a agdo antiparasitaria do farmaco.

1.10. Tratamento da toxoplasmose congénita

Quando ha confirmagio da infecgio materna por 7. gondii, deve-se iniciar, imediatamente

o tratamento, para evitar que o feto seja contaminado (RORMAN, 2005).
Com a confirmacio da infecgdo materna sem infecgdo fetal, indica-se o tratamento com
espiramicina. Esse firmaco ¢ um membro do grupo das eritromicinas, que s3o compostos
macrolideos, caracterizados por um anel de lactona macrociclico (contendo, em geral, 14 ou 16
atomos de carbono) ao qual se ligam agucares. Essas drogas atuam inibindo a sintese de proteinas
do parasito (KATZUNG, 1998; REMINGTON; KLEIN, 2001).

A espiramicina ndo atravessa a barreira placentaria, porém, ela é muito utilizada, pois
retarda a transmiss3o da doenga, o que faz com que haja reducdo na severidade da infeccdo fetal
(REMINGTON; KLEIN, 2001). Estudos demonstraram que houve uma diminui¢éo de 60% na
transmissdo materno-fetal de 7. gondii, em mulheres submetidas ao tratamento com espiramicina
(GRUIJIC et al., 2005).

Dafos e colaboradores concluiram que apesar da espiramicina reduzir a freqiiéncia de
transmissdo da doenga, esse medicamento ndo altera a patologia da infecc¢io fetal. Sendo assim,
necessario, a partir da décima oitava semana de gestag@o, iniciar o tratamento com sulfonamidas
e pirimetamina (REMINGTON; KLEIN, 2001).

Ja quando ha confirmagdo da infecg¢@io do feto, o tratamento indicado visa atenuar a
gravidade da infecgdo fetal, combatendo os parasitos que se encontram na placenta e nos tecidos
fetais, impedindo assim a transmissdo vertical da doenga ou iniciando o tratamento do feto
infectado (BOYER et al., 2005).

Nesse caso a terapéutica indicada é a associa¢do: sulfadiazina, pirimetamina e acido folinico,
cujas doses preconizadas para seres humanos sdo:

e Sulfadiazina — 75mg/Kg/dia, divididas em duas doses diarias, que somadas ndo podem

ultrapassar 4g, durante dois dias; apos esses dois dias, a dose passa a ser de

100mg/Kg/dia, também dividida em duas doses didrias, ndo ultrapassando 4g de

sulfadiazina por dia.
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e Pirimetamina — 100mg/dia, divididas em duas doses diarias por dois dias; apds esse
periodo a dose recomendada é de 50mg/dia.
e Acido Folinico — 10 a 20mg diariamente, sendo que a utiliza¢io desse farmaco ainda deve
ser continuada ap6s uma semana de término do uso da pirimetamina.
(REMINGTON & KLEIN, 2001).

Fetos cujas mées forem tratadas durante a gravidez ¢ que nascerem positivos pra T.
gondii, devem ser tratados com a associagdo durante o primeiro ano de vida, uma vez que 75%
das criangas que nascem com toxoplasmose no apresentam sinais clinicos no nascimento, esses
sinais podem aparecer no final da infincia, na adolescéncia e até na vida adulta, em conseqtiéncia
de uma possivel reativagido da doenga congénita (REMINGTON; KLIEN, 2001; SCHMIDT et
al., 2006).

Em relagdo as caracteristicas dos farmacos atualmente utilizados no tratamento da

toxoplasmose congénita, observa-se que:

» Sulfadiazina

E a sulfonamida mais utilizada no tratamento da toxoplasmose, pois ¢ a que apresenta
maior a¢do contra 7. gondii (REMINGTON; KLEIN, 2001).

As sulfonamidas compdem uma ampla familia de drogas bacteriostaticas que sdo
produzidas por sintese quimica. Em 1935, o composto primério, sulfanilamida, se tornou o
primeiro agente antimicrobiano clinicamente eficaz (LEVINSON; JAWETZ, 2005).

O termo sulfonamidas ¢ utilizado para referir-se a derivados do 4cido p-aminobenzdico
(PABA). As sulfas si0, normalmente, 4cidos fracos, cristalinos, inodoros, amargos ¢ soltveis em
pH alcalino. Sua férmula quimica é caracterizada pela presenca de um nicleo ao qual foram
ligados diversos radicais ao grupo amida (-SO2NH-R) ou no qual varias substituicdes do grupo
amino (NH2) podem ser efetuadas (GILMAN, 1997; KATZUNG, 1998). O grupamento p-amino
¢ essencial para a atividade das sulfonamidas (LEVINSON; JAWETZ, 2005).

As sulfonamidas sofrem réapida absor¢io pelo estdmago e intestino delgado e distribuem-
se amplamente nos tecidos ¢ liquidos corporais (incluindo sistema nervoso central e liquido
cefalorraquidiano), placenta e feto (KATZUNG, 1998).

A utilizaggo das sulfas pode causar efeitos colaterais tipicos dos antifolatos, tais como:

anemia megaloblastica, leucopenia, granulocitopenia e trombocitopenia, o que pode ser
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prevenido com uma dieta materna rica em alimentos que contenham ferro (FARHAT et al., 1998;

KATZUNG, 2006).

S0pMH ———,
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Figura 1: Estrutura quimica da sulfadiazina (Retirado de Katzung, 2006).
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» Pirimetamina

E uma diaminopirimidina, antagonista dos acidos f6lico e folinico. Quando administrada
por via oral possui boa absor¢do, mas o processo € lento. Apds ser absorvida, a pirimetamina se
difunde pelos tecidos e se acumula nos rins, figado, pulmdes, bago e no leite materno. Esse
farmaco apresenta uma meia vida de quatro dias e se mantém, em concentragdes terapéuticas, no
sangue durante duas semanas apds a suspensio do medicamento (FLC)REZ et al., 2003;
GILMAN, 1997).

Esse farmaco atua como competidor da enzima diidrofolato redutase, que atua no
processo de redugdio do 4cido folico em suas formas metabolicamente ativas (KATZUNG, 1998).
Quando administrada em combinagdo com a sulfadiazina ha aumento na atividade de ambos os
farmacos, aumentando a eficiéncia no tratamento, pois as drogas agem sinergicamente contra 7.
gondii, aumentando em até oito vezes seus efeitos antiparasitarios (FLOREZ et al., 2003;
REMINGTON; KLEIN, 2001).

Assim como as sulfonamidas, a pirimetamina também pode causar efeitos colaterais, o
mais comum deles ¢ a supressdo da medula éssea, causando problemas hematoldgicos. Isso pode
ser evitado administrando-se, junto com a pirimetamina, 4cido folinico (FLC)REZ et al., 2003;
KATZUNG, 1998).

Além disso, a pirimetamina possui efeitos teratogénicos, quando administrada em altas

doses, e ndo se recomenda seu uso no primeiro trimestre da gestagio (KRAVETZ; FEDERMAN,
2005).
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Figura 2: Estrutura quimica da pirimetamina (Retirado de Katzung, 1998).

> Acido Folinico
E uma vitamina essencial para a sintese normal de DNA. A sua deficiéncia resulta em
comprometimento da sintese de DNA, inibi¢do da mitose normal e maturagdo e funcionamento
anormais das células produzidas. O 4cido folico no é uma coenzima ativa para o metabolismo
celular, por isso, ele tem que ser, apds sua absor¢fo, reduzido até se tornar acido tetraidrofélico.
A enzima responsavel por essa redugfo ¢ a diidrofolato redutase (uma enzima folato redutase),
que converte o 4cido diidrofdlico em tetraidrofélico (GILMAN, 1997; KATZUNG, 2006). A via

de redugdo do 4cido félico pode ser visualizada abaixo:

T

Acido Félico

Folato | NADPH +H-*
Redutase

NADP -

J ]fm

Acido d.udrorohco

NADPH . H*

Folato
Redutase
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R 32,.

Acido tetraidrofélico

Figura 3: Via de redugfo do 4cido félico em acidos diidrofélico e tetraidrofélico pela enzima

diidrofolato redutase (Retirado e adaptado de Katzung, 1998).
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O é4cido folinico (também chamado de leucovorina) é um dos produtos metabolicamente
ativos da redugdo do 4cido f6lico, ¢ um derivado do 4cido tetraidrofélico e atua como receptor de
unidades monocarbdnicas. O 4cido folinico ¢ importante para os parasitos, pois é a coenzima
responsavel pela transferéncia de unidades de carbono de grupos (-CH2, -CHO, -CH3) durante a
sintese de timina, que ¢ necessaria para a sintese de DNA (KATZUNG, 1998; SILVA, 1989).

A administragdo do 4cido folinico juntamente com a sulfadiazina e a pirimetamina é
capaz de reduzir o efeito antifolato desses farmacos nas mulheres gravidas, e, assim, diminuir os

efeitos téxicos das drogas sobre a medula dssea (GILMAN, 1997; KRAVETZ; FEDERMAN,
2005).

e Mecanismo de a¢io dos farmacos contra 7. gondii

Os derivados do é4cido félico sdo essenciais para varias vias metabélicas importantes do
parasito, como a sintese de purinas e de 4cidos nucléicos. A diidrofolato redutase (DHFR) é a
enzima responsavel pela manuten¢do de formas metabolicamente ativas do acido félico nas
células. Ja a diidropteroato sintase (DHPS) é uma das enzimas responséveis pela sintese de
moléculas do é4cido folico. Diferentemente dos mamiferos, que possuem um sistema ativo de
transporte de derivados de folato pré-formados, T. gondii precisa sintetizar 4cido félico e reduzi-
lo em formas ativas metabolicamente (ALLEGRA et al., 1990).

A sulfadiazina é um analogo estrutural do 4cido p-aminobenzéico (PABA), necessério
para a sintese do 4cido félico. Dessa forma, a sulfadiazina atua como um inibidor competitivo do
PABA, se ligando a enzima diidropteroato sintase e formando analogos nfo funcionais do acido
folico, o que prejudica as vias metabélicas essenciais do parasito. A sulfadiazina atua inibindo o
crescimento dos parasitos e ndo matando os mesmos (FLOREZ et al., 2003; KATZUNG, 2006;
RANG et al,, 2004). A agdo seletiva das sulfonamidas é baseada no fato dos protozoarios
sintetizarem seu préprio 4cido félico a partir de precursores do PABA, enquanto as células
humanas requerem é4cido folico pré-formado e ultrapassam a etapa na qual as sulfonamidas atuam
(LEVINSON; JAWETZ, 2005).

A pirimetamina atua em sinergismo com a sulfadiazina. Quando ha a sintese de 4cido
f6lico nos parasitos, a pirimetamina atua inibindo a diidrofolato redutase e, assim, nio ha reducio

do 4cido félico em suas formas metabolicamente ativas (KATZUNG, 2006). A diidrofolato
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redutase dos parasitos ¢ 50.000 — 100.000 vezes mais sensiveis a pirimetamina que a enzima

equivalente no ser humano (FLOREZ et al., 2003; RANG et al., 2004).

Acido p-aminobenzéico (PABA)

Diidropteroato Sintase ] inibe Sulfadiazina
Acido Diidrofélico
Diidrofolato Redutase ‘Tbe Pirimetamina

Acido Tetraidrofélico

l

Purinas

l
DNA

Figura 4: Mecanismo de ag¢o das sulfonamidas e da pirimetamina no organismo dos parasitos

(Retirado e adaptado de Katzung, 2000).

Apesar da existéncia do tratamento para a toxoplasmose congénita hd trinta anos, nio se
sabe se o tratamento pré-natal é realmente eficaz, ou ainda qual o real mecanismo de agfio dos
farmacos nas mulheres e nos fetos submetidos ao tratamento (KRAVETZ; FEDERMAN, 2005;
PINARD et al., 2003). Além disso, devido aos poucos estudos realizados até o presente, nio é
possivel determinar os reais riscos e efeitos dos tratamentos durante a gravidez (JONES et al.,
2001). Grande porcentagem das mulheres que sdo tratadas com a associa¢do desenvolve algum
tipo de efeito colateral, como problemas hematoldgicos causados pela pirimetamina e
trombocitopenia, causada pela sulfadiazina (DANTAS-LEITE et al., 2005).

Foi realizado um estudo entre mulheres gravidas e positivas para T, gondii, submetidas ou
ndo ao tratamento com a associagdo de sulfadiazina, pirimetamina e 4acido folinico. A transmissio
materno-fetal da doenga, em mulheres que ndo foram tratadas, foi de 72%, enquanto que, 39%
das mulheres tratadas transmitiram o parasito aos seus fetos. Nesse mesmo estudo, ainda

verificou-se que entre as mulheres néo tratadas, 20% tiveram criangas com graves seqiielas, e,
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que em apenas 3,5% mulheres que foram submetidas ao tratamento as criangas apresentavam
esse quadro (JONES et al., 2001).

Outros autores, entretanto, sugerem que, com base nas observagdes feitas até hoje, o
tratamento durante a gravidez niio estd associado com diminuig3o da transmissdo materno-fetal
da doenca. E sim, com a redugdo das seqiiclas das criangas que nascem com toxoplasmose
congénita (JONES et al., 2003).

Estudos recentes, feitos em criancas com toxoplasmose congénita e submetidos ao
tratamento com a associagdo, demonstraram que essas drogas sdo bem toleradas pelas criangas.
Nio se observaram efeitos colaterais como anemia, trombocitopenia e o tratamento ndo interferiu
no ganho de peso das criangas (SCHMIDT et al., 2006).

Dessa forma, deve-se realizar estudos criteriosos sobre o tratamento da toxoplasmose
congénita, ja que esse segue controverso ¢ amplamente indicado as mulheres gravidas e positivas

para T. gondii (RORMAN, 2005).

1.11. Placenta

A placenta é um 6rgdo fundamental para o sucesso gestacional. Ela € composta por uma
parte materna e uma parte fetal e é o local onde ha trocas fisiologicas entre o sangue materno € o
do feto. Entre as substincias envolvidas nessas trocas estdo: oxigénio, gés carbdnico, agua,
nutrientes, anticorpos maternos, entre outras. Além da fung8o de trocas, a placenta ainda secreta
hormdnios que contribuem para o sucesso da gestagdo (CARLSON, 1996; LARSEN, 1993).

Como hé trocas entre o sangue materno e fetal na placenta, alguns patégenos podem
ultrapassar a barreira placentaria e alcangar os tecidos fetais. Entre eles estdo virus, bactérias e
protozoarios, incluindo Toxoplasma gondii. Durante a parasitemia materna o parasito invade e se
multiplica no interior das células placentarias, levando a lise dessas células ganhando a circulagdo
placentéria e, posteriormente, a fetal, causando infec¢des que podem levar até a morte do feto
(LARSEN, 1993; REMINGTON; KLEIN, 2001).

Diversas drogas também podem atravessar a barreira placentaria, atingindo tecidos fetais
e, conseqiientemente, expondo o feto aos efeitos dessas drogas. Isso pode ocorrer por difusido
passiva simples ou ativamente, através de processos dependentes de energia. Alguns fatores

influenciam na passagem transplacentaria das drogas, como: solubilidade em lipidios, grau de
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ionizag3o, peso molecular, area da interface materno-fetal, fluxo sanguineo placentario, estagio
da gestagio e o metabolismo da placenta (REMINGTON; KLEIN, 2001).

No que diz respeito a utilizagio de farmacos para prevenir toxoplasmose congénita,
alguns fatores inerentes a estas substancias sdo determinantes para a transposi¢do dos farmacos
da placenta para o feto. Dentre eles pode-se destacar: as propriedades fisico-quimicas do
farmaco; a velocidade com que o fArmaco atravessa a placenta e a quantidade que alcanca o feto;
a duracdo de exposigdo ao farmaco; as caracteristicas de distribui¢do do farmaco em diferentes
tecidos do feto; o estagio de desenvolvimento placentario ¢ fetal na época de exposi¢do ao

farmaco; e os efeitos de farmacos utilizados em combinagdo (KATZUNG, 1998).

1.12. Modelo experimental Calomys callosus

C. callosus, que pertencem a familia Cricetidae, sdo roedores sul-americanos e podem ser
encontrados em diferentes biomas do territério brasileiro. Esses animais s3o muito estudados,
devido a grande adaptabilidade que possuem em laboratérios (MELLO, 1978).

Em termos reprodutivos, C. callosus s3o animais poliéstricos e possuem um ciclo estral de
aproximadamente seis dias e um periodo gestacional de cerca de 22 dias. O processo de
implantagdio embrionéria inicia-se no quarto dia de gestagéo e ocorre de forma mais rapida do que
o0 observado em outros roedores (FERRO, 1991; MELLO, 1978).

Esses animais s30 muito importantes no que diz respeito a saide publica, uma vez que
podem servir como reservatorios de parasitos causadores de diversas doengas, como a doenga de
Chagas, leishmaniose ¢ toxoplasmose (FERRO, 2000).

No que diz respeito a toxoplasmose, estudos prévios demonstraram que C. callosus sdo
susceptiveis a essa doenga (FAVORETTO et al., 1998). Além disso, Ferro ¢ colaboradores
(2002) demonstraram que a transmissdo congénita da toxoplasmose em C. callosus, infectados
com a cepa ME49 de T. gondii, ocorre apenas na fase aguda da doenga, semelhante ao observado
na espécie humana. Isso faz com que esses animais constituam em bom modelo para o estudo

experimental da toxoplasmose congénita.
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1.13. Placenta de C. callosus

Calomys callosus, assim como outros roedores, possuem placenta do tipo hemocorial. Ou
seja, 0 cério ¢ diretamente banhado por sangue materno, semelhante ao observado na espécie
humana (CARLSON, 1996; RUGH, 1967).

A placenta de C. callosus possui trés regides tipicas: camada decidual, zona juncional €
zona do labirinto. As duas primeiras regides sdo de origem materna e s6 ha presenga de sangue
materno nelas. Ja na zona do labirinto hé4 tanto sangue materno quanto fetal (FERRO, 2000;
RUGH, 1967).

A camada decidual é formada por células deciduais, que além de apresentarem importante
papel na contengio da invasio do trofoblasto, ainda secretam hormonios, fatores de crescimento,
citocinas e peptideos. A zona juncional é composta por células granulosas metriais,
espongiotrofoblasto e células trofoblasticas gigantes, e caracterizam-se pela produgdo de
horménios como a progesterona, o lactogénio placentario e a prolactina (FERRO, 2000).

A regido do labirinto, formada por células trofoblasticas, constitui-se na maior parte da
placenta. Essa ¢ a regido de trocas propriamente dita, pois além da presenga do sangue materno
extravasado, recebe também sangue fetal contido no interior de vasos (FERRO, 2000). A zona do
labirinto apdia-se sobre a membrana de Reichert, que é uma camada extraembrionaria protetora,
presente apenas em roedores (RUGH, 1967).

A transmissdo congénita da toxoplasmose em C. callosus foi determinada através de
experimentos realizados por Ferro e colaboradores (2002), que determinaram a cinética da
infec¢do por 7. gondii em células trofoblasticas de C. callosus, infectados no primeiro dia de
gestacdio com 20 cistos de 7. gondii, cepa ME49. Através desses experimentos, observou-se que a
infecgdio placentaria de C. callosus inicia-se no 15° dia de gestag@o e infecgdo, e as primeiras
células infectadas sdo as trofoblasticas gigantes. No 16° dia, foi possivel a visualizagdo de
parasitos na zona do labirinto. Nos dias subseqiientes (17° ¢ 18°), a infec¢do ndo extrapolou a
regido de células trofoblasticas gigantes e a zona do labirinto. No 19° dia, observou-se parasitos
no espongiotrofoblasto. Dessa forma, notou-se que as primeiras células a serem infectadas s3o as
trofoblasticas gigantes, que se posicionam na parede dos vasos sanguineos materno, seguidos
pelas células do labirinto. J4 as células do espongiotrofoblasto sdo infectadas tardiamente,

provavelmente, por ficarem isoladas, pelas células trofoblésticas gigantes, do sangue materno.
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Durante a fase cronica nio se observou transmiss3o congénita de 7. gondii, pois mesmo
apés cem dias da infecgio materna, ndo se detectou parasitos nas placentas e tecidos fetais
(FERRO et al., 2002).

Estudos anteriores demonstraram que as células trofoblasticas de C. callosus, sdo
infectadas no inicio da gestagdo, ainda durante o processo de implantagio embrionaria. Sendo
que as unicas células infectadas nesse periodo sdo as células trofoblasticas gigantes, devido a
habilidade que essas células possuem de interagir com componentes do sangue materno (FERRO
et al., 1999).

Dessa forma, Calomys callosus se constitui num importante modelo experimental no
estudo da toxoplasmose congénita. Além disso, em nosso meio, a toxoplasmose apresenta
importante incidéncia, somado as graves repercussdes na crianga afetada, a precariedade da
atencdio pré-natal, na maioria dos servigos de salide publica, e principalmente pela terapéutica
dificil ¢ pouco estudada, faz-se necessarios estudos que viabilizem o entendimento de

mecanismos da a¢do e eficacia dos tratamentos para esta importante zoonose.

Assim, o melhor conhecimento da natureza dos farmacos utilizados no tratamento da
toxoplasmose congénita, possibilitard maior grau de seguranga para uso de tratamentos que
propiciem maior prote¢do materno/fetal, minimizando as manifestagdes oriundas da transmissdo

vertical da doenga.

Sendo assim, esse trabalho teve como objetivos:

1. Analisar os aspectos morfoldgicos da placenta de C. callosus que apresentaram
toxoplasmose congénita, tendo sido submetidos ou ndo a tratamento
quimioterapico.

2. Verificar a evolugdo seqiiencial da infecgdio nos diferentes compartimentos
placentarios de C. callosus.

3. Determinar se¢ a infec¢do da placenta e a transmissfio materno-placentaria sdo
amenizadas mediante o tratamento quimioterapico

4, Avaliar se C. callosus ¢ um modelo experimental apropriado para estudo de

drogas para o tratamento da toxoplasmose congeénita.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais de experimentacao

Como modelo experimental utilizou-se o roedor Calomys callosus (linhagem Canabrava).
Os animais utilizados tinham em média trés meses de idade, eram negativos para I. gondii € as
fémeas usadas nos experimentos eram virgens.

No decorrer do experimento os animais permaneceram no biotério do Laboratorio de
Histologia e Embriologia da Universidade Federal de Uberlandia sob dieta ad libitum, agua ¢

ragio granulada complementada com semente de girassol, milho ¢ aveia.

2.2. Cepa ME49 de Toxoplasma gondii

Para realizagio desse trabalho utilizou-se a cepa ME49 de T. gondii. Estudos prévios
demonstraram que C. callosus sdo resistentes a cepa ME49, tornando — a ideal para estudos com
toxoplasmose congénita nesse modelo experimental (FERRO et al., 2002; PEREIRA, 1998).

Durante o experimento a cepa foi mantida em C. callosus, previamente infectados com 20
cistos de T. gondii. Apés um periodo de 30 a 40 dias de infec¢do, esses animais foram
sacrificados, os cérebros coletados e utilizados como doadores de cistos de 7. gondii para as

fémeas usadas nos experimentos.

2.3. Acasalamento

Fémeas virgens e com sorologia negativa para 7. gondii, foram colocadas em gaiolas, na

proporg¢do de duas fémeas para um macho, para que ocorresse o acasalamento.

A rolha vaginal & uma mictura de edmen e cecregdo vaginal e & formada em decorréneia
do acasalamento. Todos os dias, pela manh3, verificou-se se o acasalamento havia acontecido,
sendo que, considerou-se o primeiro dia de gestagdo aquele no qual observou-se a rolha vaginal.
Nesse mesmo dia as fémeas foram anestesiadas com 0,1 ml de uma mistura (1:1) de cetamina
(Ketalar, Bayer S. A., Sao Paulo) e 2% de cloridrato de 2-(2,6 — xilidino)- 5,6-dihidro — 4H - 1,3
— tiazina (Rompun, Bayer S. A., Sdo Paulo) e sangradas via plexo retro — orbital para posterior

confirmag¢@o da ndo infecgdo por 7. gondii, através do método sorolégico ELISA.
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2.4. Infecciio por Toxoplasma gondii e tratamento dos animais infectados

As fémeas foram infectadas no primeiro dia de gestagfo. Para realizacdo do indculo, os
animais doadores foram sacrificados. Abriu-se o crinio desses animais e coletou-se o encéfalo,
sendo este macerado, com auxilio de pistilo, banhado em 1 ml de solugfo salina tamponada com
fosfato (PBS) ¢ homogeneizado por aspiragio em seringa de 5 ml e agulha de 25 x 7 mm. Em
seguida, adicionou-se ao material mais 10 ml de PBS estéril e este foi submetido a centrifugagdo
por 5 minutos, a 500 g, em temperatura de 24° C, por duas vezes. Apébs a centrifugagio,
adicionou-se uma quantidade de 20puL da suspensdo em uma lamina, que foi coberta por uma
laminula. A lamina foi levada ao microscopio de luz e na objetiva de 10X procedeu-se a
contagem dos cistos. Apds a contagem, calculou-se a concentragdo de 20 cistos de I gondii por
animal, em 0,5 ml de PBS. Apoés os calculos o inéculo foi administrado as fémeas, via oral,
através de uma seringa adaptada. Apds 14 dias de gestagdo e indculo, as fémeas comegaram a ser
tratadas com a associagiio de farmacos composta por sulfadiazina, pirimetamina e acido folinico.
Os medicamentos foram previamente dissolvidos em PBS e nos horarios do tratamento retirava-
se a dose respectiva e administrava — se, a fémea.

As doses utilizadas na administragdo dos farmacos seguiram o protocolo recomendado
para o tratamento de seres humanos (REMINGTON; KLEIN, 2001). Porém a dosagem de cada
farmaco foi adaptada ao peso de Calomys callosus (30 gramas), como pode ser visualizado na

tabela abaixo:

Farmacos Doses preconizadas para Calomys callosus

Nos dois primeiros dias de tratamento: 1,125 mg/dose (duas vezes ao dia).

Sulfadiazina

No restante do tratamento: 1,500 mg/dose (duas vezes ao dia).

Nos dois primeiros dias de tratamento: 50 mg/dose (duas vezes ao dia).

Pirimetamina

No restante do tratamento: 50 mg/dose (uma vez ao dia).

Acido Folinico | Durante todo o tratamento: 15 mg/dose (uma vez ao dia).
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Cada dose foi administrada ao animal com 0,5 ml de PBS, via oral através de uma seringa
adaptada. Os farmacos nfio eram administrados concomitantemente para evitar alteragdes na
composicdo quimica das drogas.

Utilizou-se nesse experimento 16 fémeas de C. callosus. Os animais foram divididos em
quatro grupos, cada um era composto por quatro fémeas e foram submetidos a diferentes
experimentos. Dois grupos passaram pelo mesmo procedimento, ou seja, foram infectados €
posteriormente tratados, sendo que um deles foi chamado de grupo de repeti¢do. Os outros dois
grupos serviram de controle positivo e negativo. No controle positivo as fémeas foram infectadas,
mas ndo receberam tratamento com os farmacos, administrou-se a elas apenas PBS. Enquanto

que no controle negativo, ndo houve infecgao, apenas tratamento das fémeas.

2.5. Sacrificio das fémeas e coleta do material

As fémeas de todos os grupos foram sacrificadas com 17, 18, 19 e 20 dias de gestagdo e
indculo, 3, 4, 5 e 6 dias de tratamento, respectivamente. Nos dias dos sacrificios, foi realizada
uma nova sangria em cada fémea, para confirmar a infecgdo através de analise soroldgica,
também feita pelo teste ELISA. Em seguida, os animais foram sacrificados e laparatomizados,
para remogdo do utero e subseqiiente coleta das placentas, as quais foram posteriormente

processadas para analise ao microscépio de luz, bem como estudo imunohistoquimico.

2.6. Processamento do material para analise morfologica em microscopia de luz

Depois de fixados, com uso de formol 10% em tampdo fosfato 0,1 M, pH 7.4, os materiais
foram desidratados em série etilica (70-100%) e incluidos em Paraplast. As amostras foram
seccionadas a 4um e os cortes foram corados em hematoxilina-eosina, para anélise morfoldgica
do material. Em seguida procedeu-se a montagem de 1aminas para observagdo ao microscopio de

luz.
As amostras também foram fixadas em formol a 10 % em tamp3o fosfato 0,1 M, pH 7, 4,

e processadas rotineiramente para a inclusdo em glicol metacrilato (Historesin, LKB, Bromma,
Suécia). Apds a inclusdio, as amostram foram seccionadas a 2 um, os cortes foram depositados
em aminas histoldgicas e corados com Azul de Toluidina, para posterior analise morfologica em

microscopia de luz.
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Os materiais foram analisados ¢ fotografados em microscépio de luz Nikon, modelo
Optiphot 2.

2.7. Imunohistoquimica para microscopia de luz

Além da analise morfolégica das placentas, realizaram-se também reag3es
imunohistoquimicas para detecgdo e posterior contagem de parasitos.

Foram feitas duas reagdes imunohistoquimicas, uma para verificar a presenga de
taquizoitas utilizando-se anticorpo policlonal anti — cepa RH de T. gondii, e outra para detecgao

de bradizoitas, utilizando o anticorpo policlonal anti-BAGS5, que serdo descritas a seguir:

2.8. Imunohistoquimica para a detec¢io de taquizoitas

Os cortes foram desparafinizados, hidratados em alcoois de concentragdes decrescentes e
por fim em 4gua corrente. Apds hidratagdo, os cortes foram incubados por oito minutos em
solugdo de 4cido acético a 5 % para bloqueio da fosfatase endoégena, em seguida lavados em agua
corrente € em soluciio salina tamponada com TRIS 0,05 M, pH 7, 4, acrescida de 2,5 % de cloreto
de Sédio (TBS) por 5 minutos. Para bloqueio de sitios inespecificos de ligaggo, as laminas foram
incubadas com soro normal de cabra a 2 % em TBS por 20 minutos a 37° C; ap0s este bloqueio,
foi feita a incubag@o do material com anticorpo policlonal de coelho dirigido contra cepa RH T.
gondii, na diluigdo de 1: 100 (produzido e cedido pelo Laboratério de Imunologia da
Universidade Federal de Uberlandia - Lab. ImUFU) em TBS por 12 horas a 4° C. Apds
sucessivas lavagens em TBS, as ldminas foram incubadas com IgG de cabra anti - IgG de coelho
biotinilada (Sigma, St Louis, USA) na dilui¢do de 1: 600 em TBS por uma hora a 37° C. Apds
sucessivas lavagens, a reagdo foi amplificada pelo complexo avidina/biotina (ABC) - fosfatase
(Biomeda, Foster city, USA) na diluigdo de 1:100 em TBS, a 37° C por 30 minutos. Apds novas
lavagens em TBS, houve a revelagdo da enzima fosfatase alcalina com fast red — naftol (Sigma,
St Louis, USA), em tampdo TRIS, lavagens em TBS e agua corrente e contra - coloragdo com
hematoxilina de Meyer, por 8 minutos a temperatura ambiente. Apos a diferenciagdo do corante
em agua amoniacal, as laminas foram montadas com laminulas em glicerina. Como controle da
reagdo foram utilizadas ldminas com material proveniente de fémeas dos grupos controles

negativo e positivo (FERRO, 2000).
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2.9. Imunohistoquimica para detec¢do de bradizoitas

A reagdo imunohistoquimica realizada para detectar bradizoitas foi semelhante a realizada
para deteccio de T. gondii, exceto pela utilizagdo do anticorpo primario policlonal de coelho anti
— BAG-S, na diluicdo de 1:1000. O processo de revelagio da reagio foi o mesmo da

imunohistoquimica anti — 7. gondii, como citado acima.

2.10. Teste ELISA

Sensibilizou-se placas de poliestireno (Corning, New York — USA), com antigeno soltvel
da cepa RH de T. gondii a uma concentragdo protéica igual a 10pg/ml em tampdo carbonato —
bicarbonato de sédio a 0,06M, pH 9, 6, por 18 horas a 4°C, overnight. No dia seguinte, realizou-
se a lavagem das placas com PBS contendo Tween 20 a 0,05% (PBST) por trés ciclos de 5
minutos. Em seguida, foram adicionados S0uL/po¢o das amostras de soros diluidas a 1:16 em
PBST, em duplicata. Paralelamente, adicionaram-se soros controles positivo € negativo nas
mesmas diluigdes. Como controle do conjugado, omitiram - se as amostras de soros,
adicionando-se em seu lugar 50ul. de PBST. Apds incubagdo de 1 hora a 37°C, lavou - se trés
vezes em PBST durante 5 minutos. O conjugado (IgG de coelho anti-gamaglobulina de Calomys
callosus marcada com peroxidase) foi adicionado na diluigdo de 1:500 em PBST e as placas
incubadas por uma hora a 37°C. As placas foram entdo lavadas como descrito anteriormente e
adicionou-se o substrato enzimatico (solugfio reveladora), que consistiu de perdxido de
hidrogénio (4gua oxigenada), a 0,03% em tampdo cromogeno OPD (ortofenilenodiamina, Merck)
diluidos em tampio citrato-fosfato 0,1M, pH 5,0. Apds adigio da solugio reveladora, incubou -
se por 20 minutos, a temperatura ambiente, em camara escura. A reagdo enzimatica foi
interrompida pela adigdo de 25uL de solugdo de acido sulfiirico 2M. A leitura foi realizada em
leitor de microplacas (Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories, USA) a 492nm.

Os resultados das amostras foram expressos por meio do Indice ELISA, a partir da
conversio dos valores de densidade dptica, como proposto por Turunen e colaboradores (1983),
usando-se a seguinte formula:

IE = (DOx — Don) / (DOp —Don) x 100
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Onde:

IE = [ndice ELISA

DOx = densidade dptica média da amostra

DOn = densidade 6ptica média dos controles negativos

DOp =densidade 6ptica média dos controles positivos.

Para determinacdo do Indice ELISA (IE), estabeleceu-se um valor igual a 1,32 como
limite de discriminagdo de reatividade (“Cutoff”’). Dessa forma, as amostras com valores iguais

ou maiores que 1,32 foram positivas para anticorpos anti-7. gondii.

2.11. Analise quantitativa de parasitos

Para verificar se houve diminui¢do no numero de parasitos, procedeu-se a contagem de
imunomarcagdes dos parasitos nos tecidos placentarios, provenientes de fémeas infectadas,
submetidas ou ndo ao tratamento com a associa¢do de farmacos. A contagem foi feita através das
laminas que foram submetidas a reagdo de imunohistoquimica. Dessa forma, além da
quantificagdo de imunomarcag¢des em placentas de animais tratados e ndo tratados, quantificou-se
também de bradizoitas e taquizoitas, separadamente.

Para isso, realizou-se a contagem de imunomarcagdes utilizando o método de captura de
imagem em microscépio 6ptico BX 40 da marca Olympus, com uso de objetiva de 40X, acoplado
a camera JVC TK-1085U, ligada a um computador PC através de placa digitalizadora
“Translation” 3153. O programa utilizado foi o HLIImage++97. A contagem foi realizada por
area da placenta, a qual foi determinada pelo programa de acordo com o aumento do microscépio
utilizado na captura das imagens. A contagem foi realizada no aumento de 40X e a éarea
determinada pelo programa foi de 0,01872 mm?.

A anilise foi feita em trés cortes de placenta, sendo que, foram feitas vinte imagens da
regido da decidua, vinte da zona juncional e vinte da zona do labirinto, totalizando sessenta
imagens. O nimero de imunomarcagdes de parasitos, por corte de placenta, foi determinado pela

férmula:

Numero de imunomarcagdes = numero de imunomarcagdes contadas
2 . .
(mm”) 0,01872 x numero de imagens




32

Apbs a determinagio dos valores reais, pela féormula, realizou-se a analise estatistica dos
valores.

2.12. Analise estatistica

Os dados foram expressos como médias e + desvio padrdo (SD) dos valores reais. As
diferencas estatisticas entre os grupos foram determinadas utilizando-se teste ndo-paramétrico
Mann Whitney (GraphPad Prism 3.0). As diferengas foram consideradas estatisticamente

significantes quando P < 0,05.



33

3. RESULTADOS

3.1. Teste ELISA

Os testes realizados com sangues provenientes de sangrias pré-inoculo apresentaram
resultados negativos para T. gondii. Ja os testes feitos com sangue coletado no dia do sacrificio
das fémeas, ou seja, apos o indculo, tiveram resultados positivos para o parasito.

Os testes realizados com sangue do grupo controle negativo apresentaram resultados

negativos para I. gondii.

3.2. Analise morfologica ao microscopio de luz

A placenta de C. callosus mostrou-se constituida de trés camadas tipicas: camada
decidual, zona juncional e zona do labirinto.

A camada decidual era composta, principalmente, por células deciduais. Essas células
apresentavam um aspecto globoso com nucleos esféricos € nucléolos evidentes. Interpostas as
células deciduais, observaram-se as células granulosas metriais, que sfo células globosas ou
irregulares e apresentam granulos citoplasmaticos (Figura 1A). Essas células foram observadas
em volta dos vasos sanguineos maternos.

A zona juncional era constituida por células trofoblasticas gigantes e
espongiotrofoblastos. As células trofoblasticas gigantes apresentaram nucleo excéntrico €
eucromatico, com um ou mais nucléolos evidentes. Essas células foram observadas envolvendo
os espongiotrofoblastos (Figura 1B). Os espongiotrofoblastos apresentaram-se como células de
arranjo tipico, com aspecto esponjoso. Puderam-se observar amplos espagos regulares entre as
células, que apresentavam nucleo excéntrico e eucromatico, com um ou mais nucléolos evidentes
(Figura 1B).

A zona do labirinto constituiu a maior regido da placenta e era formado por células
trofoblasticas, que se¢ apresentaram com formas irregulares, nucleo excéntrico € um ou mais
nucléolos evidentes (Figura 1B).

Pbde-se observar na zona do labirinto, sangue materno extravasado. Esta regido, ao

contrario das anteriores, recebia sangue fetal, contido no interior de vasos sanguineos fetais,

provenientes do mesénquima.
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Observou-se também, que a zona do labirinto apoiava-se em uma membrana basal
espessa, a Membrana de Reichert, a qual estava intimamente aderida ao endoderma parietal.

Apés a infecglio por Toxoplasma gondii, ndo se observou nenhuma alteragéio morfologica
na placenta, além da presenca de parasitos nas diferentes camadas placentérias.

A analise de placentas provenientes de fémeas ndo infectadas e tratadas (controle

negativo) revelou que nio houve altera¢cdes morfoldgicas na placenta decorrentes do tratamento.

3.3. Analise imunohistoquimica

Através do teste de imunohistoquimica pdde-se observar a infecgdo, por Toxoplasma
gondii, nos diferentes compartimentos placentarios de Calomys callosus. Como as fémeas foram
sacrificadas a partir do décimo sétimo dia de gestagdo e indculo, a andlise da infecgdo foi feita
dessa data até o vigésimo dia de gestagado e indculo.

No décimo sétimo e décimo oitavo dias de gestacdo e indculo a infec¢do acometia a
regido das células trofoblasticas gigantes e a zona do labirinto. A partir do décimo nono dia de
gestagdo e indculo pdde-se observar parasitos na regido do espongiotrofoblasto, sendo que, no
vigésimo dia todas as camadas placentarias apresentavam-se infectadas.

A andlise de placentas provenientes de fémeas infectadas e tratadas néo revelou alteragdes
na seqiiéncia da infec¢do nos compartimentos placentarios.

A anélise das laminas com imunomarca¢des de taquizoitas revelou que, placentas
provenientes de fémeas infectadas e nio tratadas (controle positivo) apresentaram maior
quantidade de imunomarcagdes, sugerindo maior quantidade de parasitos na placenta (Figura
1C). J& a andlise de placentas oriundas de fémeas infectadas e tratadas demonstrou que a
quantidade de imunomarcagdes era menos intensa, indicando menor quantidade de parasitos nos

tecidos placentarios (Figura 1D).

Imunomarcagdes de bradizoitas foram visualizadas em placentas provenientes de fémeas
controle positivo, com 19 dias de gestagdo ¢ indculo (Figura 1E) e de fémeas infectadas e
submetidas ao tratamento (Figura 1F). Nio observou-se imunomarcagdes em tecidos placentarios
provenientes de fémeas tratadas com 17, 18 e 20 dias de gestagdo ¢ indculo, 3, 4 ¢ 6 dias de

tratamento, respectivamente.



35

3.4. Analise estatistica

As anélises imunohistoquimicas revelaram alteragdes na carga parasitaria em placentas de
fémeas tratadas. Os resultados demonstraram que houve diminui¢do na quantidade de parasitos
em tecido placentarios de fémeas submetidas ao tratamento com a associagdo. Apds a analise dos
valores totais de imunomarcacdes nas placentas, pdde-se verificar que ha diferenga estatistica
significativa na quantidade de imunomarcagdes de taquizoitas entre fémeas controle positivo ou
tratadas. O ntmero de imunomarcacdes de taquizoitas é menor em tecidos placentarios
provenientes de fémeas tratadas, do que de animais néio tratados. No caso de imunomarcagdes de
bradizoitas, também ha diferenga estatistica entre animais controle positivo ¢ tratados. Verificou-
se também que ha diferenca estatistica significante no mimero de imunomarcagdes de taquizoitas
e bradizoitas em animais controle positivo ou tratados. Sendo que, o numero de imunomarcagoes
de taquizoitas ¢ sempre maior do que o de bradizoitas (Grafico 1).

A andlise de imunomarcag¢des de taquizoitas, nas diferentes idades gestacionais, revelou
que ha diferenca estatistica significativa, entre animais controle positivo e tratados, com 17, 18,
19 e 20 dias de gestacdo e indculo. Sendo que, animais tratados apresentaram menor nimero de
imunomarcag¢bes do que os animais controle positivo, em todas as idades gestacionais. Ha
diferenga estatistica também entre animais tratados de 17 e 20 dias e de 18 e 20 dias. Fémeas com
20 dias de gestagdo/inoculo e 6 dias de tratamento, apresentaram menos imunomarcagdes para o
parasito, do que fémeas com 17 e 18 dias de gestagdo/indculo, 3 e 4 dias de tratamento,
respectivamente (Grafico 2).

A andlise de imunomarcagdes de bradizoitas mostrou que ha diferenca estatistica
significativa no numero de imunomarca¢des entre animais controle positivo e tratados nas
diferentes idades gestacionais. Placentas provenientes de fémeas controles positivo de 17, 18 e 20
dias de gestagdo € indculo, ndo apresentaram imunomarcagdes de parasitos. J4 animais tratados,
dessas mesmas idades gestacionais, apresentaram imunomarcagdes para bradizoitas. Observaram-
se imunomarcagdes em fémeas de 19 dias de gestagdo e indculo, submetidas ou ndo ao
tratamento. Pdde-se observar também diferenga estatisticamente significante entre fémeas
tratadas de 17 e 18 dias de gestagdo e indculo, 3 e 4 dias de tratamento, respectivamente. Fémeas
com 3 dias de tratamento apresentaram menor quantidade de imunomarcag¢des para bradizoitas do

que fémeas com 4 dias de tratamento (Grafico 3).
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Houve aumento no numero de imunomarcagdes de bradizoitas em fémeas com 4 e 5 dias
de tratamento, quando comparado a fémeas com 3 dias de tratamento. Porém, essa diferenga ndo

foi estatisticamente significativa (Grafico 3).
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4. DISCUSSAO

4.1. Analise morfologica da placenta de C. callosus

A placenta de C. callosus apresentou-se constituida por trés regides: camada decidual,
zona juncional e zona do labirinto. Esta distribuigio morfolégica € caracteristica de outros
roedores, como ratos ¢ camundongos (ZUCKERMAN; HEAD, 1986).

A camada decidual constitui-se a parte materna da placenta e observou-se a presenga de
vasos sanguineos maternos préximos as células granulosas metriais. A disposi¢do e aspecto
celular da decidua de C. callosus foi semelhante ao observado na placenta de outros roedores
(CROY et al., 1991).

A zona juncional e do labirinto corresponderam a parte fetal da placenta, sendo que
observou-se sangue fetal apenas na regido do labirinto.

A zona juncional apresentou-se formada por células granulosas metriais, que envolviam
os vasos sanguineos maternos. Observaram-se também células trofoblasticas gigantes, que
situavam-se ao redor dos espongiotrofoblastos, células em forma de esponja. Esse aspecto da
zona juncional ¢ semelhante ao descrito em ratos (JOLLIE, 1965).

A regidio do labirinto correspondeu a maior area da placenta, pois € o local onde ocorrem
as trocas fisioldégicas materno/fetal (FERRO, 2000). Pdde-se verificar sangue materno
extravasado, banhando as células trofoblasticas, ¢ sangue fetal, contido em vasos sanguineos.
Nio observou-se mistura entre o sangue materno e fetal. Notou-se também que, com o decorrer
da gestagdo a espessura das camadas trofoblasticas tornou-se cada vez mais delgada, como
descrito por Ferro (2000) e semelhante ao que ocorre em ratos ¢ camundongos (TAKATA et al.,
1997).

A sulfadiazina e a pirimetamina podem causar alguns efeitos colaterais, como problemas
hematologicos e alergias (KATZUNG, 2006). Além disso, ha relatos na literatura de efeitos
teratogénicos causados pela administragdo da pirimetamina (KRAVETZ; FEDERMAN, 2005).
Porém, a analise morfologica de placentas provenientes de fémeas tratadas e ndo infectadas
(controle negativo), ndo revelou nenhuma alteragdo na morfologia placentdria descrita
anteriormente. Sendo assim, nio é possivel associar o tratamento, com a associagdo de farmacos,

a altera¢gdes morfoldgicas na placenta de Calomys callosus.
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4.2. Analise imunohistoquimica da placenta de C. callosus

A seqiiéncia da infecgdo por 7. gondii, nos diferentes compartimentos placentarios de
fémeas submetidas ao tratamento, foi 4 mesma da observada em placentas de fémeas ndo tratadas
(controle negativo), e a descrita por Ferro (2000). No décimo sétimo € décimo oitavo dias de
gestacdio e indculo visualizou-se parasitos nas células trofoblasticas gigantes € na zona do
labirinto. No décimo nono dia, a infecglio atingiu os espongiotrofoblastos. Dessa forma,
observou-se que as células trofoblasticas gigantes ¢ a zona do labirinto foram infectadas antes dos
espongiotrofoblastos.

A infeccdo tardia dos espongiotrofoblastos pode ser explicada pelo fato dessas células
ficarem isoladas do sangue materno, pelas células trofoblasticas gigantes, que se posicionam na
parede dos vasos sanguineos maternos. A zona do labirinto apresentou infec¢do anterior a dos
espongiotrofoblastos, pois ¢ diretamente banhada pelo sangue materno, facilitando o contato das
células dessa regido com o parasito (FERRO et al., 2002).

Quando ha confirmagio da infecgdo fetal, o tratamento recomendado € a associagdo de
farmacos sulfadiazina, pirimetamina ¢ acido folinico (RORMAN, 2005). Dessa forma, o
tratamento nio elimina a infec¢do materna, mas sim, diminui a quantidade de parasitos,
diminuindo a transmissdo materno/fetal e, conseqiientemente, atenua as seqiielas fetais (BOYER
et al., 2005; REMINGTON; KLEIN, 2001).

O numero total de imunomarcag¢des de taquizoitas nas placentas foi significativamente
menor em fémeas que receberam tratamento, indicando que houve diminuigdio na carga
parasitiria da placenta e, provavelmente, diminuiu a quantidade de parasitos transmitida aos
fetos, como relatado na literatura.

A analise da quantidade de imunomarcagdes de taquizoitas nas diferentes idades
gestacionais, em fémeas tratadas ou n3o tratadas, indicou a atuag@o dos farmacos nos parasitos.
Em todas as idades gestacionais houve diferenga estatistica significativa entre animais controle
positivo e tratados. Placentas provenientes de fémeas tratadas sempre apresentaram menor
quantidade de imunomarcagdes de taquizoitas. Além disso, placentas provenientes de fémeas
com 17 e 18 dias de gestagdo/indculo, 3 e 4 dias de tratamento, respectivamente, apresentaram
menor numero de imunomarcagdes de taquizoitas do que tecidos placentarios de fémeas com 20

dias de gestagdo/inéculo e 6 dias de tratamento. Indicando que quanto maior tempo de
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tratamento, mais os tecidos placentérios e os parasitos ficam expostos a a¢éo das drogas, € menor
a é quantidade de imunomarcag¢des de taquizoitas na placenta.

Essa diminui¢do na quantidade de imunomarcagdes de taquizoitas, € conseqiientemente,
da carga parasitaria nas placentas de fémeas tratadas, pode ser explicada pelo mecanismo de agdo
da associa¢do de farmacos utilizada no tratamento da toxoplasmose congénita.

A sulfadiazina e a pirimetamina atuam na via do acido félico de Toxoplasma gondii, que €
uma via metabdlica essencial para a sobrevivéncia do parasito (KATZUNG, 2006).

A sulfadiazina é um analogo estrutural do acido p — aminobenzéico (PABA) e, no
organismo do parasito, ela atua como um inibidor competitivo do PABA. O 4cido p —
aminobenzdico participa da via do 4cido folico e é convertido, apds etapas sucessivas, em 4cido
tetraidrofélico, forma metabolicamente ativa do acido félico. Dessa forma, a sulfadiazina
participa da reagdo no lugar do PABA, competindo com este pela enzima diidropteroato sintase, €
assim, prejudica a sintese do acido folico do parasito (KATZUNG, 2006).

A pirimetamina também atua na via do 4cido félico, porém, ela compete pela enzima
diidrofolato redutase, que ¢é responsavel por converter o acido diidrofélico em acido
tetraidrofdlico (KATZUNG, 1998). Sendo assim, a via de redugdo do acido fdlico, fica
prejudicada causando danos aos parasitas, uma vez que essa via é essencial para sintese de
purinas, que serdo utilizadas na sintese de DNA, RNA e lipideos do parasito (JONES et al., 2001;
MONTOYA & LIESENFELD, 2004).

Estudos in vitro demonstraram que o estresse celular de 7. gondii pode levar a
diferencia¢do de taquizoitas em bradizoitas, que induzem a formagdo de cistos teciduais
(SULLIVAN; HAKIMI, 2006). Porém ndo hd estudos que comprovem isso in vivo
(FERGUSON, 2004).

Nesse trabalho verificou-se que placentas provenientes de fémeas tratadas, com 17, 18 e
20 dias de gestagdo/indculo, 3, 4 e 6 dias de tratamento, respectivamente, apresentaram
imunomarca¢des para bradizoitas. Enquanto que, em placentas de fémeas controle positivo,
nessas idades, niio observaram-se imunomarcag¢des do parasito. A excecio foi com fémeas de 19
dias de gestagio e indéculo, que apresentaram imunomarca¢des para bradizoitas quando

submetidas ou nido ao tratamento.
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Apesar dos resultados obtidos com fémeas de 19 dias de gestagfio e indculo, pode-se
perceber que o tratamento tende a induzir a cronificagfio da infec¢do, promovendo a conversao
precoce de taquizoitas em bradizoitas.

Fatores externos que causam estresse celular ao parasito podem causar danos a0 DNA de
T. gondii retardando o ciclo celular e inibindo sua replicagio. Dessa forma, o parasito passa a se
replicar de forma lenta, assumindo a forma de bradizoitas (GROSS et al., 2004). Possivelmente
os farmacos atuam nos parasitos, inibindo a sintese de DNA e levando & transformagdo de
taquizoitas em bradizoitas, durante a fase aguda da infec¢io.

A formagdio precoce de cistos também pode estar associada a alguma estratégia, do
parasito, para se evadir do mecanismo de a¢3o das drogas. Uma vez que, os cistos protegem os
bradizoitas de fatores externos, como o sistema imunolégico (DUBEY, 2004; SULLIVAN;
HAKIMI, 2006).

Assim, pode-se observar que os farmacos s3o eficientes para amenizar a possiveis danos
fetais. Uma vez que, além de eliminar parte significativa de taquizoitas dos tecidos placentarios, o
tratamento com a associag¢do ainda induz a cronificagdo da infecgdo. A conversdo precoce de
taquizoitas em bradizoitas é importante, pois taquizoita ¢ a forma invasiva do parasito ¢
responsavel pela transmissdo congénita da toxoplasmose (BACHMEYER et al., 2006). Além

disso, cssa ¢ a forma responsavel pela fase aguda da doenga, na qual ocorrem as lesdes fetais

(BOYER et al., 2005).
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5. CONCLUSOES

A analise dos dados aqui apresentados permite concluir que:

1. O tratamento com a associagio de firmacos ndio causa alteragdes morfologicas na
placenta de Calomys callosus.

2. A seqiiéncia da infecgdio por T. gondii, nos compartimentos placentarios, ndo ¢é alterada
mediante ao tratamento.

3. O tratamento mostrou-se eficaz 4 medida que diminuiu o nimero de taquizoitas na
placenta de C. callosus. E pdde-se observar que quanto maior o tempo de tratamento
menor a carga parasitaria placentaria.

4. O tratamento tenda a induzir a cronificagdo da infecgdo por 7. gondii, com a conversdo
precoce de taquizoitas em bradizoitas mediante tratamento.

5. C. callosus é um bom modelo experimental para o estudo de eficicia do tratamento da

toxoplasmose congénita.

Dessa forma, C. callosus é um bom modelo experimental para o estudo de toxoplasmose
congénita, ja que transmite a infecg@o ao feto apenas na fase aguda. E, também, para estudos

relacionados 3 eficicia do tratamento dessa doenga.
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Grafico 1: Numero total de imunomarcagdes de taquizoitas e bradizoitas em animais controle
ou tratados com a associagio de farmacos. *P = 0,0240. **P = 0,0286. *%%p = (),0286. ****p =

0,0262.
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Grafico 2: Média dos valores reais de imunomarcagdes de taquizoitas em animais controle ou

tratados com a associagio de farmacos, em diferentes idades gestacionais. *P = 0,0286. **P =

0,0286. ***P = (,0286. ****P = 0,0200. *****P = (,0286. ******P = 0,0252.
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Grafico 3: Média dos valores reais de imunomarcacdes de bradizoitas em animais controle ou
tratados com a associagiio de farmacos, em diferentes idades gestacionais. *P = 0,0286. **P =

0,0213. ***p = (,0235. ****P = (,0286.
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