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RESUMO 

 

Toxoplasma gondii é um parasito intracelular obrigatório capaz de infectar uma 

variedade de hospedeiros, causando infecções graves em indivíduos imunocomprometidos e 

em mulheres durante a gestação. Os antibióticos macrolídeos, azitromicina e espiramicina, 

têm efeitos comprovados no controle da toxoplasmose. Células trofoblásticas da linhagem 

BeWo e células de linhagem mielomonocíticas THP-1 são utilizadas como modelo 

experimental na infecção por T. gondii. Nesse sentido, esse estudo teve como objetivo 

verificar a ação desses antibióticos na modulação da produção de citocinas por células BeWo 

e THP-1 infectadas ou não por T. gondii. Inicialmente, as células foram tratadas com 

diferentes concentrações de azitromicina ou espiramicina para a análise da viabilidade celular 

pelo método colorimétrico do tetrazólio de metiltiazol (MTT). Células BeWo apresentaram 

menor viabilidade em concentrações maiores que 400 µg/mL para ambas as drogas, enquanto 

as THP-1 apresentaram menor viabilidade em concentrações maiores que 200 µg/mL. O 

tratamento com as drogas diminuiu o parasitismo, bem como a replicação intracelular de T. 

gondii nas células BeWo e THP-1. A infecção por T. gondii promoveu aumento na produção 

do fator de inibição da migração de macrófagos (MIF) em células BeWo e essa produção foi 

maior em células infectadas e tratadas com azitromicina. Células BeWo e THP-1 infectadas e 

tratadas com as drogas apresentaram maior produção de citocinas anti-inflamatórias IL-10, 

IL-4 e IL-5. Em conclusão, o presente estudo demonstrou que o tratamento de células BeWo e 

THP-1 com azitromicina ou espiramicina foi capaz de controlar a infecção e replicação de T. 

gondii. Além disso, o tratamento com essas drogas induziu uma resposta anti-inflamatória e 

alta produção de MIF, que são importantes fatores para o estabelecimento e manutenção da 

gestação. 

 

Palavras-chave: Azitromicina, células BeWo, citocinas, Toxoplasma gondii, espiramicina 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular parasite that infects a wide range of 

hosts and infection cases are severe in immunocompromised individuals and during 

pregnancy. The macrolide antibiotics have proven effects in control of toxoplasmosis. BeWo 

trophoblast cell lineage and myelomonocytic cell line THP-1 are used as experimental models 

for infection by T. gondii. Therefore, this study aimed to verify the effect of azithromycin or 

spiramycin in the cytokine production modulation in infected or non-infected BeWo and 

THP-1 cells by T. gondii. First, the cells were treated with different concentrations of 

azithromycin or spiramycin to cell viability analysis using the colorimetric assay of thiazolyl 

blue tetrazole (MTT). BeWo cells showed lower viability in concentrations greater than 400 

µg/mL for both drugs, while THP-1 cells showed less viability in concentrations greater than 

200 µg/mL. The treatment with drugs decreased of parasitism, as well as intracellular 

replication of T. gondii in BeWo and THP-1 cells. T. gondii infection induced up-regulation 

of the macrophage migration inhibitory factor (MIF) in BeWo cells and the production was 

enhanced in treated infected BeWo cell with azithromycin. Treated and infected BeWo and 

THP-1 cells increased anti-inflammatory cytokine IL-10, IL-4 and IL-5 production. In 

conclusion, the present study demonstrated that treatment of BeWo and THP-1 cells with 

azithromycin or spiramycin is able to control the infection and replication of T. gondii. In 

addition, the treatment with these drugs induce an anti-inflammatory immune response and 

high production of MIF that are important factors for establishment and maintenance of 

pregnancy. 

 

Keywords: Azithromycin, BeWo cell, cytokines, Toxoplasma gondii, spiramycin 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Toxoplasma gondii 

Toxoplasma gondii é um parasito intracelular obrigatório, filo Apicomplexa, classe 

Sporozoa, subclasse Coccidia, ordem Eucoccidia e família Sarcocystidae (REY, 2001). A 

espécie foi descrita em dois países diferentes no ano de 1908, no Instituto Biológico de São 

Paulo por Splendore em coelhos, e no Instituto Pasteur de Tunis por Nicolle e Manceux no 

roedor africano Ctenodacylus gondi. 

T. gondii é capaz de infectar aves e mamíferos, inclusive humanos, e ainda tem a 

capacidade de se multiplicar na maioria das células dos hospedeiros DUBEY, 1993; 

LAVINE; ARRIZABALAGA, 2007), apresentando uma alta prevalência mundial e 

importância médica e veterinária (TENTER et al., 2000). No entanto, a infecção pelo parasito 

é assintomática na maioria dos adultos e crianças, sendo que apenas aproximadamente 10% 

dos casos apresentam sintomas não-específicos que raramente precisam de tratamento 

(MONTOYA; LIESENFIELD, 2004; DUBEY; JONES, 2008). 

Os parasitos pertencentes ao filo Apicomplexa apresentam características comuns, 

como a presença de um complexo apical composto por organelas peculiares, tais como 

roptrias, micronemas e conóide. As micronemas e roptrias são organelas secretoras 

responsáveis pela mobilidade do parasito, adesão e invasão da célula hospedeira 

(CARRUTHERS, 1999; MORRISSETE; SIBLEY, 2002).  

 T. gondii possui três formas evolutivas conhecidas: taquizoítas, bradizoítas e 

esporozoíta (KAWAZOE, 2005). Os taquizoítas representam a forma de multiplicação rápida 

do parasito na célula hospedeira (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). São vulneráveis aos 

fatores de defesa do hospedeiro e, por isso, estudados como alvos preferenciais para a escolha, 

ação e desenvolvimento de medicamentos (MCFADDEN et al, 2001; KIM; WEISS, 2004; 

RADKE et al, 2006). São vistos na fase aguda da infecção distribuídos pelo sistema 

circulatório e têm a capacidade de infectar vários tecidos (REMINGTON et al., 2001; 

NISHIKAWA et al., 2008, TENTER, 2009).  

Os bradizoítas representam as formas que pela pressão imposta pela resposta imune 

encontram-se dentro de cistos sob replicação lenta na fase crônica de infecção (LYONS et al, 

2002). Tais cistos podem estar presentes em qualquer tecido do hospedeiro, porém são mais 

frequentes nos músculos esquelético e cardíaco, tecido nervoso e região ocular (MONTOYA; 

LIESENFELD, 2004; NISHIKAWA et al., 2008; SKARIAH et al., 2010). Intacto, o cisto 

pode persistir no hospedeiro sem causar nenhum dano, representando reservatório da 
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infecção. A ruptura de elevado número de cistos é considerada a expressão da reativação da 

infecção com subseqüente liberação dos bradizoítas, e sua diferenciação para taquizoítas, que 

proliferarão na vigência de imunossupressão (REMINGTON et al., 2001; ELSHEIKHA, 

2008). Já esporozoítas (contidos dentro dos oocistos liberados nas fezes de felídeos), 

corresponde às formas infectantes oriundas do processo de reprodução sexuada do parasito 

encontrada no ambiente podendo contaminar água, solos e alimentos (AMENDOEIRA, 1995; 

MONTOYA; LIESENFELD, 2004).  

 As cepas de T. gondii isoladas em humanos e outros animais na Europa e América do 

Norte são classificadas em três linhagens genéticas (tipos I, II e III). Entretanto, existem ainda 

cepas “recombinantes”, que se assemelham às três principais linhagens genéticas, ou cepas 

“exóticas”, que apresentam perfil genético diferente das demais (HOWE; SIBLEY, 1995; 

BOOTHROYD; GRIGG, 2002).  As cepas do tipo I (RH, BK e VEL) são virulentas em 

camundongos, podendo levar a morte desses animais durante a fase aguda da infecção, 

enquanto as cepas do tipo II (ME-49, M3) e III (VEG) são raramente fatais durante a fase 

aguda, mas desencadeiam diversas alterações histológicas nos hospedeiros durante a fase 

crônica (VALLOCHI et al., 2005; HOWE et al., 1997; HONORE et al., 2000).  As cepas 

“exóticas” estão associadas a formas clínicas graves de toxoplasmose ocular em locais como a 

África e o Brasil (DUBEY et al.,2007; AJZENBERG et al., 2009). 

 

1.2 Ciclo biológico 

Apenas as espécies dos gêneros Felix e Lynx são os hospedeiros definitivos de T. gondii 

e se contaminam ao ingerirem cistos teciduais, oocistos maduros ou taquizoítas, dando início 

ao ciclo sexuado no epitélio intestinal desses animais.  Quanto aos hospedeiros 

intermediários, o protozoário pode infectar as células de mamíferos e aves, já que estes 

animais desenvolvem apenas um ciclo tissular assexuado (REY, 2001; KAWAZOE, 2005). 

 Após a ingestão de cistos teciduais pelos felídeos, a parede do cisto é rompida por 

enzimas proteolíticas gástricas e bradizoítas são liberados, penetrando nas mucosas do 

estômago e/ou intestino delgado. Estes bradizoítas multiplicam-se assexuadamente por um 

processo denominado endondiogenia (merogonia), dando origem a merozoítos no interior do 

vacúolo parasitóforo. Os merozoítos, então, darão origem aos gametas masculinos e 

femininos. O gameta feminino é fecundado pelo masculino e após a fertilização, a formação 

da parede do oocisto é iniciada em volta do gameta fertilizado, ocorre a liberação dos mesmos 

no lúmen intestinal através da ruptura das células epiteliais intestinais e eliminação nas fezes 

dos felídeos. Uma vez eliminados, os oocistos levam de 1 a 5 dias para amadurecerem e 
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tornarem-se infecciosos através da esporulação, quando as condições de temperatura e 

umidade são adequadas. Os oocistos esporulados possuem dois esporocistos com quatro 

esporozoítas cada (DUBEY et al., 1998; JEFFREY et al., 2005; MOURA et al., 2009).  

Os hospedeiros intermediários (mamíferos e aves) podem adquirir a infecção por T. 

gondii por meio da ingestão de oocistos maduros presentes no solo, água e alimentos; 

ingestão de cistos teciduais em carnes cruas ou mal cozidas; ingestão de taquizoítas a partir de 

líquidos orgânicos como leite, esperma e saliva; infecções congênitas; órgãos transplantados e 

acidentes laboratoriais (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; JEFFREY et al., 2005; 

DUMÈTRE et al., 2008). A fase crônica tem início com o desenvolvimento da resposta imune 

do hospedeiro, quando a maioria dos parasitos torna-se encistada no interior das células 

(diferenciação em bradizoítas). Não havendo distúrbios no sistema imunológico, esta fase 

pode se estender por toda a vida do hospedeiro (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; 

KAWAZOE, 2005). 

 

1.3 Toxoplasmose  

A toxoplasmose é a protozoonose causada por T. gondii e é uma das zoonoses com 

maior difusão mundial, com taxas de prevalência diferentes, dependendo da área geográfica 

considerada (ELSHEIKHA, 2008). A razão para esta diferença na prevalência da 

toxoplasmose no mundo é atribuída a vários fatores, tais como o consumo de carne crua ou 

mal cozida, condição socioeconômica, condições climáticas, hábitos higiênicos e culturais e 

fatores genéticos do hospedeiro (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; BOYER et al., 2005; 

PETERSEN, 2007; ELSHEIKHA, 2008).  

A doença é considerada um problema de saúde pública, pois desenvolve um quadro 

preocupante em pacientes imunocomprometidos e em casos de infecção congênita. Excluindo 

tais ocasiões, a doença geralmente cursa de forma assintomática ou benigna em cerca de 90% 

dos casos (REY, 2001; JEFFREY et al., 2005; DUMÈTRE et al., 2008). Em escala mundial, 

estima-se que 500 milhões de pessoas estão infectadas, representando 10 a 30% da população 

mundial (MONTOYA; LISENFELD, 2004). Fatores biológicos como gestação, predisposição 

genética, imunodeficiência e virulência da cepa do parasito, contribuem para os diferentes 

índices de prevalência da doença no mundo (ELSHEIKHA, 2008). 

O curso da doença se dá em dois estágios: fase aguda e fase crônica. Na fase aguda há 

predomínio de taquizoítas, que se multiplicam rapidamente e invadem novas células. Algumas 

manifestações clínicas como febre, dor de garganta, linfadenopatia, mialgia, astenia, cefaléia e 

coriorretinite podem ocorrer. Já na fase crônica, há o predomínio de cistos teciduais contendo 
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bradizoítas no seu interior, e a resposta imunológica do hospedeiro contra o parasito torna-se 

mais eficaz, devido à imunidade adaptativa. Na toxoplasmose, em pacientes 

imunocomprometidos (HIV positivos, pacientes em tratamento quimioterápico, indivíduos 

transplantados ou indivíduos com doenças auto-imunes) a manifestação da doença quase 

sempre ocorre como resultado da reativação de cistos pré-existentes. Neste contexto, os 

bradizoítas voltam ao estágio de taquizoítas, podendo levar o paciente a óbito (MONTOYA; 

LIESENFELD, 2004). Manifestações clínicas e gravidade da doença estão diretamente 

relacionadas com interações entre parasito e hospedeiro, o que inclui: quantidade e via de 

inóculo, virulência da cepa, imunidade, genótipo, idade e integridade de mucosas e barreiras 

epiteliais do hospedeiro (RONMAN et al., 2006). Toxoplasma gondii é capaz de infectar uma 

grande variedade de tipos celulares, incluindo células epiteliais e células do sistema 

fagocitário (JOINER; DUBREMETZ, 1993). A invasão celular é ativa e leva cerca de 15 a 20 

segundos, em que envolve o processo de reconhecimento, adesão e mecanismos de defesa.  

O processo de invasão das células hospedeiras depende de interações de moléculas 

presentes na superfície do parasito com moléculas presentes na membrana da célula 

hospedeira. Diferentes tipos de proteínas são utilizadas em cada etapa do processo, o qual 

resulta na formação de uma interface ligante íntima entre o parasito e a célula alvo 

(CARRUTHERS; BOOTHROYD, 2007).  

A rápida disseminação dos parasitos está vinculada com a capacidade destes em infectar 

células migratórias do sistema imune como monócitos, linfócitos e células dentríticas 

(CHANNON et al., 2000; LAMBERT et al., 2006). Por meio destas células, o parasito é 

capaz de disseminar-se por vários tecidos e atravessar barreiras biológicas como placenta, 

barreiras hemato-cefálica e a hemato-retiniana, alcançando sítios de imunoprivilégio 

(BARRAGAN; SIBLEY, 2003). Outra forma que auxilia a disseminação do parasito é a 

infecção de células migratórias, como os leucócitos, mecanismo denominado “Cavalo de 

Tróia”, em que a propagação do parasito acontece concomitantemente à migração das células 

infectadas (LAMBERT et al., 2006). Unno e colaboradores (2008) demonstraram que este é o 

principal mecanismo de disseminação utilizado por T. gondii, uma vez que taquizoítas 

extracelulares são imediatamente eliminados pela resposta imune inata no início da infecção. 

Na circulação sanguínea, a maioria dos leucócitos infectados por T. gondii abriga um único 

parasito, sugerindo que leucócitos infectados, incluindo monócitos, migram para 

compartimentos extra vasculares antes da proliferação dos parasitos (COURRET et al., 2006). 

Após a migração dos leucócitos, o parasito multiplica-se no interior de vacúolos parasitóforos 

e, quando este leucócito sofre lise, células subjacentes serão rapidamente infectadas, 
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especialmente aquelas que tiveram ligadas aos leucócitos infectados. Assim, mecanismos de 

adesão celular são importantes no processo de disseminação da infecção por T. gondii 

(PFAFF et al., 2005a). 

Os monócitos são as principais células envolvidas na disseminação do parasito e 

subseqüente estabelecimento da infecção placentária (BARRAGAN; HITZIGER, 2008; 

UNNO et al., 2010). Tais células expressam moléculas ligantes às moléculas de adesão 

presentes em células trofoblásticas, como LFA-1 que se liga à ICAM-1 e VLA-4 que se liga à 

VCAM-1 e ligantes para selectinas. Assim, os parasitos invadem os monócitos que, pela 

corrente sanguínea, chegam à placenta onde se aderem às células trofoblásticas e, 

consequentemente, facilita a passagem transplacentária do parasito (PFAFF et al., 2005b; 

BARRAGAN; HITZIGER, 2008; PFAFF et al., 2008). 

 

1.4 Toxoplasmose congênita 

A forma congênita da toxoplasmose ocorre devido à passagem transplacentária das formas 

taquizoítas do parasito durante a gestação. Desta forma, taquizoítas alcançam a circulação e os 

tecidos fetais, o que determina a passagem vertical do parasito (JONES et al., 2001; 

KODJIKIAN, 2010).  No entanto, a transmissão congênita da doença não é obrigatória, 

equivalendo de 20 a 50% dos casos de infecção aguda primo materna humana (JONES et al., 

2001). A probabilidade de haver infecção fetal quando a primo infecção materna ocorre no 

período pré-concepção é de 1%; entretanto se a gestante adquire a infecção no primeiro ou 

segundo trimestre gestacional, a possibilidade da transmissão vertical está entre 10-20%, 

porém o comprometimento fetal é mais severo podendo ocasionar o aborto. Caso a infecção 

ocorra no terceiro trimestre a possibilidade da infecção fetal situa-se entre 60-90% mas o 

comprometimento fetal é menor (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Além da infecção 

toxoplásmica primária, pode ocorrer transmissão transplacentária do parasito por reativação 

da doença materna crônica causada por alguma disfunção imunológica (REMINGTON et al., 

2001; KODJIKIAN, 2010). 

Algumas alterações e sinais fetais caracterizam uma infecção congênita, como 

microcefalia, hidrocefalia, calcificação intracranial e coriorretinite, além de retardamento 

mental e psicomotor (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; ELSHEIKHA, 2008; BLANCO-

LAGO et al., 2010). Cerca de 70 a 90% dos recém nascidos são assintomáticos para a doença, 

porém estes podem apresentar seqüelas mais tardiamente. Aproximadamente 80% das 

crianças afetadas pela transmissão vertical do parasito desenvolvem problemas visuais ou de 
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aprendizagem na vida adulta (JONES et al., 2003; RORMAN et al., 2006; KODJIKIAN, 

2010).  

Testes sorológicos, especialmente os imunoenzimáticos, são os exames de rotina para 

o diagnóstico da doença. Recomenda-se a realização do perfil sorológico para toxoplasmose 

no início da gestação, com a repetição dos exames para detecção de anticorpos IgM específico 

para T. gondii durante todo o período gestacional (ASHUBURN et al., 1998; BOYER et al., 

2005, PETERSEN, 2007). Outras técnicas como “Western-Blot”, PCR (Polymerase Chain 

Reaction) e uso de proteínas recombinantes de T. gondii em fluídos corporais e no líquido 

amniótico têm-se mostrado importantes para o diagnóstico da infecção (ANDRADE et al., 

2001; ELSHEIKA, 2008; KOTRESHA; NOORDIN, 2010). 

 A prevenção da toxoplasmose é baseada por programas de educação e saúde pública, 

recomendando à população que evitem contato com materiais potencialmente contaminados, 

como carnes, frutas e verduras.  No caso da forma congênita, além dos programas de 

educação e saúde pública, a prevenção consiste em tentar evitar a passagem vertical do 

parasito por meio de administração de quimioterápicos para gestantes, em que se evidenciou 

infecção aguda e realizar diagnóstico precoce, que permita a introdução de esquemas 

terapêuticos para prevenir ou minimizar os riscos de sequelas futuras para os recém-nascidos 

(REMINGTON et al., 2001; ELSHEIKA, 2008). 

 

1.5 Resposta imune  

A resposta imune à infecção por T. gondii é individual, complexa e 

compartimentalizada. A heterogeneidade de resposta imune pode ser explicada pela grande 

variabilidade genética. A capacidade de infectar diversos tecidos, como sistema nervoso e 

placenta permite a indução de respostas com aspectos inerentes à esses órgãos. O grau de 

complexidade se reflete na possibilidade de infecção recorrente com cepas do parasito com 

virulência variável (FILISETTI; CANDOLFI, 2004).  

Como T. gondii é um parasito intracelular obrigatório, a imunidade mediada por 

células é considerada a mais relevante no mecanismo de regulação da infecção. Vários 

componentes da resposta imune inata como fatores do complemento, neutrófilos, citocinas e 

quimiocinas participam do mecanismo de defesa contra o parasito (DENKERS; 

GAZZINELLI, 1998; HEGAB; AL-MUTAWA, 2003; ALIBERTI, 2005; MILLER et al., 

2009). Já na resposta imune adaptativa os linfócitos TCD4+, TCD8+, células “natural killer” 

(NK), células apresentadoras de antígenos (APC) como os macrófagos e células dendríticas, 



17 
 

além dos leucócitos polimorfonucleares constituem o principal mecanismo de defesa contra 

esse patógeno (FILISETTI; CANDOLFI, 2004; SUZUKI, 2002; WILSON et al., 2010).  

A infecção com T. gondii estimula uma reação imune do tipo Th1 com acentuada 

produção de citocinas pró-inflamatórias, como IFN-γ, TNF-α e interleucina-1 (IL-1)β. IFN-γ é 

uma potente citocina ativadora de macrófago, que quando ativados produzem óxido nítrico 

(NO) permitindo uma ação tóxica contra o parasito (DENKERS; GAZZINELLI, 1998; 

HEGAB; AL-MUTAWA, 2003; MILLER et al., 2009). Como células apresentadoras de 

antígenos produzem altos níveis de IL-12 em resposta a alguns antígenos liberados por 

taquizoítas, essa interleucina estimula células NK a produzir e secretar altos níveis de IFN-γ, 

o qual induz a diferenciação de linfócitos T CD4+ na subpopulação Th1 produtora de IL-2 e 

IFN-γ. Altos níveis de IFN-γ estimulam macrófagos e células dendríticas a liberarem mais IL-

12, amplificando assim a resposta imune. A IL-12 estimula também a produção IFN-γ por 

linfócitos T CD8+. Além disso, essas células apresentam atividade citotóxica, o que leva à lise 

de células infectadas com conseqüente liberação de taquizoítas. Esses por sua vez, ficam 

acessíveis a outros mecanismos da resposta imune, tais como anticorpos, sistema 

complemento, macrófagos ativados e células NK (DENKERS; GAZZINELLI, 1998; 

HEGAB; AL-MUTAWA, 2003; ALIBERTI, 2005; MILLER et al., 2009). 

A resposta imune pró-inflamatória, caracterizada por produção de citocinas de perfil 

Th1, é efetiva no controle de taquizoítas, entretanto, ela pode ser danosa ao hospedeiro, 

devido principalmente à alta produção de IFN-γ que lesa os tecidos infectados. Desse modo, é 

necessária a ação de mecanismos imunomoduladores para o estabelecimento de um balanço 

entre um perfil de resposta Th1 e Th2. Esse balanço é mediado por IL-10, que é produzida por 

alguns tipos celulares em locais com alta carga parasitária. A IL-10 apresenta efeitos 

inibitórios sobre a produção de IFN-γ por células NK e linfócitos T; em macrófagos ativados; 

na diferenciação de clones Th1 de células T e na produção de IL-12 por macrófagos e células 

dendríticas. Estudos demonstraram que camundongos deficientes em IL-10 infectados por T. 

gondii não conseguem controlar a infecção e morrem durante a fase aguda, devido à 

acentuada resposta inflamatória que ocorre principalmente no fígado e no intestino delgado, 

em virtude da produção descontrolada de TNF-α e IFN-γ (GAZZINELLI et al., 1996; 

MILLER et al., 2009). 

As células dendríticas medeiam diversas funções biológicas incluindo a apresentação 

de antígenos, fagocitose, produção e secreção de citocinas, desempenhando papel crucial no 

desenvolvimento inicial da resposta imune adaptativa (BANCHEREAU; STEINMAN, 1998; 

LAMBERT et AL., 2006).  
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Adicionalmente, a imunidade das mucosas também é importante no controle 

parasitário. À medida que T. gondii invade as células epiteliais intestinais, ocorre uma 

mudança na arquitetura das mesmas e um excessivo influxo de células inflamatórias para a 

lâmina própria, o que pode ocasionar necrose nesta região, sendo os linfócitos TCD4+ as 

principais células envolvidas neste processo (LIESENFELD et al., 1996; JU et al., 2009). 

Além disso, a infecção por T. gondii é capaz de ativar células NK e macrófagos, que são 

importantes na fase inicial da resposta ao parasito. Por mecanismos citotóxicos, diretos e 

indiretos, estas células atuam na inibição da proliferação parasitária, dando início a uma 

resposta imune específica contra o patógeno por meio da apresentação de seus antígenos 

(FILISETTI; CANDOLFI, 2004; YAP et al., 2006).  

Os linfócitos TCD8+ têm papel importante na proteção contra o parasito. São 

chamadas células T citotóxicas (CTL), uma vez que possuem grânulos citotóxicos, que são 

liberados na célula alvo, causando a sua lise. Os mastócitos também exercem grande 

importância na proteção contra T. gondii, pois liberam histaminas, proteases, ácido aracdônico 

e várias citocinas como IL-1, IL-3, IL-4 dentre outras, além de TNF-α. Estas citocinas são 

sintetizadas, ou algumas já estão estocadas, para serem liberadas imediatamente ou secretadas 

pelos mastócitos cerca de uma hora após o contato com o antígeno (FERREIRA et al., 2004; 

WILSON et al., 2010). 

Os anticorpos desempenham um papel secundário no controle da infecção por T. 

gondii, no entanto são importantes no estabelecimento de diagnóstico sorológico para a 

doença (GROSS et al., 2004; PETERSEN, 2007). Anticorpos IgM podem ser encontrados 

após 7 dias de infecção, alcançando um título máximo em poucas semanas e declinando 

gradualmente. A infecção via oral, em alguns hospedeiros, pode induzir a formação de 

anticorpos IgA (KAWAZOE, 2000). Anticorpos IgG geralmente aparecem uma a duas 

semanas após a infecção alcançando títulos máximos em seis semanas, podendo declinar em 

alguns meses ou anos, com títulos baixos permanecendo por toda a vida (SHARMA, 1990). 

A avaliação sorológica do tempo de vigência da infecção toxoplásmica tem 

fundamental importância como apoio para o diagnóstico de infecções recentes, pois é nesta 

fase que ocorrem eventuais manifestações clínicas da forma aguda, como também há 

possibilidade da transmissão congênita da infecção (CAMARGO et al., 1991; KAWAZOE , 

2000). O diagnóstico da toxoplasmose durante o período gestacional é realizado pelos testes 

ELISA (Enzyme Linked Immunossorbent Assay) de captura, ELISA-avidez e ISAGA 

(Immunosorbent Agglutination Assay), cuja sensibilidade atinge até 95%. Na presença de IgM 
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específica na primeira triagem da gestante, acompanhada da presença de IgG, tem-se a 

dificuldade na determinação da época provável da infecção materna e se o tratamento  é ou 

não recomendável. Recomenda-se a realização do perfil sorológico para toxoplasmose no 

início da gestação, com a repetição dos exames durante todo o período gestacional 

(ASHUBURN et al., 1998; BOYER et al., 2005, PETERSEN, 2007). 

  

1.6 Resposta imune na gestação 

Durante a gestação as funções fisiológicas maternas são alteradas e o sistema imune 

normalmente apresenta um estado de tolerância aos antígenos fetais (ZENCLUSSEN, 2006). 

Muitos hormônios, mais notavelmente estrógenos e progesterona, estão amplamente 

aumentados e esta condição gera alterações no balanço de citocinas de perfil Th1/Th2. Assim, 

há uma tendência à conversão para o perfil Th2, com produção de citocinas antiinflamatórias 

como IL-4, IL-5, IL-10 e TGF-β, as quais são sintetizadas na interface materno-fetal, 

principalmente por células da decídua e da placenta fetal em todo o período gestacional 

(ROBERTS et al., 2001; MILLER et al., 2009; DENNEY et al., 2010). Entretanto, a presença 

de citocinas do perfil Th2 não exclui a produção de citocinas Th1 no microambiente 

placentário. Células trofoblásticas no primeiro trimestre de gestação produzem IFNs, IL-1α e 

IL-1β e um desequilíbrio na síntese ou secreção dessas citocinas pode causar a interrupção da 

gestação. 

O fator de inibição de migração de macrófagos (MIF) atua também como citocina, 

sendo conhecido como regulador chave da imunidade inata e adquirida, importante na 

indução da resposta inflamatória a vírus e bactérias (BERNHAGEN et al., 1993; 

CALANDRA, et al., 1995) e tem a propriedade de ativar macrófagos e promover a morte de 

parasitos intracelulares (BERNHAGEN et al., 1998).  MIF é produzido por diferentes tipos 

celulares, tais como linfócitos T, macrófagos, monócitos, células dendríticas, eosinófilos, 

mastócitos e basófilos (LUE et al., 2002) e tem capacidade de sobrepor o efeito 

imunossupressivo de hormônios glicocorticóides na expressão de outras citocinas pró-

inflamatórias (CALANDRA et al., 1995). MIF exerce funções inflamatórias contra 

organismos protozoários tais como Trypanosoma cruzi, Leishmania major e T. gondii 

(SATOSKAR et al., 2001; REYES et al., 2006; FLORES et al., 2008; FERRO et al., 2008). 

Isto se deve a capacidade de inibir a migração randômica de macrófagos sugerindo que estes 

se acumulem no local de atuação (BERNHAGEN et al., 1998). Assim, nível elevado de MIF 

pode ser patogênico por promover uma resposta inflamatória excessiva. Entretanto, em 
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concentrações adequadas parece promover uma resposta inflamatória potente capaz de 

promover proteção contra doença grave para assegurar uma rápida e eficiente eliminação de 

parasitos (CHAISAVANEEYAKORN et al., 2002). Recentemente foi demonstrado que 

explantes placentários regulam positivamente a produção de MIF em resposta à estimulação 

com antígeno solúvel de T. gondii – STAg, sugerindo potencial atividade de MIF contra 

infecção por T. gondii nestes tecidos placentários (FERRO et al., 2008). Além disso, foi 

também demonstrado que MIF é fundamental na resistência contra T. gondii uma vez que 

camundongos MIF-/- apresentam maior suscetibilidade à infecção por estes parasitos 

(FLORES et al., 2008). 

A complexa rede de sinalização por meio de citocinas na interface materno-fetal 

adquire papel crucial durante infecções parasitárias. Qualquer desequilíbrio do balanço 

imunológico pode potencializar a produção de citocinas pró-inflamatórias de perfil Th1, como 

TNFα, IFN-γ e IL-2 que são prejudiciais ao feto, podendo levar ao aborto (RAGHUPATHY, 

2001; DAHER et al., 2004). Uma vez que o sistema imunológico materno produz citocinas 

antiinflamatórias para evitar a rejeição ao feto, há um potencial aumento da susceptibilidade à 

infecções parasitárias (ROBERTS et al., 2001). A maior susceptibilidade de gestantes à 

toxoplasmose pode estar relacionada à maior produção de citocinas antiinflamatórias, que são 

mais expressas durante a gestação. Neste caso, observa-se uma situação de 

“imunossupressão”, pois hormônios como estrógeno e progesterona modulam a reatividade 

das células T e a produção de citocinas (ROBERTS et al., 2001; VARGAS-

VILLAVICENCIO et al., 2009). A produção de elevados níveis de glicocorticóides, tais como 

cortisol (hormônio imunossupressivo encontrado em quantidades elevadas em mulheres 

grávidas) pode suprimir tanto INF-γ quanto a ativação de mediadores de TNF-α, o que 

implica em reduzida ativação da atividade fagocítica de macrófagos 

(CHAISAVANEEYAKORN et al., 2002). Assim, a influência hormonal no sistema 

imunológico com a produção de citocinas antiinflamatórias para evitar a rejeição ao feto, 

acaba influenciando a susceptibilidade à infecção parasitária, e consequentemente, o risco de 

infecção placentária e transmissão congênita (SHIRAHATA et al., 1992; ABOU-BACAR et 

al., 2004). Entretanto, pode haver uma maior expressão de citocinas tipo Th1 devido à carga 

parasitária e virulência da cepa, o que pode ser prejudicial ao feto, muitas vezes acarretando 

aborto. Assim, a existências destas duas situações (gestação/infecção) impõem ao organismo 

materno adaptações que devem convergir para um padrão de resposta que leve em conta a 

existência de uma gestação saudável e a gravidade da infecção (ABOU-BACAR et al., 2004). 
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1.7 Tratamento da toxoplasmose 

Geralmente a toxoplasmose ocasiona infecções brandas e até imperceptíveis em 

pacientes imunocompetentes em que não se recomenda o tratamento da doença. Contudo, 

quando a infecção ocorre em pacientes imunocomprometidos e em gestantes primoinfectadas, 

o tratamento é indicado (JONES et al., 2001; RORMAN et al., 2006). O principal tratamento 

da toxoplasmose congênita é uma combinação de sulfadiazina e pirimetamina associadas ao 

ácido folínico principalmente em casos de infecção fetal confirmada (RORMAN et al., 2006). 

A espiramicina é a droga de escolha para gestantes com infecção aguda (JONES et al., 2001; 

MONTOYA; LIESENFELD, 2004; ELSHEIKHA, 2008). Outra droga em estudos para o 

tratamento da toxoplasmose congênita, testada apenas em murinos, é a azitromicina, a qual 

apresenta atividade inibitória prolongada sobre a replicação intracelular de taquizoítas 

(GILMAN, 1997; MONTOYA; LIESENFELD, 2004; TORKILDSEN et al., 2008; COSTA et 

al., 2009). 

Espiramicina e azitromicina são antibióticos pertencentes ao grupo dos macrolídeos, 

que são compostos caracterizados por um anel de lactona macrocíclico que se liga a diferentes 

açúcares (REMINGTON et al., 2001; KATZUNG, 2006). Os macrolídeos pertencem a uma 

classe de antibióticos de amplo espectro que são usadas no tratamento de infecções 

bacterianas e parasitos intracelulares, como T.gondii (REMINGTON et al., 2001; HEGAB; 

AL-MUTAWA, 2003). 

A espiramicina apresenta 16 átomos de carbono e a azitromicina 15 átomos de 

carbono no anel. O alvo da ação de antibióticos macrolídeos é o ribossomo do parasito. Duas 

regiões do ribossomo são críticas para a síntese de proteínas: o centro decodificador na 

subunidade 30S que garante que apenas os tRNA portadores de anticódons que se pareiam 

com o códon (chamados de RNA cognatos) sejam aceitos no sítio A e  o centro de peptidil 

transferase na subunidade 50S, onde os tRNA cognatos se associam para a formação da 

ligação peptídica. Os macrólideos atuam inibindo a síntese protéica do parasito pela ligação 

do fármaco à subunidade maior 50S do ribossomo. A presença do antibiótico neste local 

impede a formação dos peptídeos, resultando na inibição da tradução (BRISSON-NOЁL, 

1988; RUBINSTEIN; KELLER, 1998; MANKIN, 2008). 

Além de possuir mecanismos que atuam diretamente no parasito, estudos recentes 

sugerem que os macrolídeos possuem propriedades anti-inflamatórias (RUBIN, 2004; 

FRIEDLANDER; ALBERT, 2010), o que pode influenciar na resposta imune, principalmente 

em infecções parasitárias. Estudos in vitro e in vivo, demonstraram o efeito modulador dos 

macrolídeos no sistema imunológico. Estas drogas influenciam a produção de citocinas, 
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mostrando um efeito negativo sobre a resposta pró-inflamatória. Além disso, a maioria das 

células envolvidas na resposta imune são, de uma forma ou de outra, influenciadas quando os 

antibióticos macrolídeos são administrados (FRIEDLANDER; ALBERT, 2010). 

A espiramicina tem a propriedade de alcançar altas concentrações nos tecidos, portanto é 

de grande importância na prevenção da transmissão de T. gondii através da placenta 

(GAGNE, 2001). A espiramicina não atravessa a barreira placentária, contudo é capaz de 

retardar a transmissão do parasito, promovendo redução na severidade da infecção fetal 

(REMINGTON et al., 2001). É utilizada em muitos países da Europa especialmente na França 

assim como na Ásia e América do Sul (RORMAN et al., 2006). Por ser um antibiótico do 

grupo dos macrolídeos, possui espectro antibactericida comparável à eritromicina e ativo 

contra T. gondii (REMINGTON et al., 2001).  

A azitromicina apresenta amplo espectro de ação,  sua difusão tecidual é mais rápida e 

mais elevada e sua meia-vida biológica é mais prolongada do que a de outros macrolídeos. 

Além disso, inova na possibilidade de administração única ao dia, resistência à degradação 

ácida do estômago, redução dos efeitos colaterais gástricos e na ampliação das propriedades 

terapêuticas (KATZUNG, 2006; PETROPOULOS et al., 2009). A azitromicina é indicada no 

tratamento de infecções respiratórias e dermatológicas causadas por Estreptococos e 

Estafilococos, Haemophilus influenzae, Bordetella pertussis, doenças urogenitais, além de 

organismos como: Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Mycoplasma hominis, 

Ureaplasma urealyticum, Pneumocystis carinii e também estudos comprovam sua efetividade 

em alguns protozoários como Leishmania sp e para T. gondii (BRAZ et al., 1999; 

KATZUNG, 2006; SINAGRA et al., 2007; LOPES et al., 2007). 

Estudos in vitro realizado por Chamberland e colaboradores (1991) demonstraram 

comparativamente a atividade de treze macrolídeos contra T. gondii. Os resultados mostraram 

que a eritromicina e azitromicina foram as drogas que apresentaram melhores resultados 

contra o parasito. Além disso, neste mesmo estudo a azitromicina foi o único macrolídeo com 

ação prolongada contra T. gondii e capaz de inibir a replicação intracelular de taquizoítas.  Em 

modelos animais, estudos utilizando o modelo experimental Calomys callosus demonstraram 

a eficiência do tratamento com azitromicina. Lopes e colaboradores (2009) observaram que o 

tratamento com a azitromicina em fêmeas gestantes e infectadas com T. gondii foi capaz de 

reduzir o número de cistos cerebrais do parasito nas mães e impedir a transmissão do mesmo 

para a região ocular dos fetos. Já Costa e colaboradores (2009), demonstraram que o 

tratamento com azitromicina a partir do quarto dia de gestação foi capaz de evitar a 
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transmissão vertical de T. gondii. Desta forma, azitromicina pode ser uma droga alternativa 

para o tratamento da infecção congênita por T. gondii. 

Apesar da existência do tratamento para a toxoplasmose congênita há trinta anos, não 

se sabe se o tratamento pré-natal é realmente eficaz, ou ainda qual o real mecanismo de ação 

dos fármacos nas mulheres e nos fetos a estes submetidos (PINARD et al., 2003; KRAVETZ; 

FEDERMAN, 2005; ELSHEIKHA, 2008). Os medicamentos atualmente preconizados, como 

a espiramicina e a combinação de sulfadiazina e pirimetamina são capazes de controlar a 

infecção por T. gondii, porém o tratamento é pouco tolerado pelos pacientes devido seus 

efeitos colaterais. Além disso, estes medicamentos são pouco eficazes na eliminação do 

parasito na fase crônica da infecção e a resistência a algumas dessas drogas é observada 

(BAATZ et al, 2006).  

 

1.8 Linhagens celulares 

1.8.1 Células trofoblásticas de coriocarcinoma humano (BeWo) 

Células BeWo foram isoladas a partir de um coriocarcinoma humano em 1968 por Pattillo 

e Gey (PATTILLO; GEY, 1968). Esta linhagem celular conservou muitas das propriedades de 

células trofoblásticas normais tais como, secreção hormonal - gonadotrofina coriônica 

humana; hormônio lactogênio placentário (BAHN et al., 1981); propriedade de adesão à 

células epiteliais do endométrio (LI et al., 2002). Além disso, secretam citocinas IL-4, IL-6, 

IL-8, IL-10 (BENNETT et al., 1997) e fatores de crescimento. Apresentam ainda 

propriedades morfológicas e marcadores bioquímicos comuns ao trofoblasto humano (VAN 

DER ENDE et al., 1990).  

Vários estudos são realizados na tentativa de estabelecer o papel de células trofoblásticas 

na modulação do perfil imunológico e transmigração placentária durante a gestação na 

presença de T. gondii. A utilização da linhagem celular de coriocarcinoma humano BeWo tem 

se mostrado um excelente modelo para esses estudos (BARRAGAN; SIBLEY, 2002; 

OLIVEIRA et al., 2006; BARBOSA et al., 2008). 

Um estudo comparativo mostrou que T. gondii se multiplica mais lentamente em células 

BeWo do que em fibroblastos. Além disso, também foi observado que a replicação do 

parasito não foi afetada quando tratadas com a combinação de IFN-γ e TNF-α, o que foi 

associada à falta de indução da enzima indoleamina-2,3-dioxigenase por estas citocinas 

(PFAFF et al., 2005a). Já o estudo comparando células trofoblástica BeWo e células epiteliais 

do cérvix  uterino humano (HeLa), demonstrou que as células BeWo são mais susceptíveis à 

infecção por T. gondii, uma vez que este tipo celular não controla a replicação do parasito, 
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mesmo após administração exógena de IFN-γ, enquanto células células HeLa mostraram-se 

dependentes de IFN-γ para conter o crescimento parasitário (OLIVEIRA et al., 2006).  

 

1.8.2 Células mielomonocíticas THP-1 

Células THP-1 (human acute monocytic leukemia cell line) é uma linhagem celular 

mielomonocítica derivada do sangue periférico de uma criança com leucemia monocítica 

aguda (TSUCHIYA et al, 1980). Esta linhagem apresenta propriedades semelhantes à 

macrófagos derivados de monócitos humanos produzindo IL-1 e expressam receptores para 

C3b e Fc, além dos ligantes LFA-1 e VLA-4 para as moléculas ICAM-1 e VCAM-1 

respectivamente (TSUCHIYA et al, 1980; PFAFF et al., 2005b; BARRAGAN; HITZIGER, 

2008).  

Morfologicamente, estas células apresentam um aspecto arredondado e, em cultura, não 

são aderentes. As células THP-1 são utilizadas em cultura como substitutas de monócitos do 

sangue, por se dividirem facilmente e se manterem em cultura por longos períodos 

(TSUCHIYA et al, 1980). Esta linhagem celular é permissiva ao crescimento de T. gondii in 

vitro, o que permite realizar estudos que avaliam a disseminação e a capacidade deste parasito 

em atravessar barreiras biológicas (CHANNON et al., 2000; BARRAGA; SIBLEY, 2003).  

Neste sentido, células THP-1 são utilizadas em estudos que avaliam a interação de monócitos 

e células trofoblásticas utilizando T. gondii, simulando assim a transmissão vertical deste 

parasito (PFAFF et al, 2005b).  

Pfaff e colaboradores (2008) demonstraram que células THP-1, infectadas com T. gondii, 

possuem menor capacidade de adesão à fibroblasto comparada com células não infectadas. 

Por outro lado, quando são estimuladas com IFN-γ e TNF-α, as células THP-1 apresentaram 

maior capacidade de adesão. É provável que em infecções agudas, tanto o parasito, quanto a 

presença de citocinas no microambiente da infecção podem modular mecanismos de adesão 

celular.  
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2. JUSTIFICATIVA 

A passagem transplacentária é uma das maiores complicações causadas pela infecção por 

T. gondii. A elucidação dos mecanismos que controlam a passagem vertical do parasito é 

crucial para o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas. Os macrolídeos 

espiramicina e azitromicina, além de possuirem mecanismos que atuam diretamente no 

parasito, possuem propriedade anti-inflamatória, o que pode influenciar tanto na resposta 

imune contra a infecção por T. gondii como na manutenção da gestação.   

Um sistema in vitro possibilita estudos relacionados ao transporte placentário e moléculas 

envolvidas, efeitos de drogas sobre a população celular e o comportamento de patógenos nas 

células. Assim, o presente estudo se justifica pela possibilidade de analisar, in vitro, os efeitos 

dos fármacos espiramicina ou azitromicina em células BeWo e THP-1. A análise dos efeitos 

nestes tipos celulares é de grande importância, pois constituem um modelo que simula o 

mecanismo de transmissão vertical da toxoplasmose.  
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3. OBJETIVOS 

 
3.1 Objetivo geral  

Avaliar os efeitos das drogas azitromicina ou espiramicina em células BeWo e THP-1 

infectadas ou não com T. gondii. 

  

3.2 Objetivos específicos  

• Avaliar a citotoxicidade do tratamento com azitromicina ou espiramicina em células 

BeWo e THP-1; 

• Determinar a influência de azitromicina ou espiramicina no índice de infecção e 

proliferação de T. gondii em células BeWo e THP-1; 

• Avaliar a produção de MIF em linhagem de células BeWo e THP-1 tratadas com  

azitromicina ou espiramicina e/ou infectadas  por T. gondii; 

• Avaliar a produção de citocinas do perfil Th1/Th2 em linhagem de células BeWo e 

THP-1 tratadas com  azitromicina ou espiramicina e/ou infectadas  por T. gondii.  
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4.  MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Cultura de células BeWo e THP-1 

 Células trofoblásticas derivadas de coriocarcinoma humano (linhagem BeWo) e 

mielomonócitos humanos da linhagem celular THP1 foram  adquiridas do American Type 

Culture Colletion (ATCC, USA) e mantidas em cultura no Laboratório de Histologia da 

Universidade Federal de Uberlândia. O projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Uberlândia (CEP-UFU) 

(Anexo 1). 

 As células foram cultivadas em frascos de cultura de 25cm2 (TPP®, Techno Plastic 

Products, Trasadingen, Suíça) contendo meio de cultura composto por meio RPMI 1640 

(Roswell Park Memorial Institute, Gibco, Paisley, Inglaterra) suplementado com 25 mM de 

HEPES, antibióticos (10.000U/mL de penicilina e 10 mg/mL de estreptomicina) (Cultilab, 

Brasil ou Sigma Chemical CO., Brasil)  e 10% de soro bovino fetal (SBF) (Cultilab, 

Campinas, Brasil). As células foram incubadas em atmosfera úmida de 5% de CO2, a 37º C. 

 O repique das células foi realizado a cada três dias. Frascos contendo células BeWo 

receberam novo meio de cultura e com auxílio de cells scrapers (Ciencor Scientific, Brasil), 

as células foram retiradas e transferidas para tubos de 15 ml. Células THP-1 em suspensão 

foram retiradas do frasco de cultura e transferidas para tubos de 15 mL. Em seguida, foram 

centrifugadas a 720 x g por 5 minutos à temperatura ambiente. Após descarte do 

sobrenadante, o pellet foi ressuspenso em 1 mL de meio de cultura com soro e distribuído em 

novos frascos de cultura de 25 cm2 contendo 4 mL de meio de cultura, seguindo-se incubação 

a 37° C e 5% de CO2.  

 

4.2. Manutenção da cepa RH de T.gondii 

4.2.1 Manutenção in vivo 

 A cepa RH de T. gondii foi mantida primariamente na cavidade peritoneal de 

camundongos Swiss do Centro de Bioterismo e Experimentação Animal da Universidade 

Federal de Uberlândia. Foi realizada inoculação intraperitonial nos camundongos, por meio de 

passagens seriadas com intervalos de 48-72 horas de inóculo com aproximadamente 106 

taquizoítas obtidos do exsudato peritoneal dos camundongos previamente infectados (MINEO 

et al., 1980). 

 

 

 



28 
 

4.2.2. Manutenção in vitro 

Os exsudatos peritoniais de camundongos previamente infectados foram obtidos por 

meio de lavagens da cavidade abdominal com solução salina tamponada com fosfato 0,01M 

(PBS) estéril pH: 7,2 e, em seguida, as suspensões parasitárias foram centrifugadas a 720 x g 

por 5 minutos.  Os taquizoítas resultantes na fração pellet foram ressuspensos em 0,5 mL de 

meio de cultura e inoculados em monocamadas de células BeWo (BARBOSA et al., 2008). 

 

4.3 Antibióticos 

Os antibióticos azitromicina (Biofarma, Uberlândia, Brasil) e espiramicina (Sigma 

Chemical Co.) em pó foram reconstituídas em água estéril a uma concentração de 3.000 

µg/mL (solução estoque) pouco tempo antes dos procedimentos experimentais. A obtenção da 

solução de trabalho foi feita a partir da solução estoque pela adição do meio de cultura para 

obtenção das diferentes concentrações. 

 

4.4 Ensaio de MTT  

A viabilidade de células BeWo e THP-1 tratadas ou não com azitromicina ou 

espiramicina foi avaliada utilizando-se o ensaio calorimétrico de MTT, seguindo o protocolo 

descrito por Mosmann (1983). Células  BeWo e THP-1 foram  cultivadas em placas de cultura 

de 96 poços na concentração de 5x104 células /200 µl/poço e incubadas a 37° C e 5% de CO2. 

Após 24 horas, as células foram tratadas com concentrações crescentes de azitromicina ou 

espiramicina (50, 100, 200, 400, 600, 800 µg/mL) por mais 24 horas. Células não tratadas 

serviram como controles do experimento. Após o tratamento, as placas de cultura foram 

centrifugadas (720 x g por 10 minutos), os sobrenadantes foram removidos e 100 µL/poço de 

tetrazólio de metiltiazol (MTT, Sigma Chemical Co.) foram adicionado. As placas foram 

incubadas em condições de cultura e, após 3 horas, os poços contendo as células foram 

novamente centrifugados. Após centrifugação, os sobrenadantes foram removidos e as 

partículas insolúveis de coloração roxa, (cristais de formazan) produzidas por células viáveis 

que metabolizaram o MTT, foram então solubilizadas pela adição de 100 µL/poço de 10% 

duodecil sulfato de sódio (SDS) a 50% N, N-dimetil formamida. Após 30 minutos de 

incubação, a densidade óptica (DO) foi determinada a 570 nm em leitor de placas (Titertek 

Multiskan Plus, Flow Laboratories, McLean, EUA) e os resultados foram expressos como a 

porcentagem de células viáveis em relação aos controles (100%). Dois experimentos 

independentes foram realizados em triplicata para cada condição. 
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4.5 Análise do índice de infecção e replicação intracelular de T. gondii sob influência dos 

diferentes tratamentos 

Células BeWo foram cultivadas sobre lamínulas redondas (13-mm) em placa de 

24 poços e células THP-1 em placa de 96 poços na concentração de 5x104 células /200 

µl/poço. Após 24 horas, as células foram infectadas com taquizoítas da cepa RH de T. 

gondii, na proporção de 3 parasitos por célula BeWo ou THP-1, por mais 24 horas. Em 

seguida, as linhagens celulares foram tratadas por 24 h com as concentrações de 50, 100, 

200 e 400 µg/mL de azitromicina ou espiramicina. Como controle, os mesmos 

procedimentos foram realizados, porém na ausência dos tratamentos. As células BeWo 

foram lavadas em PBS, fixadas em formol 10% em PBS por 2 horas e coradas com azul 

de toluidina 1% por 30 segundos. As células THP-1 foram centrifugadas (720 x g, 10 

minutos) e o pellet foi ressuspenso em 5 µL de PBS. Foi realizado um esfregaço do pellet 

correspondente a cada condição testada e, após fixação com formol 10% em PBS por 30 

minutos, foram corados com azul de toluidina por 30 segundos. 

As lamínulas foram analisadas sob microscópio de luz e as células foram 

quantificadas quanto à porcentagem de células infectadas a cada 200 células examinadas 

(índice de infecção) e quanto ao número total de parasitos intracelulares a cada 200 

células infectadas examinadas (replicação intracelular do parasito). 

4.6 Determinação de citocinas em células BeWo e THP-1 

4.6.1 Infecção com T. gondii e tratamento das células BeWo e THP-1  

Células BeWo foram cultivadas sobre lamínulas redondas (13-mm) em placa de 24 

poços e células THP-1 em placa de 96 poços na concentração de 5x104 células /200µl/poço. 

Após 24 horas, as células foram infectadas com taquizoítas da cepa RH de T. gondii, na 

proporção de 3 parasitos por célula BeWo ou THP-1. Após 24h, as células foram tratadas nas 

concentrações de 50, 100, 200 e 400 µg/mL de azitromicina ou espiramicina a 37 º C e 5% de 

CO2. Células não infectadas e não tratadas (controle) ou células infectadas e não tratadas (T. 

gondii – Tg controle) foram mantidas apenas em meio completo como controle.  Após 24 h, 

os sobrenadantes foram coletados e armazenados a -70 º C para posterior dosagem de 

citocinas. Dois experimentos independentes foram realizadas em triplicata para cada 

condição.  
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4.6.2 Ensaio Imunoenzimático (ELISA)  

A concentração de MIF foi determinada por ensaio ELISA sandwich de acordo com as 

instruções do fabricante (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).  

Brevemente, placas para ELISA com 96 poços de alta afinidade foram incubadas com 

anticorpo monoclonal anti-MIF humano (R&D Systems, Abingdon, UK), “overnight” a 

temperatura ambiente. As placas foram então lavadas com PBS Tween 20 e os sítios 

inespecíficos foram bloqueados com solução de bloqueio (Soro Albumina Bovina – BSA 1% 

e PBS) e incubados a temperatura ambiente por 1 hora.  Após lavagem das placas, 50 µL das 

amostras foram adicionadas em triplicata e incubadas por 2 horas a temperatura ambiente.  

Paralelamente, curvas padrões de MIF foram realizadas em diluições duplas seriadas. 

As placas foram então lavadas e incubadas com anticorpo de cabra anti-MIF humano 

biotinilado (R&D Systems). Após novas lavagens, as placas foram incubadas com 

estreptavidina-peroxidase (Zymed, San Francisco, CA) por 20 minutos a temperatura 

ambiente ao abrigo da luz. A seguir adicionou-se 3,3’, 5,5’- tetrametilbenzidina (TMB) 

(Zymed).  

A densidade óptica (DO) foi determinada em leitor de placas a 450 nm e os valores de 

DO obtidos foram convertidos em pg/mL de acordo com a curva padrão, utilizando o software 

Microplate Menager PC versão 4.0 (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, EUA).  O limite de 

sensibilidade foi 18 pg/mL. O coeficiente de variação intra-análise e inter-análise foram de 

3.86 % e 9.14%, respectivamente.  

 

4.6.3 Cytometric Bead Array (CBA) 

As citocinas humanas (IL-2, IL-4, IL-10, IL-5, IFN-γ and TNF-α) foram determinadas 

usando o kit Cytometric Bead ArrayTM (CBA; BD Biosciences, San Jose, CA). Brevemente, 

tubos contendo as amostras (sobrenadantes) foram misturadas com um mix de beads de 

captura para cada citocina. Após a mistura, foram adicionados os anticorpos anti-IL-2, anti-

IL-4, anti-IL-5, anti- IL-10, anti-IFN-γ e anti-TNF-α humanos conjugados com ficoeritrina 

(PE) (BD Company, San Diego, CA) por 3 horas à temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Os 

tubos foram então centrifugados (720 x g por 7 minutos) e os sobrenadantes cuidadosamente 

aspirados e descartados. O pellet contendo as beads foi ressuspenso e as amostras foram 

analisadas no citômetro FACSCalibur BD™ (BD Company, San Diego, CA) e os dados 

obtidos foram analizados pelos softwares BD™ Cell Quest e CBA. Os resultados foram 

expressos em intensidade média de fluorescência (MFI) para todas as citocinas analisadas.  
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4.7 Análise estatística  

 A análise estatística foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism 4.0 

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Os dados foram expressos como média ± 

desvio padrão (DP). A comparação dos dados entre células infectadas/tratadas e 

infectadas/não tratadas (Tg controle) ou células não infectadas/não tratadas foi analisada pelo 

teste ANOVA (one-way) e pelo pós-teste de comparação de Dunnett. A comparação de dados 

entre os tratamentos de azitromicina e espiramicina foi analisado pelo teste t de Student. As 

diferenças foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05. 

 

4.8 Normas de biosegurança 

 Todos os procedimentos de cultura celular, bem como manuseio de material biológico, 

utilização de vidraria, equipamentos e reagentes químicos foram realizados de acordo com as 

normas de biossegurança (MINEO et al., 2005). 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Viabilidade celular após tratamentos com as drogas 

 O número de células BeWo e THP-1 viáveis após o tratamento com diferentes 

concentrações de azitromicina ou espiramicina foi avaliado por meio da análise calorimétrica 

do MTT (Figura 1). Observou-se que para as células BeWo tratadas com azitromicina, as 

concentrações de 600 e 800 µg/mL  foram tóxicas em relação ao grupo controle (Figura 1A); 

As concentrações de 400, 600 e 800 µg/mL foram as que apresentaram maior citotoxicidade 

para células THP-1 (Figura 1B). Células BeWo tratadas com espiramicina, apenas a 

concentração de 800 µg/mL foi tóxica comparada com o grupo controle (Figura 1C). As 

concentrações de 600 e 800 µg/mL de espiramicina foram as mais tóxicas para células THP-1 

(Figura 1D).  

Baseado nesses resultados, os experimentos seguintes foram realizados com as 

concentrações de 50, 100, 200 e 400 µg/mL de azitromicina ou espiramicina para as células 

BeWo. Para as células THP-1, as mesmas concentrações foram utilizadas, exceto a 

concentração de 400 µg/mL de azitromicina ou espiramicina. 

 

5.2 Infecção e replicação intracelular de T. gondii em células BeWo e THP-1  

Os índices de infecção e replicação intracelular do parasito em células BeWo e THP-1 

foram determinados após tratamento celular com concentrações crescentes de azitromicina ou 

espiramicina (Figura 2). Observamos menor índice de infecção quando as células BeWo 

foram tratadas com as drogas azitromicina ou espiramicina, principalmente nas concentrações 

mais altas (Figura 2A). Quando os tratamentos foram comparados, as células BeWo 

mostraram diminuição significativa do índice de infecção nas concentrações de 50 e 400 

µg/mL, indicando menor quantidade de células infectadas quando foram tratadas com 

azitromicina (Figura 2A). Para as células THP-1, também foi observado diminuição 

significativa de células infectadas após tratamento com as drogas quando comparadas com o 

grupo controle (Figura 2C). Quando os tratamentos foram comparados, não observamos 

diferenças significativas (Figura 2C). 

Quanto ao índice de replicação intracelular do parasito, observamos uma diminuição 

do número de parasitos nas células BeWo tratadas com todas as concentrações de 

azitromicina e nas concentrações de 200 e 400 µg/mL de espiramicina (Figura 2B). Quando 

os tratamentos foram comparados, observamos  diferenças significativas nas concentrações de 

50 e 100 µg/mL, indicando que houve diminuição no número de parasitos quando as células 
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BeWo foram tratadas com azitromicina nessas concentrações (Figura 2B). Em células THP-1, 

houve diminuição significativa do índice de replicação intracelular de T. gondii quando foram 

tratadas com as drogas (Figura 2D).  Quando os tratamentos foram comparados, não 

observamos diferenças significativas (Figura 2D). 

O efeito das drogas na replicação do parasito em células BeWo e THP-1 também foi 

representado pela taxa de inibição do crescimento de T. gondii, como mostra a Tabela 1 e 2. O 

tratamento das células BeWo com concentrações crescentes de azitromicina resultou em uma 

significante inibição da replicação dos taquizoítas intracelulares de 13,0 a 40,7%. O efeito 

inibitório de espiramicina no crescimento de T. gondii foi observado nas concentrações de 

200 e 400 µg/mL, com significante inibição de replicação do parasito de 23,9% e 31,4 % 

respectivamente (Tabela 1). Para as células THP-1, o tratamento com azitromicina resultou 

em uma significante inibição da replicação dos taquizoítas intracelulares de 23,5 a 40,6% e 

para espiramicina de 24,4 a 29,2% (Tabela 2).   

Fotomicrografias representativas de células BeWo e THP-1 infectadas e tratadas com 

azitromicina ou espiramicina estão demonstradas nas figuras 3 e 4 respectivamente. Células 

BeWo e THP-1, tratadas com concentrações crescentes de azitromicina ou espiramicina, 

apresentam menor número de parasitos intracelulares quando comparadas com células 

controles. 

 

5.3 Produção de MIF por células BeWo e THP-1 infectas com T. gondii e tratadas com 

azitromicina ou espiramicina 

A produção de MIF foi avaliada em sobrenadantes de cultura de células BeWo e THP-

1 infectadas e tratadas com diferentes concentrações de azitromicina ou espiramicina (Figura 

5). Células BeWo não infectadas e tratadas com as diferentes concentrações das drogas 

apresentaram aumento na produção de MIF nas concentrações de 100 e 200 µg/mL de 

azitromicina e em todas as concentrações de espiramicina, quando comparadas com o controle 

(Figura 5A). Quando os dois tratamentos foram comparados, observamos diferença 

significativa na concentração de 400 µg/mL, mostrando maior produção de MIF quando as 

células foram tratadas com 400 µg/mL de espiramicina (Figura 5A). Após a infecção, a 

produção de MIF por células BeWo aumentou significantemente quando tratadas com 

azitromicina, exceto para a concentração de 400 µg/mL e para todas as concentrações de 

espiramicina (Figura 5B). A produção de MIF por células BeWo infectadas e  tratadas com 

azitromicina foi significantemente maior do que as células BeWo tratadas com espiramicina 

nas mesmas condições (Figura 5B). Além disso, a infecção com T. gondii aumentou a 
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produção de MIF em células BeWo infectas e não tratadas (Tg controle) comparado com 

células não infectadas e não tratadas (controle) (Figura 5C). 

Em células THP-1 não infectadas e tratadas com as diferentes concentrações de 

azitromicina ou espiramicina não houve diferença significativa na produção de MIF quando 

comparadas com o controle ou entre os tratamentos (Figura 6A). Após a infecção, também 

não foi observado diferença significativa na produção de MIF quando foram comparadas com 

Tg controle (Figura 6B). Entretanto, observamos que a produção de MIF por células THP-1 

infectadas foi significativamente maior do que as não infectadas (Figura 6C).  

 

5.4 Produção de citocinas (Th1/Th2) por células BeWo infectadas e tratadas com 

azitromicina ou espiramicina  

O perfil de produção de citocinas foi avaliado em sobrenadante de células BeWo após 

infecção e tratamento com azitromicina ou espiramicina em diferentes concentrações (Figura 

7). Células BeWo não infectadas e tratadas com diferentes concentrações de azitromicina ou 

espiramicina (50-400 µg/mL) não alteraram a produção de IFN-γ ou TNF-α quando 

comparadas com células controle (Figura 7A, C). Entretanto, o tratamento com 100 µg/mL e 

200 µg/mL de azitromicina ou 400 µg/mL de espiramicina em células BeWo infectadas 

induziu um aumento significativo na produção de TNF-α comparado com células infectadas 

não tratadas (Tg controle) (Figura 7B). Quando os diferentes tratamentos foram comparados, 

observamos diferenças significativas nas concentrações de 200 e 400 µg/mL, mostrando 

maior produção de TNF-α quando as células foram tratadas com 200 µg/mL de azitromicina 

ou 400 µg/mL espiramicina) (Figura 7B). Interessantemente, o tratamento com ambas as 

drogas, independente das concentrações testadas, diminuiu a produção de IFN-γ em células 

BeWo infectadas comparadas com células infectadas não tratadas (Tg controle) (Figura 7D). 

Quando os tratamentos foram comparados, não observamos diferenças significativas entre as 

concentrações de IFN-γ (Figura 7D). Além disso, não observamos alterações na produção de 

IL-2 em células BeWo tratadas com ambas as drogas comparada com o controle ou células 

BeWo infectadas e tratadas comparadas com Tg controle (dados não mostrados).  

A avaliação de citocinas do perfil anti-inflamatórias revelou que a produção de IL-10 

diminuiu em sobrenadantes de células BeWo não infectadas e tratadas com 200 e 400 µg/mL 

de azitromicina, assim como para todas as concentrações de espiramicina (Figura 7E). Após a 

infecção, observamos aumento na produção de IL-10 nas concentrações de 50 e 400 µg/mL de 

azitromicina e de 100 µg/mL de espiramicina comparado com Tg controle (Figura 7F). 
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Quando os tratamentos foram comparados, não foram observadas diferenças significativas 

(Figura 7F).   

A produção de IL-4 não alterou quando células BeWo não infectadas foram tratadas 

com ambas as drogas (Figura 7G), mas quando células infectadas foram tratadas, observou-se 

aumento significativo na produção de IL-4 nas concentrações de 100, 200 e 400 µg/mL de 

azitromicina e em todas as concentrações de tratamento com espiramicina (Figura 7H). 

Adicionalmente, verificou-se maior produção de IL-4 quando células BeWo infectadas foram 

tratadas com 50 µg/mL de espiramicina, comparada com o tratamento com azitromicina nesta 

mesma concentração. Nenhuma diferença significativa foi observada na produção de IL-5 

quando as células foram tratadas com as drogas, independentemente se as células eram 

infectadas ou não (dados não mostrados). 

 

5.5 Produção de citocinas (Th1/Th2) por células THP-1 infectadas e tratadas com 

azitromicina ou espiramicina  

Em células THP-1 não infectadas e tratadas com diferentes concentrações de 

azitromicina ou espiramicina (50-200 µg/mL), a produção de TNF-α diminuiu 

significativamente para ambas as drogas quando comparadas com células controle (Figura 

8A). Quando os diferentes tratamentos foram comparados, observou-se diferença significativa 

apenas para a concentração de 50 µg/mL, indicando que as células THP-1 tratadas com 50 

µg/mL de azitromicina produziu menos TNF- α (Figura 8A). Entretanto, em células THP-1 

infectadas, apenas na concentração de 50 µg/mL de azitromicina houve diminuição 

significativa da produção de TNF- α comparado com Tg controle (Figura 8B). Também, 

somente nesta concentração houve diferença significativa entre os tratamentos, mostrando 

menor produção de TNF- α quando as células foram tratadas com 50 µg/mL de azitromicina 

(Figura 8B).  

A produção de IFN-γ por células THP-1 não infectadas e tratadas com diferentes 

concentrações de azitromicina ou espiramicina não mostrou alteração quando comparadas 

com células controle (Figura 8C). Entretanto, o tratamento das células THP-1infectadas com 

ambas as drogas, independe das concentrações testadas, induziu um aumento significativo na 

produção de IFN-γ quando comparadas com Tg controle (Figura 8D). Quando os tratamentos 

foram comparados, apenas a concentração de 400 µg/mL apresentou diferença significativa, 

mostrando que nesta concentração a produção de IFN-γ por células THP-1 é maior quando 

são tratadas com espiramicina (Figura 8D).  
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Células THP-1 não infectadas e tratadas com azitromicina ou espiramicina não 

mostraram alterações na produção de IL-2 quando comparadas com células controle (Figura 

8E). Por outro lado, em células THP-1 infectadas e tratadas com diferentes concentrações de 

azitromicina ou espiramicina a produção desta citocina foi aumentada significativamente em 

ambos os tratamentos, independente da concentração (Figura 8F). 

Em relação às citocinas anti-inflamatórias, não houve diferenças significativas na 

produção de IL-10 por células THP-1 não infectadas e tratadas com diferentes concentrações 

de azitromicina ou espiramicina quando comparadas com o controle (Figura 8G). Entretanto, 

a produção de IL-10 por células THP-1 infectadas e tratadas aumentou significativamente em 

ambos os tratamentos quando comparados com Tg controle (Figura 8H).  Quando os 

tratamentos foram comparados, observamos diferenças significativas em todas as 

concentrações, indicando que células THP-1infectadas e tratadas com espiramicina são 

capazes de produzir mais IL-10 (Figura 8H).  A produção de IL-4 e IL-5 não foram alteradas 

quando células THP-1 não infectadas foram tratadas com as drogas (Figura 8I;L). No entanto, 

quando as células infectadas foram tratadas, observamos  aumento significativo de IL-4 e IL-5 

em todas as concentrações de espiramicina (Figura 8J;M). 
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6. DISCUSSÃO 

Embora a biologia e a fisiologia de T. gondii sejam amplamente investigadas, os 

medicamentos utilizados no tratamento da toxoplasmose congênita possuem limitações 

devido aos seus efeitos colaterais, toxicidade elevada e resistência dos parasitos às drogas 

(ARAUJO et al., 1991; JEFFRIES; JOHNSON, 1996; SONDA; HEHL, 2006).  Apesar disso, 

há poucos estudos sobre o tratamento da toxoplasmose e seus efeitos (SONDA; HEHL, 

2006). 

Macrolídeos pertencem a uma classe de antimicrobianos que representam cerca de 10-

15% do mercado mundial de antibióticos orais (PERITI et al., 1993). Esses antibióticos 

desempenham um papel importante no tratamento de doenças infecciosas (MANKIN, 2008).  

A maioria dos estudos sobre o uso de antibióticos macrolídeos está relacionada com o seu uso 

clínico, interações medicamentosas, eficácia, efeitos adversos e toxicidade (VILUKSELA et 

al., 1996; BOSNAR, et al., 2005; KARABULUT et al., 2008; MILLROSE, et al., 2009). No 

presente estudo, foi avaliado o efeito dos macrolídeos azitromicina ou espiramicina, em 

células BeWo e THP-1, analisando a viabilidade celular, as taxas de infecção e replicação de 

T. gondii e produção de citocinas. 

Existem poucos estudos comparando a toxicidade dos macrolídeos nos diferentes tipos 

celulares. Já foi demonstrado que alguns desses antibióticos apresentam atividade inibitória 

contra T. gondii apenas em concentrações que são tóxicas às células e, portanto, de uso 

desaconselhado (CHAMBERLAND et al., 1991).  Desta forma, o estabelecimento das 

concentrações não tóxicas para a célula, mas ativas contra o parasito é de grande importância 

para possível indicação terapêutica da droga contra T. gondii.   

A escolha das dosagens para o ensaio de citotoxicidade desse estudo foi realizada com 

base em estudos anteriores que utilizaram azitromicina e espiramicina no tratamento de outros 

tipos celulares e contra T. gondii (CHAMBERLAND et al., 1991; BOSNAR, et al., 2005; 

MILLROSE, et al., 2009). Assim, as concentrações experimentais para o ensaio de 

citotoxicidade para as células BeWo e THP-1 foram de 50, 100, 200, 400, 600 e 800 µg/mL 

para ambas as drogas. Nas células BeWo, a azitromicina mostrou efeito citotóxico nas 

concentrações de 600 e 800 µg/mL e espiramicina apenas na concentração de 800 µg/mL. 

Para as células THP-1, as concentrações de 400, 600 e 800 µg/mL de azitromicina e de 600 e 

800 µg/mL de espiramicina, foram as que apresentaram maior citotoxicidade.  

Em um estudo utilizando linhagem de células do fígado humano, Viluksela e 

colaboradores (1996) compararam os efeitos hepatotóxicos dos macrolídeos. Eles 

demonstraram que a azitromicina foi o macrolídeo menos tóxico para as células hepáticas 
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humanas. Outro estudo utilizando linhagem de células endoteliais e fibroblastos, mostrou que 

a azitromicina teve efeito tóxico para células endoteliais em uma concentração acima de 40 

µg/mL e para fibroblastos acima de 80 µg/mL (MILLROSE et al., 2009), o que demonstra que 

a citotoxicidade é relativa para cada tipo de célula.  

Estudos prévios demonstraram que monócitos e macrófagos são capazes de concentrar 

intracelularmente esses medicamentos, e que baixas concentrações de azitromicina 

permanecem no soro e a maioria da droga concentra-se no interior das células, principalmente 

em macrófagos e neutrófilos (GORDAN; BLUMER, 2004; BOSNAR et al., 2005). Além 

disso, Vorbach e colaboradores (2002) analizaram, in vitro, o efeito da azitromicina na 

quantidade de ATP intracelular de células endoteliais do cordão umbilical humano para 

deduzir a condição do metabolismo celular. Após 60 minutos de incubação com 2000 µg/mL 

de azitromicina, ocorreu uma diminuição significativa das concentrações intracelulares de 

ATP. Assim, no presente trabalho, altas concentrações extracelulares de azitromicina ou 

espiramicina pode ter resultado em alta concentração intracelular que, por sua vez, tornaram-

se tóxico para as células BeWo e THP-1. Entretanto, células BeWo e THP-1 mostraram-se 

viáveis mesmo em concentrações consideradas altas para outros tipos celulares.  

Uma vez estabelecidas as concentrações menos tóxicas, investigamos o efeito do 

tratamento com azitromicina ou espiramicina na infecção das células BeWo e THP-1 por T. 

gondii.  Nossos resultados demonstraram que o tratamento com as drogas reduziu 

significativamente o número de células BeWo e THP-1 infectadas por T. gondii. Além disso, 

houve diminuição significativa na replicação intracelular do parasito. Quando os tratamentos 

foram comparados, observou-se diminuição significativa de células infectadas e parasitos 

intracelulares em células BeWo tratadas com azitromicina; já em células THP-1 não foi 

observado diferença significativa na comparação dos tratamentos com as drogas.  

Sabe-se que azitromicina e espiramicina possuem atividades inibitórias contra T. 

gondii (GARIN; EYLES, 1958; JEFFRIES; JOHNSON 1996; DUNAY et al. 2004). O 

mecanismo de ação dos macrolídeos basea-se na inibição da síntese de proteínas dos 

taquizoítas e bradizoítas do parasito (GRUJIC et al., 2004). Esses medicamentos inibem a 

síntese protéica do parasito pela ligação à subunidade maior do ribossomo o que resulta em 

uma inibição geral da tradução (KATZUNG, 2006; MANKIN, 2008). Chamberland e 

colaboradores (1991) mostraram que a azitromicina foi o macrolídeo que apresentou melhores 

resultados contra T. gondii em ensaios in vitro. Além disso, esta droga foi o único macrolídeo 

que demonstrou uma atividade inibitória prolongada contra o parasito. Assim, analisando em 

conjunto os dados de citotoxicidade e parasitismo, pode-se inferir que a diminuição do 
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número de células infectadas e da replicação intracelular do T. gondii pode ser atribuída ao 

fato dos macrolídeos serem capazes de se acumularem nas células BeWo e THP-1 e assim 

agirem diretamente contra os parasitos. 

Antibióticos macrolídeos possuem efeitos imunomoduladores e são eficazes no 

tratamento da inflamação crônica das vias aéreas, além de sua atividade contra bactérias e 

parasitos, como por exemplo, o T. gondii (RUBIN, 2004; WIESNER; SEEBER, 2005). As 

citocinas pró-inflamatórias possuem um papel central na iniciação e propagação das respostas 

imunes inflamatórias nas fases aguda e crônica (LILES; VAN VOORHIS, 1995). No entanto, 

a produção não regulada dessas citocinas, particularmente em excesso, pode tornar-se 

prejudicial ao organismo (SZARKA et al., 2010). Há evidências que demonstram que os 

antibióticos macrolídeos exercem efeitos anti-inflamatórios, por serem capazes de modular a 

cascata de citocinas e quimiocinas que induzem a iniciação e progressão da resposta imune 

(TAMAOKI et al., 2004; SZARKA et al., 2010). Uma vez que os antibióticos macrolídeos 

possuem efeitos imunomoduladores e exercem efeitos anti-inflamatórios, nós avaliamos a 

ação da azitromicina e da espiramicina na secreção das citocinas MIF, IL-10, IL-4, IL-5, IL-2, 

TNF-α e IFN-γ em células BeWo e THP-1.  

MIF foi espontaneamente secretado pelas células BeWo, porém quando foram 

infectadas com T. gondii e tratadas com azitromicina, a produção de MIF foi 

significativamente maior do que as células tratadas com espiramicina.  

MIF é uma citocina capaz de inibir a migração randômica de células mononucleares e 

é produzido por diferentes tipos celulares, incluindo trofoblasto e células uterinas (IETTA et 

al., 2007). Além disso, MIF é considerado um regulador importante das respostas imunes e 

inflamatórias, uma vez que é fundamental para defesa do hospedeiro contra vários parasitos 

intracelulares, incluindo o T. gondii (CHAISAVANEEYAKORN et al., 2002; REYES et al., 

2006; FLORES et al., 2008), mantendo macrófagos ativados, aumentando assim o atividade 

microbicida de respostas imunes inatas (CHAISAVANEEYAKORN et al., 2002; 

MCDEVITT et al., 2006; FLORES et al., 2008). Experimentos realizados com Plasmodium 

spp. mostraram que MIF, juntamente com o IFN-γ e/ou TNF-α, é fundamental na ativação dos 

macrófagos e eliminação dos parasitos (CHAISAVANEEYAKORN et al., 2002).  

Em um estudo anterior, o nosso grupo demonstrou que a produção de MIF por 

explantes de vilos placentários humano está fortemente associada à estimulação por antígeno 

solúvel de Toxoplasma (STAg) (FERRO et al., 2008). Em outro estudo, células BeWo quando 

estimuladas com STAg e infectadas com T. gondii secretaram maior quantidade de MIF do 

que as células não-infectadas e não-tratadas (GOMES, 2008). Além disso, o bloqueio de MIF 
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endógeno resultou em maior susceptibilidade dessas células contra a infecção por T. gondii 

(GOMES, 2008). No presente estudo, nós mostramos que o tratamento com azitromicina foi 

capaz de aumentar a produção de MIF em células BeWo, que é uma importante citocina 

envolvida na resposta imune durante a gestação e que pode estar envolvido na resistência 

destas células à infecção por T. gondii.  

Apesar dos monócitos serem capazes de produzir MIF (LUE et al., 2002), no presente 

estudo o tratamento com azitromicina ou espiramicina não alterou sua produção em células 

THP-1. Entretanto, a infecção por T. gondii aumentou significativamente a produção de MIF, 

mostrando que a infecção é um fator que estimula a produção desta citocina nessas células. 

Neste tipo celular, MIF atua aumentando a fagocitose, destruindo parasitos e células tumorais 

(POZZI; WEISER, 1992; ONODERA et al., 1997; JUNTTNER et al., 1998). 

Durante a gestação, a defesa contra parasitos intracelulares como T. gondii representa 

um paradoxo devido à imunossupressão ou indução de tolerância aos tecidos fetais, sendo 

esses imprescindíveis para proteger o feto no útero, enquanto a resposta imune pró-

inflamatória Th1 é necessária para mediar a defesa protetora contra parasitos (FILISETTI; 

CANDOLFI, 2004; WILCZYNSKI, 2006; WITKIN et al., 2011). Neste contexto, o perfil de 

citocinas Th1/Th2 foi analisado no presente estudo. 

 Os resultados mostraram que células BeWo e THP-1 infectadas  e tratadas com 

diferentes concentrações de azitromicina ou espiramicina polarizou a resposta imune para um 

perfil Th2, com aumento da produção de IL-4, IL-10 e IL-5. Entretanto, houve aumento na 

produção de TNF-α e diminuição de IFN-γ em células BeWo e aumento de IFN-γ e IL-2 em 

células THP-1.  

Uma vez que IL-10 e IL-4 são citocinas que modulam diretamente a produção de 

citocinas pró-inflamatórias, elas são importantes moduladores da resposta imune inata e 

adaptativa (BERKMAN et al., 1995; MOORE et al., 2001). Estudos prévios demonstraram 

que IL-4, IL-10 e IL-13 estão associadas às atividades biológicas contrárias às induzidas por 

IFN-γ em diversos tipos celulares (VASSE et al., 1996; SERPIER et al., 1997; GORDON et 

al., 2003). Muitos estudos têm mostrado que IL-10 antagoniza a expressão de vários genes e 

funções induzidas por IFN-γ em células de linhagem monocítica (BOGDAN et al., 1991; DE 

WAAL MALEFYT et al., 1993; D’ANDREA et al., 1993) e, recentemente algumas 

evidências sugerem que IL-10 é capaz de regular negativamente, tanto citocinas citocinas do 

perfil Th1, quanto do perfil Th2 (COUPER et al., 2008). Entretanto, outros estudos 

demonstraram que IL-4 e IL-13, mas não IL-10, pode inibir a expressão de genes induzidas 

por IFN-γ em fibroblastos humanos (VASSE et al., 1996; SERPIER et al., 1997; CHAVES et 
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al., 2001). Nossos dados mostraram aumento na produção de IL-10 e IL-4 em células BeWo 

infectadas e tratadas com azitromicina ou espiramicina, sugerindo que essas citocinas estejam 

envolvidas no decréscimo da produção de IFN-γ.  

IFN-γ foi inicialmente descrito como uma citocina produzida somente por linfócitos 

CD4+, linfócitos citotóxicos CD8+ e células NK (SCHRODER et al., 2004). No entanto, 

alguns trabalhos sugerem que as células apresentadoras de antígenos, como os macrófagos e 

as células dendríticas, também podem produzir IFN-γ (FRUCHT et al., 2001; CARVALHO-

PINTO et al., 2002; ROBINSON et al., 2009). Em nosso estudo foi observado que células 

THP-1 produziram IFN-γ e que, diferentemente das células BeWo, a produção de IFN-γ 

aumentou significativamente quando as células infectadas foram tratadas com ambas as 

drogas. Apesar dos macrolídeos modularem uma resposta imune para o perfil Th2, IL-10 e 

IL-4 não interferiram na produção desta citocina em células THP-1. Este fato pode estar 

relacionado com a quantidade de IL-10 e IL-4 produzida, o que pode não ter sido suficiente 

para interferir na produção de IFN- γ nestas células.  

Apesar de IFN-γ ser uma das citocinas mais importantes contra T. gondii (ABOU-

BACAR et al., 2004; PIAO et al., 2005; NOROSE et al., 2005), células BeWo são incapazes 

de controlar a replicação deste parasito, mesmo na presença de IFN-γ exógeno. Assim, foi 

sugerido que IFN-γ, pode não constituir a via que controla a sobrevivência do parasito em 

células BeWo (OLIVEIRA et al., 2006; BARBOSA et al., 2008). 

A predominância de citocinas Th1 (IFN-γ, TNF e IL-2) produzidas em resposta à 

infecção por T. gondii, configura um quadro potencialmente prejudicial para a gestação, 

podendo levar ao aborto (RAGHUPATHY, 2001; DAHER et al., 2004). A presença de IFN-γ 

e TNF inibe a invasão das células trofoblásticas na mucosa uterina, por diminuir a produção 

de metaloproteinases e aumentar a apoptose (OTUN et al., 2011). No entanto, em um estudo 

realizado por Shiono e colaboradores (2007) foi demonstrado que TNF-α teve influência 

limitada no insucesso da gestação em murinos. TNF-α estimula a expressão indoleamina 2,3-

dioxigenase (IDO), uma enzima que catalisa a etapa inicial e limitante do catabolismo do 

triptofano, bem como a inibição da replicação de taquizoítas dentro das células de linhagem 

de fibroblastos humanos (CHAVES et al., 2001). Assim, nossos resultados sugerem que a 

diminuição dos níveis de IFN-γ induzido por IL-10 e IL-4 é uma situação favorável à 

gestação; já o aumento da produção de TNF-α é importante, uma vez que esta citocina tem 

ação contra T. gondii e não é tão prejudicial à gestação como IFN-γ.  

Durante uma gestação normal, há um predomínio na produção de citocinas anti-

inflamatórias, possivelmente para proteger o desenvolvimento do feto (DENNEY et al., 
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2010). Neste sentido, IL-10 desempenha um papel importante na regulação do sistema imune 

durante a gestação (CHERNOFF et al., 1995; O’GARRA et al., 2007).  Por outro lado, 

quando existe uma infecção, como por exemplo por T. gondii,  citocinas anti-inflamatórias, 

como IL-10 (moduladora), TGF-β e IL-6 podem potencializar a susceptibilidade da célula 

hospedeira para o parasito (TRIPP et al., 1993; MOORE et al., 2001).  

Células BeWo mostraram-se suscetíveis à infecção por T. gondii quando citocinas 

anti-inflamatórias, como IL-10 e TGF-β1 estão envolvidas, sustentando a hipótese de que 

estas citocinas podem também facilitar a transmissão do parasito para os tecidos fetais 

(BARBOSA et al., 2008). No presente estudo, nós mostramos que o aumento da produção de 

IL-10 não influenciou no índice de infecção e replicação intracelular de T. gondii em células 

BeWo e THP-1, indicando que a infecção e replicação do parasito foram controladas pela 

azitromicina e espiramicina e, possivelmente, por TNF-α por meio da indução da IDO. 

Em conjunto, nossos dados sugerem que o tratamento da toxoplasmose congênita com 

os macrolídeos azitromicina ou espiramicina não é prejudicial à gestação, pois induzem uma 

resposta anti-inflamatória e, ao mesmo tempo, agem diretamente contra o parasito. Já os 

monócitos, agindo como células de defesa, uma vez estimulados por IFN-γ, passam a secretar 

TNF-α, IL-1 e IL-12, ativando outras células do sistema imune, como as células NK uterinas 

estimulando a síntese de óxido nítrico e das espécies reativas de oxigênio, levando a uma 

primeira linha de defesa contra o parasito, antes do estabelecimento da resposta adaptativa dos 

linfócitos. Além disso, juntamente com as citocinas anti-inflamatórias, MIF atuaria na 

manutenção da imunidade placentária e participando da ativação de macrófagos, garantindo 

assim a continuidade da gestação e controle da infecção. 
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7. CONCLUSÕES 

A análise sintética de nossos dados nos permite concluir que: 

• Os macrolídeos, azitromicina e espiramicina, apresentam citotoxicidade para as 

células BeWo em concentrações maiores que 400µg/mL e para as células THP-1 em 

concentrações maiores que 200µg/mL; 

• O tratamento das células BeWo e THP-1 com os macrolídeos é capaz de controlar a 

infecção e replicação de T. gondii; 

• Azitromicina induz o aumento na produção de MIF em células BeWo infectadas; 

• O tratamento com os macrolídeos é capaz de levar a uma resposta anti-inflamatória em 

células BeWo e THP-1infectadas pelo aumento na produção de IL-10, IL-4 e IL-5. 
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Figura 1 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Viabilidade de células BeWo e THP-1 após tratamentos com azitromicina ou espiramicina. Células  
BeWo e THP-1 foram  cultivadas em placas de 96 poços (5x104 céls/200µl/poço) a 37 °C e 5% de CO2. Após 24 
horas, as células foram tratadas com concentrações crescentes de azitromicina (A, B) ou espiramicina (C, D) (50, 
100, 200, 400, 600, 800 µg/mL) por 24 h. Células não tratadas serviram como controles do experimento. O 
número de células viáveis foi analisado utilizando o ensaio de MTT. Os dados estão expressos como a 
porcentagem de células viáveis em relação ao controle (média ± DP) e são representativos de dois experimentos 
independentes em triplicata. *Comparação entre controle e diferentes concentrações de azitromicina ou 
espiramicina (Testes ANOVA e Dunnett, p < 0,05) 

D 
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Figura. 2. Infecção por T. gondii e replicação intracelular em células BeWo e THP-1. Células BeWo foram 
cultivadas sobre lamínulas redondas (13-mm) inseridas em placa de placa de 24 poços e células THP-1 em placa 
de 96 poços, na concentração de 5x104 células /200 µl/poço a 37 °C e 5% de CO2 . Após 24 horas, as células 
foram infectadas com taquizoítas de T. gondii, na proporção 3:1(parasito:célula). Depois, foram tratadas com as 
azitromicina ou espiramicina e mantidas por 24 horas em condições de cultura. Em seguida, as células foram 
lavadas, fixadas, coradas com azul de toluidina e analisadas em relação ao índice de infecção (porcentagem de 
células infectadas em 200 células BeWo (A) e THP-1(C) examinadas) e à replicação intracelular do parasito 
(número de parasitos em 200 células BeWo (B) e THP-1 (D) infectadas. Os dados estão expressos em média ± 
DP e são representativos de três experimentos independentes em triplicata. *Comparação entre células controle e 
infectadas/tratadas em cada condição de tratamento (Testes ANOVA e Dunnett p < 0,05). #Comparação entre 
células tratadas com azitromicina ou espiramicina em cada concentração (teste t de Student, p < 0,05). 
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Figura 3 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Fotomicrografia de células BeWo infectadas com T. gondii e tratadas com concentrações crescentes de 
azitromicina ou espiramicina. Setas indicam parasitos no interior de vacúolos parasitóforos. Aumento de células 
infectadas e parasitos intracelulares em células não tratadas (A) e diminuição após tratamentos com 100 µg/mL e 
(B); 400 µg/mL (C) de azitromicina e 400 µg/mL (D) de espiramicina. Coloração com azul de toluidina. Escala 
da barra: 33 µm. 
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Figura 4 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Fotomicrografia de células THP-1 infectadas com T. gondii e tratadas com concentrações crescentes 
de azitromicina ou espiramicina. Setas indicam parasitos no interior de vacúolos parasitóforos. Aumento de 
parasitos intracelulares em células não tratadas (A) e diminuição após tratamentos com 100 µg/mL (B); e 200 
µg/mL (C) de azitromicina e 100 µg/mL (D) de espiramicina. Coloração com azul de toluidina. Escala da barra: 
33 µm. 
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Figura 5  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Produção de MIF por células BeWo após infecção por T. gondii e tratamento com concentrações 
crescentes de azitromicina ou espiramicina. Células BeWo foram cultivadas sobre lamínulas redondas (13-mm) 
inseridas em placa de placa de 24 poços na concentração de 5x104 células /200 µl/poço a 37 °C e 5% de CO2 . 
Após 24 horas, ambas as células foram infectadas com taquizoítas de T. gondii, na proporção 
3:1(parasito:célula). Depois, foram tratadas com as azitromicina ou espiramicina e mantidas por 24 horas em 
condições de cultura. Os sobrenadantes foram coletados para quantificação de MIF por ELISA. (A) células 
BeWo tratadas com concentrações crescentes de azitromicina ou espiramicina; (B) células BeWo infectadas e 
tratadas com concentrações crescentes de azitromicina ou espiramicina; (C) células BeWo não infectadas e não 
tratadas (controle) e células infectadas e não tratadas (Tg controle). Os dados estão expressos como média ± DP 
e são representativos de dois experimentos independentes em triplicata. *Comparação entre células controle e 
células tratadas ou células Tg controle e células infectadas/tratadas para cada condição de tratamento (Testes 
ANOVA e Dunnett p < 0,05). #Comparação entre células tratadas com azitromicina ou espiramicina (teste t de 
Student, p < 0,05). *Comparação entre controle e Tg controle (teste t de Student, p < 0,05). 
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Figura 6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Produção de MIF por células THP-1 após infecção por T. gondii e tratamento com concentrações 
crescentes de azitromicina ou espiramicina. Células THP-1 foram cultivadas em placa de 96 poços, na 
concentração de 5x104 células /200 µl/poço a 37 °C e 5% de CO2 . Após 24 horas, ambas as células foram 
infectadas com taquizoítas de T. gondii, na proporção 3:1(parasito:célula). Depois, foram tratadas com as 
azitromicina ou espiramicina e mantidas por 24horas em condições de cultura. Os sobrenadantes foram coletados 
para quantificação de MIF por ELISA. (A) células THP-1 tratadas com concentrações crescentes de azitromicina 
ou espiramicina; (B) células THP-1 infectadas e tratadas com concentrações crescentes de azitromicina ou 
espiramicina; (C) células THP-1 não infectadas e não tratadas (controle) e células infectadas e não tratadas (Tg 
controle). Os dados estão expressos como média ± DP e são representativos de dois experimentos independentes 
em triplicata. *Comparação entre células controle e células tratadas ou células Tg controle e células 
infectadas/tratadas para cada condição de tratamento (Testes ANOVA e Dunnett p < 0,05). #Comparação entre 
células tratadas com azitromicina ou espiramicina (teste t de Student, p < 0,05). *Comparação entre controle e 
Tg controle (teste t de Student, p < 0,05). 
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Figura 7 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Produção de citocinas do perfil Th1e Th2 por células BeWo infectadas ou não por T. gondii e tratadas 
com diferentes concentrações de azitromicina ou espiramicina. Células BeWo foram cultivadas sobre lamínulas 
redondas (13-mm) inseridas em placa de placa de 24 poços na concentração de 5x104 células /200 µl/poço a 37 
°C e 5% de CO2 . Após 24 horas, as células foram infectadas com taquizoítas de T. gondii, na proporção 
3:1(parasito:célula). Depois, foram tratadas com as azitromicina ou espiramicina e mantidas por 24 horas em 
condições de cultura. Os sobrenadantes foram coletados e a produção de citocinas foi mensurado por Cytometric 
Bead Array (CBA). Produção de TNF-α (A); IFN-γ (C); IL-10 (E); IL-4 (G) por células BeWo não infectadas e 
tratadas com azitromicina ou espiramicina. Produção de TNF-α (B); IFN-γ (D); IL-10 (F); IL-4 (H) por células 
BeWo infectadas e tratadas com azitromicina ou espiramicina. Os dados estão expressos em média ± DP e são 
representativos de dois experimentos em triplicata. *Comparação entre células controle e células tratadas ou 
células Tg controle e células infectadas/tratadas para cada condição de tratamento (Testes ANOVA e Dunnett p 
< 0,05). #Comparação entre células tratadas com azitromicina ou espiramicina (teste t de Student, p < 0,05). 

C
o
n
tr
o
le 5
0

1
0
0

2
0
0

4
0
0

5
0

1
0
0

2
0
0

4
0
0

0

75

150

Azitromicina Espiramicina

T
N
F
-αα αα
 (
B
e
W
o
)

In
te
n
s
id
a
d
e
 m
é
d
ia
 d
e
 f
lu
o
re
s
c
ê
n
c
ia

T
g
  
C
o
n
tr
o
le

T
g
 +
 5
0

T
g
 +
 1
0
0

T
g
 +
 2
0
0

T
g
 +
 4
0
0

T
g
 +
 5
0

T
g
 +
 1
0
0

T
g
 +
 2
0
0

T
g
 +
 4
0
0

0

75

150

**
*

Azitromicina Espiramicina

#
#

T
N
F
-αα αα
 (
B
e
W
o
)

In
te
n
s
id
a
d
e
 m
é
d
ia
 d
e
 f
lu
o
re
s
c
ê
n
c
ia

A B 
C
o
n
tr
o
le 5
0

1
0
0

2
0
0

4
0
0

5
0

1
0
0

2
0
0

4
0
0

0

75

150

Azitromicina Espiramicina

IF
N
-γγ γγ
 (
B
e
W
o
)

In
te
n
s
id
a
d
e
 m
é
d
ia
 d
e
 f
lu
o
re
s
c
ê
n
c
ia

T
g
 C
o
n
tr
o
le

T
g
 +
 5
0

T
g
 +
 1
0
0

T
g
 +
 2
0
0

T
g
 +
 4
0
0

T
g
 +
 5
0

T
g
 +
 1
0
0

T
g
 +
 2
0
0

T
g
 +
 4
0
0

0

75

150

Azitromicina Espiramicina

* * * * *
* * *

IF
N
-γγ γγ
 (
B
e
W
o
)

In
te
n
s
id
a
d
e
 m
é
d
ia
 d
e
 f
lu
o
re
s
c
ê
n
c
ia

C D 



52 
 

Figura 7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Produção de citocinas do perfil Th1e Th2 por células BeWo infectadas ou não por T. gondii e tratadas 
com diferentes concentrações de azitromicina ou espiramicina. Células BeWo foram cultivadas sobre lamínulas 
redondas (13-mm) inseridas em placa de placa de 24 poços na concentração de 5x104 células /200 µl/poço a 37 
°C e 5% de CO2 . Após 24 horas, as células foram infectadas com taquizoítas de T. gondii, na proporção 
3:1(parasito:célula). Depois, foram tratadas com as azitromicina ou espiramicina e mantidas por 24 horas em 
condições de cultura. Os sobrenadantes foram coletados e a produção de citocinas foi mensurado por Cytometric 
Bead Array (CBA). Produção de TNF-α (A); IFN-γ (C); IL-10 (E); IL-4 (G) por células BeWo não infectadas e 
tratadas com azitromicina ou espiramicina. Produção de TNF-α (B); IFN-γ (D); IL-10 (F); IL-4 (H) por células 
BeWo infectadas e tratadas com azitromicina ou espiramicina. Os dados estão expressos em média ± DP e são 
representativos de dois experimentos em triplicata. *Comparação entre células controle e células tratadas ou 
células Tg controle e células infectadas/tratadas para cada condição de tratamento (Testes ANOVA e Dunnett p 
< 0,05). #Comparação entre células tratadas com azitromicina ou espiramicina (teste t de Student, p < 0,05). 
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Figura 8 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Produção de citocinas do perfil Th1 e Th2 por células THP-1 infectadas ou não por T. gondii e tratadas 
com diferentes concentrações de azitromicina ou espiramicina. Células THP-1 foram cultivadas em placa de 96 
poços, na concentração de 5x104 células /200 µl/poço a 37 °C e 5% de CO2. Após 24 horas, as células foram 
infectadas com taquizoítas de T. gondii, na proporção 3:1(parasito:célula). Depois, foram tratadas com as 
azitromicina ou espiramicina e mantidas por 24 horas em condições de cultura. Os sobrenadantes foram 
coletados e a produção de citocinas foi mensurada por Cytometric Bead Array (CBA). Produção de TNF-α (A); 
IFN-γ (C); IL-2 (E); IL-10 (G); IL-4 (I) e IL-5 (L) por células THP-1 não infectadas e tratadas com azitromicina 
ou espiramicina. Produção de TNF-α (B); IFN-γ (D); IL-2 (F); IL-10 (H); IL-4 (J) e IL-5 (M) por células THP-1 
infectadas e tratadas com azitromicina ou espiramicina. Os dados estão expressos em média ± DP e são 
representativos de dois experimentos em triplicata. *Comparação entre células controle e células tratadas ou 
células Tg controle e células infectadas/tratadas para cada condição de tratamento (Testes ANOVA e Dunnett p 
< 0,05). #Comparação entre células tratadas com azitromicina ou espiramicina (teste t de Student, p < 0,05). 

T
g
  
C
o
n
tr
o
le

T
g
 +
 5
0

T
g
 +
 1
0
0

T
g
 +
 2
0
0

T
g
 +
 5
0

T
g
 +
 1
0
0

T
g
 +
 2
0
0

0

125

250

*

Azitromicina Espiramicina

#

T
N
F
-αα αα
 (
T
H
P
-1
)

In
te
n
s
id
a
d
e
 m
é
d
ia
 d
e
 f
lu
o
re
s
c
ê
n
c
ia

C
o
n
tr
o
le 5
0

1
0
0

2
0
0

5
0

1
0
0

2
0
0

0

125

250

Azitromicina Espiramicina

**

#

** * *

T
N
F
-αα αα
 (
T
H
P
-1
)

In
te
n
s
id
a
d
e
 m
é
d
ia
 d
e
 f
lu
o
re
s
c
ê
n
c
ia

A B 
C
o
n
tr
o
le 5
0

1
0
0

2
0
0

5
0

1
0
0

2
0
0

0

125

250

Azitromicina Espiramicina

IF
N
-γγ γγ
 (
T
H
P
-1
)

In
te
n
s
id
a
d
e
 m

é
d
ia
 d
e
 f
lu
o
re
s
c
ê
n
c
ia

T
g
  
C
o
n
tr
o
le

T
g
 +
 5
0

T
g
 +
 1
0
0

T
g
 +
 2
0
0

T
g
 +
 5
0

T
g
 +
 1
0
0

T
g
 +
 2
0
0

0

125

250

Azitromicina Espiramicina

** *

#

** *

IF
N
-γγ γγ
 (
T
H
P
-1
)

In
te
n
s
id
a
d
e
 m

é
d
ia
 d
e
 f
lu
o
re
s
c
ê
n
c
ia

C D 



54 
 

Figura 8 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Produção de citocinas do perfil Th1 e Th2 por células THP-1 infectadas ou não por T. gondii e tratadas 
com diferentes concentrações de azitromicina ou espiramicina. Células THP-1 foram cultivadas em placa de 96 
poços, na concentração de 5x104 células /200 µl/poço a 37 °C e 5% de CO2. Após 24 horas, as células foram 
infectadas com taquizoítas de T. gondii, na proporção 3:1(parasito:célula). Depois, foram tratadas com as 
azitromicina ou espiramicina e mantidas por 24 horas em condições de cultura. Os sobrenadantes foram 
coletados e a produção de citocinas foi mensurada por Cytometric Bead Array (CBA). Produção de TNF-α (A); 
IFN-γ (C); IL-2 (E); IL-10 (G); IL-4 (I) e IL-5 (L) por células THP-1 não infectadas e tratadas com azitromicina 
ou espiramicina. Produção de TNF-α (B); IFN-γ (D); IL-2 (F); IL-10 (H); IL-4 (J) e IL-5 (M) por células THP-1 
infectadas e tratadas com azitromicina ou espiramicina. Os dados estão expressos em média ± DP e são 
representativos de dois experimentos em triplicata. *Comparação entre células controle e células tratadas ou 
células Tg controle e células infectadas/tratadas para cada condição de tratamento (Testes ANOVA e Dunnett p 
< 0,05). #Comparação entre células tratadas com azitromicina ou espiramicina (teste t de Student, p < 0,05). 

C
o
n
tr
o
le 5
0

1
0
0

2
0
0

5
0

1
0
0

2
0
0

0

25

50

Azitromicina Espiramicina

IL
-2
 (
T
H
P
-1
)

In
te
n
s
id
a
d
e
 m
é
d
ia
 d
e
 f
lu
o
re
s
c
ê
n
c
ia

T
g
  
C
o
n
tr
o
le

T
g
 +
 5
0

T
g
 +
 1
0
0

T
g
 +
 2
0
0

T
g
 +
 5
0

T
g
 +
 1
0
0

T
g
 +
 2
0
0

0

25

50

Azitromicina Espiramicina

** * *
* *

IL
-2
 (
T
H
P
-1
)

In
te
n
s
id
a
d
e
 m
é
d
ia
 d
e
 f
lu
o
re
s
c
ê
n
c
ia

E F 
C
o
n
tr
o
le 5
0

1
0
0

2
0
0

5
0

1
0
0

2
0
0

0

125

250

Azitromicina Espiramicina

IL
- 
1
0
 (
T
H
P
-1
)

In
te
n
s
id
a
d
e
 m
é
d
ia
 d
e
 f
lu
o
re
s
c
ê
n
c
ia

T
g
  
C
o
n
tr
o
le

T
g
 +
 5
0

T
g
 +
 1
0
0

T
g
 +
 2
0
0

T
g
 +
 5
0

T
g
 +
 1
0
0

T
g
 +
 2
0
0

0

125

250

Azitromicina Espiramicina

** *

#
# #

** *

IL
- 
1
0
 (
T
H
P
-1
)

In
te
n
s
id
a
d
e
 m
é
d
ia
 d
e
 f
lu
o
re
s
c
ê
n
c
ia

G 
H 



55 
 

Figura 8 
 

 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Produção de citocinas do perfil Th1 e Th2 por células THP-1 infectadas ou não por T. gondii e tratadas 
com diferentes concentrações de azitromicina ou espiramicina. Células THP-1 foram cultivadas em placa de 96 
poços, na concentração de 5x104 células /200 µl/poço a 37 °C e 5% de CO2. Após 24 horas, as células foram 
infectadas com taquizoítas de T. gondii, na proporção 3:1(parasito:célula). Depois, foram tratadas com as 
azitromicina ou espiramicina e mantidas por 24 horas em condições de cultura. Os sobrenadantes foram 
coletados e a produção de citocinas foi mensurada por Cytometric Bead Array (CBA). Produção de TNF-α (A); 
IFN-γ (C); IL-2 (E); IL-10 (G); IL-4 (I) e IL-5 (L) por células THP-1 não infectadas e tratadas com azitromicina 
ou espiramicina. Produção de TNF-α (B); IFN-γ (D); IL-2 (F); IL-10 (H); IL-4 (J) e IL-5 (M) por células THP-1 
infectadas e tratadas com azitromicina ou espiramicina. Os dados estão expressos em média ± DP e são 
representativos de dois experimentos em triplicata. *Comparação entre células controle e células tratadas ou 
células Tg controle e células infectadas/tratadas para cada condição de tratamento (Testes ANOVA e Dunnett p 
< 0,05). #Comparação entre células tratadas com azitromicina ou espiramicina (teste t de Student, p < 0,05). 
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Tabela 1. Replicação T. gondii em células BeWo infectadas e tratadas com 
concentrações crescentes (50-400 µg/mL) de azitromicina ou espiramicina.  
 

             Inibição da replicação de T. gondii em células BeWo a    
    Drogas Índice de replicação  

intracelular  
Inibição da  

replicação (%) 
Tg controle  

 
551,2± 19,71 - 

50  AZ 479,4 ± 24,41* 13,02 
100 AZ 447,6 ± 22,91* 18,90 
200 AZ 418,8 ± 46,12* 24,02 
400 AZ 

 
326,5 ± 22,11* 40,76 

50  SP 544,8 ± 22,34 1,16# 
100 SP 514,2± 19,16 6,71# 
200 SP 419,3 ± 28,50* 23,92 
400 SP 378,0 ± 25,00* 31,42 

 
* Resultados indicam a média ± SEM de três experimentos independentes em triplicata. 
Resultados foram estatisticamente diferentes (p <0,05) quando comparado células infectadas e 
tratadas com células infectadas e não tratadas.  
 
#A diferença é estatisticamente significante (p < 0,05) quando comparado resultados entre 
células BeWo tratadas com azitromicina ou espiramicina.  
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Tabela 2. Replicação T. gondii em células THP-1infectadas e tratadas com 
concentrações crescentes (50-400 µg/mL) de azitromicina ou espiramicina.  

 
             Inibição da replicação de T. gondii em células THP-1  

    Drogas Índice de replicação  
intracelular  

Inibição da  
Replicação (%) 

Tg controle 867,7± 21,27 - 
 

    50  AZ 663± 9,152* 23,59 
100 AZ 543,5± 36,53* 37,36 
200 AZ 515,2± 33,39* 40,62 

 
    50 ESP 614,2± 46,63* 29,21 

100 ESP 625,0 ± 7,47* 27,97 
200 ESP 655,5 ± 35,72*   24,45 

 
* Resultados indicam a média ± SEM de três experimentos independentes em triplicata. 
Resultados foram estatisticamente diferentes (p <0,05) quando comparado células infectadas e 
tratadas com células infectadas e não tratadas.  
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ANEXO I: PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA - UFU 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


