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RESUMO

Toxoplasma gondii é um parasita intracelular obrigatorio, amplamente distribuido e que
causa danos graves aos fetos quando sdo transmitidos durante a gestacdo e em adultos
imunossuprimidos. As drogas mais utilizadas para o tratamento da toxoplasmose sdo a
combinagdo de medicamentos: sulfadiazina, pirimetamina e acido folinico. Entretanto,
essas drogas demonstram graves efeitos colaterais e, atualmente, a sua eficacia ¢ bastante
discutida na literatura. Outros medicamentos sdo tidos como alternativos ao tratamento da
toxoplasmose adquirida, dentre eles a clindamicina, a atovaquona e a azitromicina. Essa
ultima demonstra-se eficaz no combate as formas taquizoitas e bradizoitas,“in vitro”, do
parasita e apresenta-se com poucos efeitos colaterais na pratica clinica. Neste estudo
testamos a eficacia da azitromicina na reducdo da transmissdo congénita de Toxoplasma
analisando olhos de fetos de Calomys callosus, bem como da infeccdo adquirida em
adultos através da analise do tecido cerebral de fémeas prenhes ¢ de machos
imunocompetentes. Para a avaliacdo da infec¢do vertical, fémeas de C. callosus foram
inoculadas, oralmente, com 20 cistos da cepa ME49 de T. gondii no 1° dia de gestacdo e
tratadas com os differentes protocolos. Os fetos foram coletados nos dias 15, 17 ¢ 19 de
gestacdo-infeccdo materna. As fémeas foram divididas em trés grupos de tratamento: PBS,
azitromicina (300mg/Kg/dia) e a combinacdo (SPAf) de sulfadiazina (100 ou 75
mg/Kg/dia), pirimetamina (100 ou 50mg/Kg/dia) e acido folinico (15mg/Kg/dia). Os
medicamentos foram administrados oralmente em diferentes dias apds a infec¢do. As
fémeas foram sangradas no primeiro dia de gestacao e no dia do sacrificio para a realizacdo
de teste ELISA para confirmar soroconversao. Para analise da infec¢do adquirida, machos
de C. callosus seguiram o mesmo protocolo de infeccdo e tratamento das fémeas gravidas,
mas por tempos diferentes. Os cérebros maternos e de machos adultos, bem como os olhos
dos fetos foram dissecados e embebidos em parafina para anédlise por imunohistoquimica
usando anticorpo policlonal anti-7. gondii. Um dos olhos de fetos sacrificados no 19° dia
foi utilizado para a deteccdo de DNA do parasita pela técnica de PCR em tempo real. A
quantidade de parasitas estava significantemente reduzida em tecido cerebral das fémeas
tratadas com azitromicina quando comparados a SPAf ou com veiculo. Nas regides
oculares fetais, ndo foram detectados parasitas nos animais tratados com azitromicina. Nao
houve diferenca na infecgao ocular fetal entre os animais tratados com a SPAf ou PBS. Na
infec¢do adquirida, a azitromicina reduziu a quantidade de parasitas em vacuolos
parasitoforos e estruturas como cistos. Nosso trabalho demonstrou a eficacia da
azitromicina no combate a infec¢do ocular congénita, na redugdo da carga parasitaria nos
cérebros maternos e de machos adultos imunocompetentes mostrando ser uma possivel
alternativa no tratamento da toxoplasmose.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, infecgdo congénita, infec¢@o adquirida, azitromicina,
Calomys callosus.



ABSTRACT

Toxoplasma gondii is an obligatory intracelullar parasite of large geographical distribution
that causes severe sequelae to fetuses of mothers infected for the first time during
pregnancy and in immunossuppressed adults. The drugs most frequently used for the
treatment of toxoplasmosis are a combination of sulfadiazine and pirimethamine plus
folinic acid. However, these drugs present severe side effects and currently their efficacy is
under study. Other medicines that are considered as alternatives for the treatment are
clindamycin, atovaquone and azithromycin. The latter has demonstrated to be effective
againts both tachyzoites and bradyzoites in vitro with lesser side effects in clinical practice.
In this study we tested the efficacy of azithromycin on the reduction of vertical
transmission of Toxoplasma, by the analyses of fetal eyes of Calomys callosus, as well as
the acquired adult infection analyzing brains of the mothers and adult males. For the
analysis of the treatment on the vertical transmission, females of C. callosus were
inoculated perorally with 20 cysts of the ME49 strain of 7. gondii on the first day of
pregnancy and then received the different treatments. Fetuses and mothers’ brains were
collected on days 15, 17 e 19 of gestation/infection. Females were sorted into three
treatment groups: control (vehicle), azithromycin (300mg/kg/dia) and the association of the
drugs sulfadiazine (100 or 75 mg/Kg/day), pyrimethamine (100 or 50mg/Kg/day) and
folinic acid (15mg/Kg/day). The drugs were administered orally starting at different days
post-infection and animals were bled on the first day of pregnancy and on the day of
sacrifice to perform ELISA tests for the detection of anti-7. gondii antibodies. For the
analyses of acquired infection, adult males were infected and treated using the same drugs
as the females, for either the same or longer periods. After treatment, animals were
sacrificed and the brains were collected from the adults and eyes from the fetuses. All
samples were processed for immunohistochemistry, using a policlonal antibody against
T.gondii , while one of the eyes of fetuses from day 19 were also processed for real time
PCR detection of parasite DNA. Parasite load was significantly reduced in brain tissues of
females treated with azithromycin when compared to SPAf treatment. In fetuses of
azithromycin-treated mothers no parasites were detected in the eyes analyzed. No
difference was seen in parasite load when the SPAf-treated group was compared to the
control group. In brain tissues of adult males, there was significant reduction in parasite
numbers in the azithromycin-treated animals. Our study demonstrated a good efficacy of
azithromycin for the treatment of pregnant females, diminishing fetal ocular infection, as
well as for the treatment of adult animals, representing an alternative choice for the
treatment of toxoplasmosis.

Keywords: Toxoplasma gondii, congenital infection, acquired infection, azithromycin,
Calomys callosus.
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INTRODUCAO

Toxoplasma gondii € um protozodrio coccidio intracelular obrigatdrio,
primeiramente descrito em 1908 por Nicolle e Manceaux, no norte da Africa e por
Splendore no Brasil. Esse parasita ¢ habilmente capaz de infectar e replicar em qualquer
tipo celular nucleado de mamiferos e aves (BLACK; BOOTHROYD, 2000; NEVES,
2003). Possui uma larga distribui¢do geografica sendo mais comumente encontrado nos
tropicos. Recentemente vem conquistando a atencdo de pesquisadores por ser um
importante patdgeno oportunista para os seres humanos e outros animais (FAVORETO-
JUNIOR et al., 1998; CARRUTHERS, 2002).

Em humanos a toxoplasmose atinge cerca de 10 a 30% da populagdo mundial: 58%
nos paises da Europa Central, 51- 72% na maioria dos paises da América do Sul e 54- 77%
nos paises do Oeste da Africa (RORMAN et al., 2006). No Brasil, a taxa de infec¢io varia
de 40-80% (GOMES et al., 1975; NEVES, 2003).

A prevaléncia de anticorpos especificos para 7. gondii ¢ diretamente proporcional a
idade (RORMAN et al., 2006). Dados recentes mostrados por Francisco et al. (2006),
indicam um alto indice de soroprevaléncia (56%) entre adolescentes de 13 a 15 anos
comparados a 5,8% de criancas entre 1 a 3 anos de idade na cidade de Sao Paulo. A
toxoplasmose nos Estados Unidos representa a terceira causa de morte mais comum por

ingestdo de alimentos contaminados (CARRUTHERS, 2002).

1.1.  Morfologia

Toxoplasma gondii pertence ao filo Apicomplexa cuja classificagdo designa aos

parasitas intracelulares que possuem uma estrutura celular polarizada, com um complexo
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citoesqueleto e um arranjo de organelas na regido apical dos parasitas (BLACK;
BOOTHROYD, 2000). No complexo apical sdo encontrados o condide, dois anéis polares,
microtubulos subpeliculares, roptrias, micronemas e granulos densos (NEVES, 2003).
Outros patdégenos humanos que se inserem nesse filo sdo Plasmodium sp, Cryptosporidium
sp e patogenos animais como Eimeria sp e Sarcocystis sp (BLACK; BOOTHROYD,

2000).

1.2. Ciclo de Vida

O ciclo de vida de T. gondii consiste de dois estagios - assexuado e sexuado. A
forma assexuada de replicagdo rapida, taquizoita, infecta os hospedeiros intermediarios, no
qual estdo incluidos mamiferos e aves. Os taquizoitas possuem forma de crescente e sdo
capaz de infectar, praticamente, qualquer célula nucleada. Apos penetracao ativa na célula
forma-se um vacuolo parasitéforo, no qual multiplicam com rapidez, dentro de 6 a 8 horas
in vitro. A resposta imune ¢ a transformagao dos taquizoitas em bradizoitas limitam o
estdgio agudo da infecgdo e, entdo, a fase cronica se estabelece (LYONS et al., 2002;
MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Os bradizoitas sdo encontrados em cistos bem
definidos e diferenciam-se dos taquizoitas principalmente por sua lenta taxa de
multiplicagdo e por algumas proteinas especificas expressas na superficie. Os cistos sdo
formados especialmente no cérebro e nos musculos estriados esqueléticos e cardiacos.
Alcancam também a retina e a placenta e podem permanecer inativos nos organismos por
longos periodos (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

O estagio sexuado do Toxoplasma ocorre no intestino dos hospedeiros definitivos —
os felideos, predominantemente os gatos domésticos. Quando bradizoitas ou oocistos sao
ingeridos por um felino, estes se alojam no epitélio intestinal. Milhares de oocistos nao

esporulados sdo liberados nas fezes de um Unico gato no periodo de 3 -18 dias e, sob
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condicdes ambientais favoraveis, os oocistos esporulam dentro de 3 semanas. Esses podem
espalhar pelo ambiente contaminando as aguas, solos, frutas, verduras e os animais
herbivoros pelo consumo de plantas contaminadas. Os oocistos sio muito estaveis em
ambientes Umidos e quentes e sdo resistentes a muitos agentes desinfetantes, mas
sobrevivem pouco em ambientes aridos ou em regides frias (NEVES, 2003; RORMAN et

al., 2006).

1.3. Meios de Infeccdo

As infecgdes por Toxoplasma gondii ocorrem de modo acidental e, em geral, a via
oral ¢ a maior fonte de contdgio. A infeccdo pelo parasita esta correlacionada com os
héabitos alimentares e higiene da populacio (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). A
contaminacdo ¢ realizada por meio da ingestdo de carnes cruas ou mal passadas que
contenham cistos, pela ingestdo de dgua ou alimentos contaminados com oocistos, através
da transmissdo placentaria quando a mae adquire a infec¢ao durante a gestacdo (DEGERLI
et al., 2003) ou através do leite materno caso a mae tenha adquirido toxoplasmose

recentemente (DUBEY, 1998a). (Figura 1).
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Figura 1: Vias da infecgo por Toxoplasma gondii. Figura adaptada de Jones et al. (2003).

1.4. Quebra de barreiras imunologicas

Durante as infec¢des naturais orais, Toxoplasma ¢ capaz de penetrar o epitélio
intestinal, disseminar-se por tecidos mais profundos e atravessar barreiras bioldgicas como
placenta, barreiras hemato-encefalica e a hemato-retiniana, alcangando sitios de
imunoprivilégio. Sdo nesses locais onde o parasita causa as patologias mais graves

(BARRAGAN; SIBLEY, 2002).
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As barreiras do sistema nervoso central sdo formadas pelos endotélios dos capilares
cerebrais e da retina. Essas células endoteliais s@o interconectadas por juncdes
intercelulares com grande resisténcia (acima de 1000Q)/ cm?). A interagdo que ocorre entre
as células gliais (astrocitos, células de Miilller, pericitos) e células endoteliais regulam a
permeabilidade da barreira, uma fina camada de material ¢ secretada, rica em
glicoproteinas e glicosaminoglicanas, denominada lamina basal que se interpde entre as
membranas celulares e os contatos medianos das células (BARRAGAN; SIBLEY, 2003).

Para infectar o feto em desenvolvimento, Toxoplasma deve cruzar a interface
materno-fetal, definida por uma superficie vilosa da placenta que separa a circulacao fetal
da materna. Camadas de sinciciotrofoblasto e citotrofoblasto definem a seletividade
funcional da barreira placentaria (BARRAGAN; SIBLEY, 2003).

A infecgdo sistémica ocorre quando o parasita cruza o epitélio intestinal, a
membrana basal e a lamina propria. A barreira intrinseca do intestino ¢ composta de
células epiteliais no tubo digestivo e de jungdes que as mantém firmemente unidas. A
barreira extrinseca consiste de secrecdes e influéncias externas que afetam as células
epiteliais e mantém a funcdo da barreira, tais como a secre¢d@o de imunoglobulina A (IgA)
secretora (DUBEY, 1998a).

A quebra dessas barreiras do hospedeiro ¢ um requisito para levar a disseminagao e
ao estabelecimento da infeccdo por 7. gondii. Recentemente descobriu-se que 7oxoplasma
¢ capaz de cruzar monocamadas de células, o que pode ser importante na passagem
transplacentaria do parasito, ja que células maternas normalmente nao trafegam para o feto

(BARRAGAN; SIBLEY, 2003)
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1.5.  Grupos de risco

A toxoplasmose ¢, em geral, assintomatica em individuos imunocompetentes.
Estima-se que 1/3 da populacdo mundial de adultos esteja infectada por 7. gondii. A
prevaléncia de individuos soropositivos para a toxoplasmose varia entre diferentes
populacdes, dependendo dos habitos alimentares, clima, etc (CHOWDHURY, 1986;
ROTHOVA, 1993). Dentre as manifestacdes clinicas iniciais observam-se linfoadenopatia,
especialmente cervical, febre, mialgia, nauseas e, hepato-esplenomegalia. Esses sintomas
resolvem-se em poucos dias ou meses e, muitas vezes, a doenga ndo ¢ diagnosticada
(MONTOYA,; LIESENFELD, 2004). Entretanto, as infec¢des fatais resultam de duas
circunstancias principais: da transmissdo congénita ou por meio de reativagdes da infec¢ao

latente durante disfunc¢des imunes.

1.6.  Reativacdo em imunodeprimidos

As reativagdes sdo causadas pela ruptura dos cistos teciduais seguida pela
proliferagao de taquizoitas (SUZUKI, 2002). As reativagdes ocorrem em individuos
imunodeprimidos moderados ou graves. Alguns dos sitios de maior incidéncia de doenca
por T. gondii sdo o cérebro e a retina. A partir da década de 80, muitos casos de
toxoplasmose foram notificados principalmente em individuos imunossuprimidos,
especialmente em portadores da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS)
(BLACK; BOOTHROYD, 2000). A encefalite toxoplasmica ¢ a manifesta¢gdo mais comum
e, se ndo tratada, pode ocasionar graves lesdes cerebrais (LESCANO et al., 2004). Outras
manifestagoes sao lesdes oculares na retina, esclera ou cordide (HOLLAND, 2003).

A toxoplasmose tem emergido nas ultimas duas décadas como uma das mais

comuns infec¢des oportunistas associadas a AIDS (CARRUTHERS, 2002). O tratamento
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utilizado correntemente ndo elimina o estagio de bradizoita encontrado na fase cronica. Se
descoberta tardiamente, a encefalite toxoplasmica pode ser fatal (BLACK; BOOTHROYD,
2000). O tratamento com terapias imunossupressoras, como por exemplo, em pacientes
transplantados e neoplasicos tornam-nos vulneraveis a reativa¢do ou a infec¢do primaria

sintomatica por toxoplasmose (CARRUTHERS, 2002).

1.7. Infeccdo congénita

A toxoplasmose congénita ¢ uma das principais sindromes clinicas causada pelo
parasita. Quando a infec¢do primdaria ocorre durante a gestagao, os taquizoitas atravessam a
barreira placentaria atingindo diversos tecidos fetais levando as complicagdes que podem
ser fatais (DEGERLI et al., 2003). Segundo estudos de Barragan e Sibley (2003), a barreira
¢ ativamente quebrada por migrac¢des do parasita.

A gravidade das infecgdes congénitas depende da idade gestacional quando a
infeccdo primaria ocorre. Em fetos humanos, a doenca estd associada com graves
distirbios congénitos quando a infec¢do acontece no primeiro trimestre da gestacdo
(REMINGTON, 2001; MONTOYA; LIESENFELD, 2004; RORMAN et al., 2006)
podendo desencadear abortos espontineos, distirbios neurais tais como cegueira,
coriorretinites, calcificacdes do tecido cerebral, hidrocefalia, retardo mental e psicomotor,
sendo alguns desses sinais conhecidos como “Tétrade de Sabin” (DEGERLI et al., 2003;
BLACK; BOOTHROYD, 2000). Quando a infec¢do ¢ adquirida no primeiro trimestre de
gestacdo, a transmissdo ¢ pequena ¢ tende a aumentar com o avancar da gestacdo.
Entretanto os danos ao feto s@o inversamente proporcionais, sendo mais graves durante o
primeiro trimestre de vida intra-uterina. Durante o terceiro trimestre, a probabilidade de

passagem placentaria de 7. gondii em humanos ¢ de 60% (MONTOYA; LIESENFELD,
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2004). Aproximadamente 75% das criangas que nascem com toxoplasmose ndo sdo
sintomaticas ao nascimento (GUERINA et al., 1994; LEBECH et al., 1999). A infec¢ao
pode reativar durante a infancia, na puberdade ou na vida adulta (KOPPE et al., 1986).
Individuos com toxoplasmose congénita ndo tratada durante o primeiro ano de vida sdo
normalmente susceptiveis a seqiieclas graves como disturbios oculares e encefalicos
podendo manifestar-se tanto na idade infantil como na adulta (JONES et al.,2001;
DJURKOVIC-DJAKOVIC et al., 2005).

Como na Franga e na Austria, o Brasil possui regides com altas prevaléncias de
infeccdo por Toxoplasma. Em Uberlandia, a transmissdo congénita chega a 0,5%
(SEGUNDO et al., 2004).

Diante da gravidade da infeccdo congénita, testes pré-natais para a detec¢dao de
anticorpos anti-Toxoplasma sdo realizados com o objetivo de identificar mulheres que
adquiriram a infec¢do durante a gestagdo, especialmente durante o primeiro trimestre. As
maes infectadas sdo tratadas com a finalidade de prevenir a infec¢do fetal e, se caso a

transmissdo ocorra, de diminuir o risco de lesdes ao feto.

1.8. Toxoplasmose ocular

A toxoplasmose ocular ¢ comumente conseqiiéncia de infeccdes congénitas,
podendo resultar também de infecgdes adquiridas (JONES et al., 2006). A toxoplasmose
ocular de origem congénita em recém-nascidos foi descrita primeiramente em 1923
(JANKU, 1923), enquanto a infec¢do ocular em adultos foi reconhecida somente em 1952
(WILDER, 1952). Os conhecimentos sobre a doenca desenvolveram-se rapidamente nos
ultimos cinqiienta anos. Entretanto, muitos casos de infec¢@o ocular em adultos sdo de

dificil identificacdo quanto a origem da doenca podendo desenvolver—se por uma
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reativagdo da infeccdo congénita que passou despercebida ou por uma infec¢do adquirida
no periodo pos-natal (HOLLAND, 2003).

A toxoplasmose ocular pode ser uma doenga progressiva e recorrente que ameaga a
visdo. Quando de origem congénita, a retinocoroidite desenvolve-se gradualmente em
semanas ou anos de forma subclinica. Esta se apresenta, freqlientemente, bilateral com
manchas esbranquicadas ou escuras. A toxoplasmose adquirida também pode progredir
para a retinocoroidite que é, em geral, uniocular (RUSSO et al., 2005). No entanto, na
rotina clinica uma diferenciagdo entre doenga congénita e adquirida é problematica e
normalmente ndo mais que sugestiva (JONES et al., 2006).

No Brasil, a retinocoroidite toxopldsmica ¢ considerada uma das infec¢des mais
comuns da retina e a causa maior de uveite posterior. As reagdes inflamatorias e as
seqiielas em pacientes com retinocoroidite sdo mais graves e recorrentes nos individuos
provenientes da América do Sul do que os da América do Norte e os da Europa. Estudos de
variabilidade genética apontam que a gravidade da doenga pode estar relacionada com a
cepa do parasita e que esta pode interferir, inclusive, na resposta ao tratamento. No Brasil,
as cepas do tipo I sdo predominantes entre humanos e aves (HOLLAND, 2004;

VALLOCHI et al., 2005).

1.9. Tratamentos

Atualmente existem no mercado poucas drogas cujo objetivo ¢ impedir a
transmissdo da toxoplasmose da mde para o feto e, portanto, utilizadas somente durante a
fase aguda da doenca. Esses medicamentos atuam contra as formas proliferativas, mas nao
contra os cistos, caracteristicos da fase crénica e contra os quais ainda ndo ha farmacos
eficazes (NEVES, 2003). A droga ideal para o tratamento da infec¢do primaria durante a

gravidez deve apresentar penetracdo efetiva e concentragdo na placenta, possuir
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propriedades parasiticidas contra os diferentes estagios do parasita, ser efetiva contra
cistos, distribuir-se nos sitios principais de infec¢do, bem como ser de baixa toxicidade e
sem efeitos teratogénicos. No entanto, nenhuma droga que apresente tais caracteristicas foi
desenvolvida até 0 momento (DEROUIN; SANTILLANA-HAYAT, 2000).

De acordo com REMINGTON (2001) o tratamento para mulheres gestantes segue-
se distintamente ao tempo de infeccdo primaria e se ha infec¢do fetal. Dessa maneira, se a
mae estiver infectada e ndo o bebé, o farmaco recomendado é a espiramicina, mas se
ambos tiverem contraido a infeccdo utiliza-se a associagdo pirimetamina/sulfadiazina/acido

folinico, exceto no primeiro trimestre de gestacao.

1.9.1-Espiramicina

A espiramicina ¢ um macrolideo bem tolerado pelas gestantes. Concentra-se nos
tecidos placentarios e sua acdo restringe-se a esse micro-ambiente reduzindo o risco de
contaminac¢do do feto pela passagem transplacentaria. Sua concentragao plasmatica ¢ duas
vezes maior que no sangue do corddo umbilical enquanto a concentracdo placentaria ¢é
cinco vezes maior em relacdo a concentracdo encontrada no soro materno (GARIN et al,
1969). Schoondermark-Van de Ven (1994) demonstrou que esse medicamento ¢
encontrado, também, em tecidos fetais com excecdo do encéfalo durante a infecgdo
congénita em macaco Rhesus. A espiramicina tem sido usada, por décadas, como
tratamento no combate a toxoplasmose aguda em gestantes. E comumente utilizada na
Comunidade Européia e, em um estudo cldssico, demonstrou ter uma redugdo de quase
60% no risco de transmissdo fetal durante as primo-infec¢cdes maternas (de 56 a 23%)
(DESMONTS; COVREUR, 1974). Entretanto, um estudo multicéntrico mostrou que o
tratamento com a espiramicina possui pouco impacto na passagem parasitaria para o feto

(considerando 82% dos casos), mas diminuiu as seqliclas nos infantes infectados
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(FOULON et al., 1999). Devido aos efeitos da espiramicina ainda ndo serem comprovados
em estudos randomizados, o FDA (U.S. Food and Drug Administration) nao aprova a
utilizagdo da droga para tratmento de gestantes com toxoplasmose aguda nos Estados
Unidos. Em murinos infectados pela cepa ME49 de T. gondii, o tratamento com
espiramicina reduz o niimero de cistos durante ambas as fases aguda e cronica da doenga

adquirida, além de aumentar a taxa de sobrevida do animal (GRUIJIC et al., 2005).

1.9.2-Pirimetamina, Sulfadiazina e Acido folinico

Por mais de 50 anos, o tratamento mais comum contra a toxoplasmose em humanos
¢ a associagdo de pirimetamina e sulfadiazina ou sulfadoxinas, que demonstram serem
eficientes no combate a encefalite toxoplasmica (EYLES; COLEMAN, 1955).
Sulfadoxinas e pirimetamina foram retiradas como drogas profilaticas contra a malaria
devido ao aparecimento de casos da Sindrome de Stevens-Johnson (PHILLIPS-
HOWARD; WEST, 1990), mas permanece em uso em paises africanos no tratamento da
doenga.

Os compostos de folato sdo co-fatores essenciais para diversas etapas metabodlicas
criticas incluindo a formag@o dos nucleotideos purinas e pirimidinas. A pirimetamina
somada a sulfadiazina e seus derivados sdo inibidores das vias de sintese de folato. A
pirimetamina tem afinidade para a enzima dihidrofolato redutase (DHFR) do parasita
(DEROUIN; CHASTANG, 1989). Essa enzima ¢ responsavel pela manutencdo de pools,
no estado fisiologico reduzido, do folato. Ao contrario das células mamiferas, que possuem
um sistema de transporte ativo mediado por carreadores responsaveis pela captura de
folatos, os taquizoitas de T. gondii sdo incapazes de transportar compostos da sua estrutura
classica (pteroyl-glutamato) (ALLEGRA et al., 1987).

A sulfadiazina inibe a dihidropteroato sintase (DHPS) e evita o uso apropriado do

acido para-aminobenzoico local (PABA) para a sintese do acido folico e ¢ uma das
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enzimas responsaveis pela sintese de novo da molécula do folato. Somente as células
mamiferas ndo possuem essa via de sintese (GROSSMAN; REMINGTON; 1979).

As duas drogas juntas possuem, portanto, um efeito sinérgico (DEROUIN;
CHASTANG, 1989). Ambas as enzimas sdo essenciais para a sobrevivéncia e replicacio
dos taquizoitas de T. gondii (EYLES; COLEMAN, 1955), embora ndo ajam sobre a forma
cistica da doenca. A associagdo entre sulfadiazina e pirimetamina é capaz de reduzir, “in
vitro”, em 50% a multiplicacdo parasitaria, apos um periodo de exposi¢cdo de 20 horas as
drogas (CHAMBERLAND et al., 1991).

A pirimetamina possui uma meia-vida longa de, aproximadamente, 85 horas e 80 a
90% dela permanece conjugada a proteinas o que favorece a sua longa permanéncia no
plasma sendo transformada em varios metabolitos. Sua absor¢do pelo trato gastrintestinal ¢
lenta. Distribui-se por diversos oOrgdos como rins, figado, pulmao, bagco e células
sanguineas (SILVA et al., 1998; JOHANNESSEN et al., 2005).

A sulfadiazina, substincia derivada das sulfonamidas, pode ser considerada
derivada das sulfanilamidas. Uma vez absorvida, distribui—se por todos os tecidos e
liquidos do organismo podendo ser encontradas variadas concentracdes desse
medicamento na bile, sucos digestivos e liquido pleural. Atravessa facilmente a placenta,
atingindo a circulacdo fetal. A concentracdo plasmatica média varia entre 30 a 80pug/ml
quando a dosagem administrada ¢ de 400 a 800mg em adultos (REEVES et al., 1979). Em
neonatos, a concentragdo plasmatica da droga varia entre os estudos de 35 a 123ug/ml ou
de 44 a 86pug/ml, quando administrados 50 ou 100mg/Kg/dia da droga, respectivamente. A
concentragdo plasmatica da pirimetamina pode variar de 1,3 a 2,2pg/ml apos doses de 1 a
2mg/Kg de peso corporal (JOHANNESSEN et al.,, 2005; SCHMIDT et al., 2006). A
concentracdo plasmatica capaz de inibir a replicacdo do Toxoplasma ¢ de 0,1ug/ml de

pirimetamina e 6,3pg/ml de sulfadiazina. Entretanto a concentracdo plasmatica dessas
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drogas chega a ser até dez vezes maior em criangas com até¢ um ano de vida (SCHMIDT et
al., 2000).

A dihidrofolato redutase (DHPR) também esta presente, em menor intensidade, em
humanos e o tratamento com inibidores de DHPR induz a deficiéncia de folato e,
possivelmente, ¢ responsavel por efeitos colaterais hematoldgicos (anemia, neutropenia,
leucopenia e trombocitopenia) e embriotoxicos (FUNG; KIRSCHENBAUN, 1996), sendo
que a terapéutica prolongada provoca supressio da medula oOssea. Além disso ¢€
teratog€nica e, portanto, o seu uso s0 ¢ recomendando somente apds a 18° semana de
gestacdo (ARAUJO et al., 1988; BRAZ et al.,1999; DERGELI et al., 2003, MONTOYA;
LIESENFELD 2004)

O acido folico (acido pteriol-glutimico e folacina) ¢ utilizado sempre em
associacdo com varios farmacos no tratamento da toxoplasmose. Encontra-se amplamente
distribuido nos alimentos e é facilmente absorvido pela mucosa duodenal. No organismo, o
acido transforma-se em coenzimas que se distribuem por diversos 6rgdos, concentrando-se,
principalmente no figado, onde converte em acido folinico, e ¢ este Gltimo administrado
juntamente com a pirimetamina com a finalidade de diminuir a supressdo da medula 6ssea
(MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

Na literatura ha varias divergéncias com relacdo a real eficacia das drogas usuais no
combate a toxoplasmose. Em breve revisdo, cinco trabalhos apontam a eficacia de tais
medicamentos enquanto outros quatro apontam o inverso (RORMAN et al., 2006). Ha de
se considerar ainda os diversos efeitos colaterais e as resisténcias de cepas a pirimetamina
e aos derivados de sulfadiazina em Plasmodium falciparum “in vivo” (FERNANDES et
al., 2007) e “in vitro”e “in vivo” em cepas mutantes de 7. gondii (REYNOLDS; ROSS,
1998; REYNOLDS et al., 2001; MENECEUR et al., 2008). Outros farmacos como a

clindamicina e o trimetoprim-sulfametoxalone (derivado de sulfa), ndo apresentam a
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mesma eficdcia na reducdo da replicacdo de 7. gondii, quando comparada a combinacdo
sulfadiazina-pirimetamina (ARAUJO et al, 1988). Faz-se entdo necessario o
desenvolvimento ou a utilizagdo de novas terapias, especialmente no tratamento da

toxoplasmose congénita.

1.9.3-Azitromicina

A azitromicina, um macrolideo derivado da eritromicina, é conhecida pela sua
atividade na inibicdo da sintese protéica bacteriana (BLAIS et al., 1993) e demonstra ter
uma potente atividade contra a toxoplasmose por apresentar uma atividade inibitoria
prolongada sobre a replicacdo intracelular de taquizoitas (CHAMBERLAND et al., 1991).
Em sua distribuicdo subcelular, o farmaco acumula-se nas organelas acidificadas dos
parasitas e nas células hospedeiras. Esse acimulo permite que a droga se ligue na
subunidade 70S do ribossomo do parasita dificultando a sintese protéica e multiplicacdo
intracelular. Blais e colaboradores, (1993) demonstraram que a azitromicina interfere na
sintese de RNA e, por conseqiiéncia, inibe a sintese protéica. Nao ha presenca da droga nos
vacuolos parasitoforos, uma vez que ndo possuem caracteristicas acidas (SCHWARB et al.,
1994). A azitromicina ¢ capaz de se acumular, em alta concentragdo, em varios tipos
celulares como macrofagos, células polimorfonucleares e fibroblastos (GLADUE;
SNIDER, 1990). As concentracdes intracelulares da droga nas células infectadas sdo muito
superiores aquela necessdria para inibir a sintese protéica de 7. gondii (BLAIS et al.,
1994). A azitromicina, em fibroblastos, inibe a aderéncia de microorganismos. Os
fibroblastos secretam e se ligam a fibronectina o que facilita a aderéncia de

microorganismos € a uniao entre outras células (HAMILL, 1987).
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Estudos in vitro da replicacdo do apicoplasto, o DNA circular de 35 Kb o qual se
encontra na regido apical do nucleo de 7. gondii, demonstra que a azitromicina também
impediria, indiretamente, a replicagdo do parasita (FISCHEIRA; ROOS, 1997).

A azitromicina também é efetiva contra bradizoitas “in vitro”, mas a sua
administracdo prolongada a animais infectados cronicamente com 7. gondii falha em
reduzir o numero de cistos cerebrais (DEROUIN, 1995). Entretanto, mostra-se eficaz em
modelo animal de encefalite toxoplasmica (LESCANO et al., 2004) e tem sido usada em
pacientes aidéticos com encefalite toxoplasmica, combinada a outras drogas como a
sulfadiazina e/ou a pirimetamina (JACOBSON et al., 2001). Estudos em camundongos
Balb/c descreveram resultados satisfatorios da azitromicina quando utilizada no tratamento
da toxoplasmose adquirida e reduz a mortalidade de camundongos infectados com cepas
virulentas (DERGELI et al., 2003). A azitromicina ¢ empregada na terapéutica médica
quando ocorre grave neutropenia em paciente utilizando a associacdo de sulfadiazina e
pirimetamina, ou nos casos de alergia a essas drogas (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).
Embora, os estudos demonstrem a eficacia da azitromicina, sozinha ou em conjunto com
outras drogas, em individuos imunossuprimidos (WISELKA et al., 1996; JACOBSON et

al., 2001), pouco se sabe sobre o papel do medicamento durante a infec¢do congénita.

1.10. Cepas de Toxoplasma

Estudos de genética sugerem que as cepas de 7. gondii pertencem a trés linhagens
clonais principais, I, II, II (HOWE; SIBLEY, 1995), as quais diferenciam-se pela
viruléncia e pelo padrao epidemioldgico de ocorréncia no hospedeiro. A maioria das cepas
isoladas em individuos com AIDS na América do Norte ¢ do tipo II. Os tipos I e II sdo
recorrentes em pacientes com doencas congénitas (AJZENBERG et al., 2002) . As cepas
mais isoladas em animais sdo em sua maioria do tipo IIl. A determinacdo numérica

corresponde ao nivel de viruléncia parasitiria A cepa ME-49 pertence ao tipo Il ¢ ¢
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preferencialmente cistogénica (HOWE; SIBLEY, 1995). Recentemente foram descritas
cepas “exoticas” (HOWE; SIBLEY, 1995; AJZENBERG et al., 2004) que mais
recentemente tém sido denominadas “recombinantes” (KHAN et al., 2007) de T. gondli,
prevalentes particularmente na América do Sul as quais sdo associadas com a prevaléncia
de toxoplasmose ocular (KHAN et al, 2006, VALLOCHI et al.,, 2005). Tais cepas
acometem individuos sem historico de imunossupressao ou de toxoplasmose congénita. Os
sintomas estdo relacionados a complicagdes pulmonares, esplenomegalia e alta incidéncia

de lesoes oculares (CARME et al., 2002; JONES et al., 2006).

1.11Calomys callosus

Modelos experimentais para a toxoplasmose congénita tém sido descritos na
literatura desde o inicio da década de 50 (FERRO et al., 1999). Dentre eles, o Calomys
callosus, um cricetideo de ampla distribui¢ao no territdrio nacional, tem demonstrado uma
grande susceptibilidade a varias doengas parasitirias e infecciosas incluindo a
toxoplasmose (FAVORETO-JUNIOR et al., 1998; FERRO et al., 2002).

Estudos relacionando C. callosus a Toxoplasma evidenciaram que o roedor
apresenta uma elevada susceptibilidade quando infectado pela cepa RH de 7. gondii
ocorrendo 6bito no oitavo dia de infecgdo (FAVORETO-JUNIOR et al., 1998). Entretanto,
quando fémeas prenhes sdo infectadas com a cepa ME49 de T. gondii desenvolvem uma
cinética de infeccdo em diferentes compartimentos da placenta e definiu-se que a
transmissdo congénita s6 ocorreria durante a fase aguda da doenga, semelhante ao que
ocorre na espécie humana (FERRO et al.,, 2002). Recentemente, nesse modelo, foi
identificado que a passagem transplacentaria do parasita acontece somente no intervalo de
10 dias antes da concepgao, ou seja, durante a fase aguda da toxoplasmose materna.

Quando a concepgao ocorre 30 ou 50 dias apos a inoculagao parasitaria (fase cronica da
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toxoplasmose), ha auséncia de infec¢do fetal, demonstrando que, de forma semelhante ao
que ocorre em humanos, ndo ha transmissdo vertical da toxoplasmose quando a mae esta
em fase cronica (BARBOSA et al., 2007).

Diante da gravidade dos sintomas e da morbidade da toxoplasmose congénita,

justifica-se a investigacdo de alternativas ao tratamento desta patologia.
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OBJETIVOS

e Analisar a eficicia do tratamento com azitromicina em prevenir a transmissao
vertical da toxoplasmose durante a gestagdo em modelo de C. callosus, tomando
como parametro a incidéncia de infec¢do ocular nos fetos.

e Analisar o efeito do tratamento com azitromicina sobre a infeccdo sistémica em
fémeas prenhas de C. callosus por T. gondii, através da andlise de formas
parasitarias em tecido encefalico.

e Analisar o efeito do tratamento com azitromicina sobre a infec¢do sistémica em
machos adultos de C. callosus por T. gondii, através da andlise de formas

parasitarias em tecido encefalico.
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MATERIAL E METODOS

2.1. Animais
C. callosus da linhagem Canabrava foram mantidos no biotério do Laboratorio de

Histologia e Embriologia da Universidade Federal de Uberlandia. Os animais foram
mantidos em ciclo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro, a temperatura ambiente
controlada (25+2°C) com agua e comida ad libitum. Para o experimento de infeccdo
adquirida foram utilizados 27 machos de C. callosus. Para os ensaios de infeccdo
congénita, fémeas virgens, soro-negativas para 7. gondii, com idade entre 3 e 4 semanas
foram acasaladas e checadas diariamente até o aparecimento de um tampao vaginal. Esse
dia foi marcado como o primeiro dia de gestacdo. Os fetos obtidos foram seccionados
longitudinalmente. Um olho foi utilizado para pesquisa de parasitas por imunohistoquimica
e o outro para pesquisa do DNA dos parasitas através da técnica de rea¢ao em cadeia da
polimerase (PCR) em tempo real.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os principios éticos

adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA, 1991).

2.2. Parasitas
A cepa ME49 foi mantida em encéfalo de C. callosus machos através da inoculagao

de 20 cistos de T. gondii em 0,5ml de solugdo salina tamponada com fosfato 0,01M (PBS),
pH 7,2 estéril, via oral, por meio de canula intragéstrica. Apds um periodo de 30 a 45 dias
estes animais foram sacrificados, seus cérebros macerados e banhados com 1 ml de PBS. O
material foi lavado, por duas vezes, em 10 ml de PBS estéril submetido a centrifugacao a
500xg por 10 minutos, em temperatura ambiente (TA). Apos a ressuspensdo em 1 ml de
solucdo, foi feita a contagem de cistos pela adigao de uma aliquota de 20 pl de suspensao

colocada entre lamina e laminula (24x24mm) ¢ observacdo em microscopio de luz na
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objetiva de 10x. Determinada a contagem, uma dose de 500 pl da solugdo de 20 cistos em
PBS foi administrada as fémeas, no dia da verificacdo do tampdo vaginal. Todos os

animais foram inoculados via oral.

2.3. Tratamento

e 2.3.1-Fémeas

Devido a implantacdo embrionaria em C. callosus ocorrer no quarto dia pos-
concep¢do (FERRO; BEVILLACQUA, 1994), os tratamentos com azitromicina
(300mg/Kg/dia) e controle (500ul de PBS/dia) iniciaram-se no quarto dia de gestagdo-
infeccdo e foram estabelecidos de 24 em 24 horas. Como controle positivo de tratamento,
grupos paralelos de fémeas foram tratadas com sulfadiazina, pirimetamina e acido folinico
(SPAf) mas, devido ao risco de teratogenicidade da pirimetamina, as fémeas receberam o
tratamento com essa associacdo de drogas a partir do 14°dia de gestacdo. Nos dois
primeiros dias de tratamento os animais receberam 100mg/Kg/dia de sulfadiazina (a cada
12 horas) e 50mg/Kg/dia pirimetamina de 12 em 12 horas e do terceiro dia até a data do
sacrificio foi administrado 50mg/Kg/dia de sulfadiazina a cada 12 horas e 75mg/Kg/dia
pirimetamina a cada 24 horas. Ao longo de todo o tratamento com SPAf, foi incorporado
15mg/Kg/dia de 4cido folinico (a cada 24 horas) para evitar a supressio medular
provocada pela pirimetamina. Todos os medicamentos foram administrados via oral.

As fémeas de C. callosus infectadas com 7.gondii no primeiro dia de fecundagao
foram divididas em 2 grupos e em 3 subgrupos de tratamento, cada qual contendo 9
fémeas: um grupo controle (tratado somente com tampao salina-fostato (PBS), pH 7,2,

0,01M), um grupo tratado com azitromicina e outro tratado com a associacdo de
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medicamentos - SPAf . Cada grupo foi, posteriormente, subdividido em 3, correspondentes
aos dias de sacrificio (15°, 17° e 19° pds-infecgdo), contendo trés fémeas cada um.

Para estudo da infeccdo crénica, um outro grupo, contendo 9 fémeas, foram
infectadas logo apds a verificacdo da rolha vaginal. Cada subgrupo de trés fémeas iniciou,
no quarto dia de infeccdo, os respectivos tratamentos: azitromicina, SPAf e PBS. Depois de
um periodo de 20 dias de infec¢do e fertilizacdo, os tratamentos foram suspensos e as
fémeas foram sacrificadas 30 dias apos.

Os olhos dos fetos de fémeas sacrificadas no 15°, 17° e 19° foram coletados para
analise imunohistologica e, o olho contralateral, para deteccdo molecular de 7. gondii. Os
cérebros dos dois grupos de fémeas foram coletados e processados para

imunohistoquimica.

e 2.3.2-Machos

Os machos de C. callosus seguiram o mesmo padrao de dosagem e tratamentos
estabelecidos para as fémeas. Dois grupos com 9 machos cada, foram subdivididos em
trés subgrupos contendo trés animais para cada tipo de tratamento. Os tratamentos
foram feitos como nos grupos de fémeas prenhes, com os grupos controle e
azitromicina recebendo tratamento a partir do quarto dia de infec¢@o, enquanto o grupo
tratado com SPAf recebeu medicacdo a partir do décimo quarto dia de infecgdo. O
tratamento seguiu-se até completar 24 dias de infec¢do indculo com 7. gondii. Em um
dos grupos, os nove machos foram sacrificados logo apo6s o tratamento. No segundo
grupo, apos o término da medicacgdo, os animais foram observados por mais 30 dias e,
posteriormente, foram sacrificados. No terceiro grupo, todos os medicamentos,
inclusive os do grupo SPAf, foram iniciados no 4° poés-infeccdo. O tratamento

prolongou-se por 24 dias e os animais foram sacrificados apos 54 dias de infecgao.
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2.4. Imunoperoxidase
Os cérebros maternos e os dos machos adultos foram fixados em formalina a 10% e

desidratados posteriormente, em baterias de concentracdes crescentes de alcool e xilol até a
inclusdo em parafina. Os tecidos seccionados em 4um foram incubados por 30 minutos a
temperatura ambiente (TA) com 3% de peroxido de hidrogénio para bloqueio da
peroxidase endogena e, entdo, por 20 minutos a TA com 1% de soro de albumina bovina
(BSA) para bloqueio dos sitios inespecificos. Em seguida, os cortes foram incubados com
soro policlonal de camundongo anti-7. gondii, overnight (ON), a 4°C, lavados e,
posteriormente, foi adicionado o anticorpo secundario e o sistema ABC (sistema biotina-
avidina) (Dako Cytomation LSAB®+System-HRP, Dako) com uma lavagem entre as duas
etapas. Cada conjunto de reagentes foi incubado por 30 minutos a 37°C. A reagdo foi
revelada com 3,3-diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB, Sigma Chemical Co., USA).
As amostras foram contra-coradas com hematoxilina de Meyer e examinadas ao
microscopio optico. Os resultados foram expressos como numero de estruturas como
cistos, nimero de vactolos parasitoforos (WELTER et al.,, 2006) e parasitismo total
(mimero de estruturas como cistos mais o nimero de vacuolos parasitoforos). Todos as

contagens foram feitas em aumento de 400x.

2.5. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
Para determinar a soroconversdao dos animais infectados, as fémeas e os machos de

C. callosus tiveram sangue coletado via plexo orbital no dia da infec¢@o por Toxoplasma e
no dia de sacrificio. O sangue coletado foi centrifugado a 2000xg por 5 minutos € 0 soro
retirado foi congelado a -20°. Pogos de placas de poliestireno (Interlab, Sao Paulo, Brasil)
foram recobertos com uma solugdo de antigeno soluvel de 7. gondii (STAg) da cepa RH de

concentracdo protéica de 10ug/mL em tampao carbonato de sodio (0,06M, pH 9,6) ¢ as
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placas foram incubadas deixando ON a temperatura de 4°C. Os pogos foram lavados trés
vezes com PBST (PBS mais 0,01% de Tween 20) e incubados com as amostras de soro de
C. callosus ou de camundongo Swiss (controle positivo), em duplicata, diluido 1:16 e
1:200, respectivamente, em PBST adicionado de Molico a 0,5%. Seguido de uma
incubacdo de 1 hora a 37°C e uma série de seis lavagens em PBST, os pocos foram
incubados com o conjugado imunoenzimatico contendo anticorpos anti- gama globulina de
C. callosus ligados a peroxidase tipo IV (Sigma Chemical Co.) ou com anticorpo IgG de
cabra anti-camundongo. Novamente outra incubacdo de 1 hora a 37°C repetindo-se o
numero de lavagens e a reacdo foi seguida pela revelacdo com o perdxido de hidrogénio
(0,04%) e orto-fenilenediamina (0,5mg/mL) diluido em tampao fosfato-citrato (0,1M, pH
5,0). Apods incubacdo de 15 minutos a temperatura ambiente, a reacao foi parada com o uso
de 2N de NH,SOs,.

Os valores de densidade optica (DO) foram determinados em leitor de ELISA
(Titertek Multiskan Plus MKII, Flow Laboratories, McLean, EUA) a 405nm. Os niveis de
anticorpos anti- 7. gondii foram arbitrariamente expressos em indice ELISA (EI), segundo
a formula: IE = DO amostra/ cut off, onde cut off foi calculado como a média da DO de
soros controles negativos acrescida de trés desvios padrdes. Valores de IE > 1,2 foram

considerados positivos para excluir valores de reatividade limitrofes préximos de IE = 1,0.

2.6. Quantificacio da carga parasitaria

Um dos olhos de todos os fetos com 19 dias de gestacdo e dos diferentes
tratamentos foram removidos (35 amostras no total) para analise de carga parasitaria
através do PCR real-time. Os tecidos foram submetidos a extragdo de DNA utilizando-se o

kit Wizard® SV Genomic DNA Purification (System, Promega, USA), segundo orientacao
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do fabricante. Ao final, o DNA foi eluido em 500ul1 de agua livre de nucleases e mantido a
-20°C. Para controle positivo da reagdo utilizou-se uma concentragio de 10°e 10’ parasitas
e um globo ocular de C. callosus adulto ndo-infectado somado a 10> parasitas. O globo

ocular de um animal nao infectado foi utilizado como padrdo negativo da reacdo.

e 2.6.1-Extracdo de DNA de T. gondii para construcio da curva padrdo

Dez camundongos Balb/c foram infectados, intraperitonealmente, com a cepa RH
de T.gondii e, ap6s dois dias de indculo, foram sacrificados. O liquido peritoneal foi
retirado utilizando salina estéril (0,9% de NaCl). O exsudato foi tratado com tampao de lise
(cloreto de amdnio, 0,16M e tampao Tris base a 0,17M), centrifugado e filtrado em filtros
de 3um (Millipore Co., EUA) obtendo-se parasitas purificados. Posteriormente, os
parasitas foram centrifugados duas vezes a 2500xg por 10 minutos e depois diluidos a uma
concentragio de 1x10” e 1x10° parasitas/ ml. O material foi armazenado a -20°C até a

realizacdo do experimento.

e 2.6.2-Construcdo das curvas padrdo

A curva padrdo de 7. gondii para as reagdes de PCR em tempo real foi gerada a
partir da extragio de DNA de tecido ocular de C. callosus ao qual foram adicionados 1x10°
taquizoitas de 7. gondii. A mistura foi diluida para uma concentracao final de 100 ng de
DNA total. As concentra¢des da curva variaram de 0,1 a 1000 parasitas, em dilui¢Ges

seriadas em base 10 para uma quantificacdo absoluta do parasita.

e 2.6.3-PCR em tempo real para determinacdo da carga parasitaria

As reacdes de PCR em tempo real utilizadas para a quantificacdo de carga

parasitaria de 7. gondii foram preparadas utilizando-se o0 SYBR Green PCR Master Mix
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(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) contendo 3 mM de MgCl,, 200 uM de dATP,
dCTP e dGTP, 400uM de dUTP, 1,25 unidades de AmpliTaq GoldR DNA polimerase e
0,5 unidades de AmpEraseR uracil-N-glicosilase (UNG). Para a amplificacdo foram
utilizados 10 pul de Sybr, 10ul de DNA das amostras (50 ng), 0,5ul de primer sense e 0,5ul
de primer antisense. As sequéncias do primer para a identificagdo do parasita foram: gene
B1 (amplicon 50 pb) “Forward”: 5'-TTCAAGCAGCGTATTGTCGA-3' e “Reverse”:5'-
CATGAACGGATGCAGTTCCT - 3". Para o controle endogeno usou-se uma seqiiéncia
de B-actina (amplicon 100 pb) “Forward”: 5'- CCTAAGGCCAACCGTGAAAA -3' e
“Reverse”: 5'- GAGGCATACAGGGACAGCACA-3'. Os parametros de ciclagem termal
foram feitos de acordo com as instrugdes do fabricante. A mistura foi incubada a 50°C por
2 minutos, seguida de 10 minutos a 95°C, para ativar a enzima AmpliTaq Gold. Seguiram-
se 40 ciclos de incubagdo a 95°C por 15 segundos e a 60°C por 1 minuto. Cada amostra foi
testada em duplicata e todas as quantificagdes foram normalizadas em relagdo ao controle
endogeno (B-actina). O grafico foi gerado pelo “Data Analysis and Technical Graphics

Origin 6.0”, Microcal Software.

2.7. Analise Estatistica
Para analise dos dados foi utilizado o programa Graph Pad versdo 4.0. As

comparagdes foram determinadas pelo teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis e
avaliacdo entre os grupos tratados e o controle pela andlise de variancia pelo teste de

Dunnets. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p< 0,05.
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RESULTADOS

3.1. Toxoplasma gondii nos tecidos oculares dos fetos

Vinte e sete fémeas divididas em trés grupos de tratamentos chegaram aos periodos
gestacionais desejados (15, 17 e 19 dias). Para cada grupo de tratamento e cada ponto de
sacrificio foram escolhidos, aleatoriamente, dois fetos para analise dos tecidos oculares,
dos quais um olho foi utilizado para imunohistoquimica e o olho contra-lateral para
realizacdo de PCR em tempo real. Pelo ensaio de imunoperoxidase os parasitas foram
marcados ¢ identificados nos animais tratados com veiculo ¢ com SPAf (Figura 2).
Nenhum parasita foi identificado nos tecidos oculares dos fetos cujas maes foram tratadas
com azitromicina (Tabela 1). Os dados sdo reforcados pela amplificagdo do gene de 7.
gondii somente nos tecidos oculares de fetos cujas maes foram tratadas com PBS ou SPAf
(Figura 3). Nenhum dos fetos apresentou anormalidades anatomicas ou alteracdes
morfoldgicas retinianas. Também ndo foram detectadas reacdes inflamatorias oculares

(dados nao mostrados).
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Figura 2: Vactlolos parasitoforos em tecido ocular de fetos de C. callosus, 1000x. A:
Retina de feto com 19 dias de gestagdo cuja mae foi tratada com SPAf (sulfadiazina,

pirimetamina e acido folinico). B: Retina de feto cuja mae foi tratada com veiculo.
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Tabela 1: Numero de vacuolos parasitoforos encontrado em olhos de fetos infectados com

Toxoplasma gondii em diferentes grupos de tratamento *

Grupos de Tratamento

Idade fetal®

15 17 19
Controle (PBS) 0/6 1/6 2/6
SPAf® 5/6 1/6 2/6
Azitromicina 0/6 0/6 0/6

% Dois fetos foram analisados por ninhada para cada ponto gestacional. Trés fémeas foram

usadas para cada data de sacrificio. Note que nenhum parasita foi observado nos tecidos

oculares fetais do grupo tratado com azitromicina. A deteccdo dos parasitas foi realizada

por imunohistoquimica.
b. e ~
: Dias de gestacdo

°: SPAf = sulfadiazina, pirimetamina e 4cido folinico
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Figura 3: Quantificacdo de parasitas por PCR em tempo real em olhos de fetos.
Observam-se somente tragos de DNA do parasita em fetos cujas maes foram tratadas com

azitromicina. As numeragdes sdo correspondentes ao niimero das amostras utilizadas. Total

de 35 amostras.
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3.2. Efeito do tratamento na infeccfo sistémica das fémeas prenhas

Para verificar a interferéncia dos diferentes tipos de tratamento sobre o parasitismo
materno, os cérebros das fémeas foram processados para analise por imunohistoquimica.
No dia da fertilizacdo, todas as fémeas apresentaram sorologia negativa para 7. gondii,
enquanto que, no dia do sacrificio, todas apresentaram sorologia positiva. Nas fémeas
sacrificadas com 15 dias de gestacdo-infecg@o, ndo houve diferencgas expressivas entre as
trés formas de andlise (estruturas como cisto, numero de vactolos parasitoforos e
parasitismo total) nas fémeas tratadas com SPAf comparadas com o grupo controle e o
tratado com azitromicina (Figura 4D-F). Entretanto, em todas as figuras demonstradas, a
azitromicina aparenta reduzir a infec¢ao (Figura SA-C).

Um padrao similar é observado nas fémeas tratadas até o 19° dia de gestacao-
infeccdo, com mais parasitas nos grupos controle e tratados com SPAf quando comparados
ao grupo tratado com azitromicina (Figura 5G-I).

No 17° dia, o nimero de estruturas como cisto, de vacuolos parasitoforos e de
parasitismo total foi expressivamente menor no grupo tratado com azitromicina do que no
grupo tratado com SPAf. A quantidade de parasitas encontrados nos encéfalos das fémeas
gravidas foi maior neste ultimo grupo de tratamento quando comparado ao grupo controle
(Figura 5D-F) e (Figura 4A-B). O mesmo perfil ¢ retratado na infeccdo cerebral das fémeas

tratadas até o 19° dia de gestacdo-indculo (Figura 5G-H).
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Azitromicina

Figura 4: Infeccdo de 7. gondii em encéfalo de fémeas gravidas de C. calomys. A:
Estrutura como cisto no encéfalo de fémea tratada com PBS com 17 dias de gestacdo e
inoculo. B: Estruturas como cistos no encéfalo de fémea tratada com SPAf com 17 dias de
gestagdo e inoculo e com 4 dias de tratamento. C: Estrutura semelhante a cisto em animal
tratado com azitromicina com 17 dias de gestagdo-inoculo. A, B e C: setas longas, 100x.
D: Vacuolos parasitoforos em encéfalo de fémeas com 15 dias de gestacdo e infecgdo,
tratadas com PBS. E: Vacuolos parasitoforos em encéfalo de fémea com 15 dias de
gestagdo e infecgdo, tratadas com SPAf. F: Vacuolos parasitéforos em encéfalo de fémea
com 15 dias de gestagdo e infeccdo, tratadas com azitromicina. D, E e F: vacuolos

parasitoforos mostradas em cabegas de setas em negrito, 400x.
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Figura 5: Deteccdo do parasitismo cerebral, por imunohistoquimica, de fémeas gravidas

de C. callosus infectados com 7. gondii e tratados com PBS ou azitromicina ou SPAf. A,

B e C: encéfalos coletados no 15°dia de infecgao e gestagdo. D, E e F: cérebros coletados

no 17° dia de infecgdo e gestacdo. G, H e I: encéfalo de fémeas coletado no 19° dia de

infecgdo e gestacdo. Trés fémeas foram usadas para cada grupo de tratamento. (*) p<0,05.
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3.3. Infeccio cronica em fémeas prenhes de C. callosus

Para criar parametro de comparagdo de tempo de tratamento sobre efeito
parasiticida no grupo SPAf, um grupo de nove fémeas, soronegativas para 7. gondii, foram
inoculadas com a cepa ME49 do parasita no mesmo dia da verificagdo de tampao vaginal..
Ap6s quatro dias de infecgdo as fémeas foram divididas em 3 subgrupos e foram tratadas
com PBS ou azitromicina ou SPAf. O tratamento foi mantido por 24 dias ap6s a infecgao.
As fémeas foram sacrificadas apos 30 dias de auséncia medicamentosa e obtiveram os
encéfalos removidos para analise imunohistologica. Os dados mostraram redugdo de todas
as formas evolutivas do parasita analisada. A quantidade de estruturas como cistos
apresentou uma significativa diminuicdo parasitiria tanto nos grupos tratados com
azitromicina (p<0,0014) quanto nos grupos tratados com SPAf (p<0,0241) (Figura 6A).
Houve reducgdo, também, no nimero de vacuolos parasitéforos nos individuos tratados com
azitromicina e SPAf (p<0,01) (Figura 6B) assim como no numero de parasitismo total

(p<0,01) (Figura 6C).
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Figura 6: Encéfalo de fémeas prenhes e com infec¢do cronica por 7. gondii. Todos os

tratamentos foram iniciados no quarto dia de fertilizagdo e infec¢do. As drogas foram

administradas por 20 dias. Os animais foram sacrificados 30 dias apds o término das

medicagdes. A: Numero de estruturas semelhantes a cistos com p<0,05. B: Numero de

vacuolos parasitéforos com p<0,01. C: Parasitismo total de 7. gondii, p<0,01. Trés fémeas

foram usadas para cada grupo de tratamento. (*) Diferenca estatistica pelo teste nao-
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paramétrico de Kruskall-Wallis com comparacdo entre os grupos (teste de Dunn). (**)

Diferenga estatistica pelo teste de analise de variancia usando o teste de Dunnets.
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3.4. Efeito do tratamento na infec¢ido adquirida em machos imunocompetentes

3.4.1-Infeccdo cerebral em machos de C. callosus sacrificados logo apos o término dos
tratamentos

Machos de C. callosus, imunocompetentes, receberam a mesma dosagem
padronizada as fémeas e os tratamentos iniciaram-se no mesmo periodo para dois dos trés
grupos de machos — grupo veiculo e grupo tratado com azitromicina (Figura 7A e 7C).
Entretanto o tempo de tratamento foi estendido dos 19 dias (utilizado para as fémeas
gravidas) para 24 dias de infeccdo. Os machos tratados com veiculo e sacrificados logo
apos o término do tratamento mostraram uma quantidade cistica significativamente maior
em relacdo aos tratados com azitromicina e SPAf (p< 0,0132) (Figura 8A). A quantidade
de vacuolos parasitéforos nos animais tratados com veiculo foi maior do que aqueles
tratados com azitromicina (p<0,0439). No parasitismo total, destaca-se a relevante
diferenca entre o grupo tratado com veiculo e os grupos tratados com azitromicina e SPAf

(p<0,0195) (Figura 8C), embora ndo haja diferenga entre os grupos tratados (Figura 8B-C).
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SPA{ Azitromicina

Figura 7: Infeccdo de T. gondii em encéfalo de machos adultos imunocompetentes. A-C:
Vactolos parasitoforos (cabecas de setas em negrito) de 7. gondii de machos sacrificado
logo apds o tratamento com os diferentes medicamentos. Observe a presenga de uma
estrutura como cisto (seta longa) em A. Aumento de 400x. D-F: Estruturas semelhantes a
cistos (setas) de 7. gondii de encéfalo de machos sacrificados apds 30 dias de abstinéncia
de medicagdo. Observa-se um nimero gradualmente menor de estruturas semelhantes a

cisto e de vacuolos parasitoforos com a utilizagdo dos medicamentos. Aumento de 100x.
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Figura 8: Infeccdo de 7. gondii em cérebro de machos imunocompetentes de C. callosus.
Os animais iniciaram as medicagdes em tempos diferentes (PBS e azitromicina no quarto
dia apos a infecgao e SPAf no décimo quarto dia de infecg¢ao) e sacrificados logo apds o
tratamento (24 dias para os animais tratados com veiculo ou com azitromicina e 10 dias
para os tratados com SPAf. A: Numero de estruturas como cisto de 7. gondiii com p<.0,01.
B: Numero de vacuolos parasitéforos com p<0,05. C: Numero total de parasitas com (*)

p<0,05 e (**) p<0,01. Trés machos foram usados para cada grupo de tratamento. (*)
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Diferenga estatistica pelo teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis com comparag@o entre
os grupos (teste de Dunn). (**) Diferenga estatistica pelo teste de analise de variancia

usando o teste de Dunnets.
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3.4.2-Infeccdo cerebral em machos de C. callosus sacrificados 30 dias apds o término dos

tratamentos

Nove machos imunocompetentes de C. callosus, divididos em trés grupos, foram
tratados com azitromicina e veiculo apds o quarto dia de infeccdo e os tratados com SPAf
receberam a medicacao a partir do 14° dia de infec¢do. Todos os machos foram tratados até
o vigésimo quarto dia de infeccdo e permaneceram em observagdo por 30 dias sem
administracdo das drogas. O numero de estruturas semelhantes a cistos, vactolos
parasitoforos e parasitismo total entre o grupo tratado com PBS comparado aos tratados
com azitromicina e SPAf foi significativamente maior (p<0,042, p<0,022 e p<0,034,
respectivamente) (Figura 9A-C) (Figura 7D-F). Os grupos tratados com azitromicina e
SPAf obtiveram reducao similar do nimero de estruturas como cisto (Figura 9A). Quando
analisados a quantidade de vactiolos parasitoforos (Figura 9B) e o parasitismo total (Figura

9C), os resultados sdo semelhantes.
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Figura 9: Infeccdo cronica de 7. gondii em cérebro de machos de C. callosus. As
medicacgoes foram iniciadas em tempos diferentes (PBS e azitromicina no quarto dia apds a
infeccdo e SPAf no décimo quarto dia de infecg¢ao) e sacrificados apds um periodo de 30
dias sem medicamento (somados 54 dias apos a infec¢do por 7. gondii). A: nimero de
estruturas como cisto de 7. gondii. B: Nimero de vacuolos parasitoforos. C: nimero total

de parasitas. Trés machos foram usados para cada grupo de tratamento. (*) Diferenca
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estatistica pelo teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis com comparag@o entre os grupos
(teste de Dunn). (**) Diferenca estatistica pelo teste de andlise de varidncia usando o teste

de Dunnets. Todos os valores obtidos foram significativos quando p<0,05.
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3.4.3. Infeccao cronica por 7. gondii no cérebro de C. callosus tratados pelo mesmo
periodo

Nove machos, imunocompetentes, foram divididos e receberam a mesma dosagem
de medicamento administrada descritos acima, exceto que todos os grupos iniciaram o
tratamento no quarto dia. Apo6s o 24° dia de infeccdo os tratamentos foram suspensos € 0s
animais foram mantidos trinta dias sem medicamentos. A quantidade de estruturas como
cisto foi expressivamente menor nos animais tratados com azitromicina do que no grupo
controle (p<0,011) (Figura 10A). Resultado semelhante aconteceu com o numero de
vacuolos parasitéforos (p<0,046) (Figura 10B). A infectividade, em geral, apresentou-se
bastante reduzida nos grupos tratados com azitromicina e com SPAf quando comparados

aqueles que receberam somente veiculo (p<0,027) (Figura 10C).
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Figura 10: Infeccao cronica de 7. gondii em cérebro de machos de C. callosus. Todos os

animais iniciaram as medicagdes no mesmo dia apos a infeccdo (quarto dia apds a

infec¢do), obtiveram o mesmo periodo de tratamento (24 dias) e igual tempo de auséncia

das drogas (30 dias apos o término da administracdo dos diferentes tratamentos). A:

numero de estruturas como cisto de 7. gondii ¢ p<0,01. B: nimero de parasitas intracelular

e p<0,05. C: namero total de parasitas ¢ p<0,05. Tr€s machos foram usados para cada

grupo de tratamento. (*) Diferenca estatistica pelo teste nao-paramétrico de Kruskall-



55

Wallis com comparagdo entre os grupos (teste de Dunn). (**) Diferenga estatistica pelo

teste de analise de variancia usando o teste de Dunnets.
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DISCUSSAO

O risco de infecgdo fetal é multifatorial e, portanto, dependente do tempo de
infec¢do materna, da competéncia imunologica, da viruléncia do parasita, dentre outros. A
infeccdo fetal humana ocorre, em geral, quando a mae é primo-infectada durante a
gestacdo (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Embora, recentemente, tenham sido
descritos casos isolados de reativagdo da toxoplasmose em maes soropositivas e
imunocompetentes levando a toxoplasmose congénita (LEBAS et al., 2004).
Semelhantemente a condi¢do predominante em humanos, na espécie Calomys callosus nao
ha infeccdo fetal se o contato com o parasita acontecer semanas antes da concepgao e, caso
ocorra, o parasita permanece retido no microambiente placentario (BARBOSA et al.,
2007).

Nossos dados, por imunohistoquimica, demonstram um gradativo aumento nos
parametros de infec¢do ocular dos fetos com o prolongar da gestacdo em fémeas tratadas
com veiculo. Pereira e colaboradores (1999) demonstraram que fetos de maes
contaminadas com a cepa ME-49 de T. gondii, sem tratamento, apresentaram formas
cisticas nos olhos entre o 15° e o 20° dia de gestagdo. Diferentemente, nossos dados
evidenciaram somente parasitas em vacuolos parasitoforos. A escolha do 4° dia para o
inicio dos tratamentos baseou-se nos dados obtidos por Ferro e Bevilaqua (1994), onde no
quarto dia de gestag@o/indculo ocorre a nidagdo do embrido ao endométrio. Devido aos
efeitos teratogénicos provocados pela pirimetamina, a associacdo SPAf foi iniciada
somente no décimo-quarto dia de gestagdo. Segundo dados de Ferro e colaboradores
(2002), quando a inoculag¢ao dos parasitas ¢ feita no primeiro dia de gestagdo, a infeccio

das células trofoblasticas ocorre a partir do 15° dia apds o inoculo de 7. gondii.
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Dados de freqiiéncia de contaminacdo e de desenvolvimento da doenca pelo T.
gondii sdo variaveis e dependentes das areas demograficas estudadas. Lopes e
colaboradores (2007) demonstraram que, na infec¢do humana, dentre todas as mulheres
soroconvertidas durante a primeira gestagdo, 61% ndo transmitem a doenca para o feto,
26% apresentam sintomas subclinicos ¢ 13% possuem a infecc¢do clinica (LOPES et al.,
2007). Em um estudo classico, a frequéncia da doenca subclinica em neonatos é acima de
85% (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Embora ndo haja um estudo direto sobre a
freqiiéncia de transmissdo fetal de 7. gondii em modelos animais, nossos resultados
demonstram que a passagem transplacentaria foi de 30% no grupo controle.

Quando a primo-infeccao por Toxoplasma, ocorre no primeiro trimestre de gestacao
os riscos de manifestar a forma grave da doenca em fetos sdo maiores (REMINGTON,
2001; GILBERT et al., 2003; MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Cerca de 10% dessas
infecgdes terminam em abortos espontidneos ou em morte fetal (RORMAN et al., 2006).
Atualmente, um niimero menor de neonatos e fetos apresenta toxoplasmose com sinais
clinicos graves ao nascimento, talvez devido aos tratamentos preventivos com espiramicina
e a associacdo de pirimetamina e sulfadiazina (CHRISTOPH et al., 2004). Entretanto,
alguns estudos multicéntricos ndo questionam, somente, os efeitos positivos, mas também
a eficiéncia da terapia pds-natal a longo prazo (CHRISTOPH et al., 2004, GRAS et al,,
2001, FOULON et al., 1999).

Nao hd um consenso na literatura sobre os mais eficientes programas de
“screening” ou tratamentos a serem adotados na infec¢do materna (SYROCOT, 2007). Ha
mais de 30 anos, a combinacdo de pirimetamina e sulfadiazina - ou seus derivados - ou de
espiramicina separadamente vém sendo utilizada no combate a toxoplasmose congénita.
Em breve revisdo, cinco trabalhos apontam a eficacia de tais medicamentos enquanto

outros quatro apontam o inverso (WALLON et al., 1999; JONES et al., 2003; GRAS et al,
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2001; RORMAN et al., 2006). A discordancia €, principalmente, sobre a eficacia da
pirimetamina e derivados de sulfadiazina em gestantes soroconvertidas, pois a analise €
dificultada por envolver diferentes métodos de estudo, dificultando as comparagdes
(WALLON et al., 1999). Além disso, a utilizacdo tardia do medicamento apos a décima
oitava semana de gestagdo (REMINGTON, 2001, LOPES et al., 2007) implica na
possibilidade de transmissdo do parasita. Nesse estudo, o inicio tardio de administracdo de
SPAf e o pouco tempo de tratamento (1 dia) nas fémeas de C. callosus pode justificar a
detecgdo de 7. gondii nos olhos dos fetos de gestantes eutanasiadas no décimo quinto dia
de prenhes (5 casos em 6 observados) semelhante ao do grupo nao-tratado.

Dentre varios farmacos testados in vitro, a azitromicina demonstrou-se melhor no
combate ao Toxoplasma (CHANG et al., 1988; CHAMBERLAND et al., 1991; FICHERA;
ROSS et al., 1997). Em experimentos murinos, a azitromicina foi capaz de aumentar a
sobrevivéncia de camundongos Balb/c infectados com a cepa RH de 7. gondii (TABBARA
et al., 2005) e vem demonstrando bons efeitos “in vitro” no combate a formas assexuadas
de Plasmodium falciparum (NOELD, H. et al., 2007). Além disso, combinada com as
formas tradicionais de tratamento da maldria como, por exemplo, quinina-azitromicina a
azitromicina mostra-se eficiente contra as formas resistentes da malaria (NAKORNCHALI;
KONTHIANG, 2006). Em acordo com esses dados, nossos resultados mostraram que a
azitromicina foi capaz de inibir a passagem parasitdria para os tecidos oculares fetais, bem
como de diminuir o numero de parasitas no cérebro das maes.

A infeccdo congénita por Toxoplasma pode alcancgar varias regides oculares, sendo
a seqiicla mais grave a coriorretinite, que ¢ recorrente nas infec¢des congénitas e o0s
primeiros sintomas podem aparece ao nascimento, nos primeiros anos de vida ou, mais
tardiamente, dos 20 aos 30 anos de idade (RORMAN, et al. 2006). Dificilmente ¢

diagnosticada na vida intrauterina. Nos fetos de C. callosus cujas maes foram tratadas com
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azitromicina, ndo foram detectados parasitas nos tecidos oculares, ao contrario do
observado nos grupos SPAf e controle, onde foi detectada infec¢do nesses tecidos em
alguns fetos. Ressaltamos que o tempo de tratamento com SPAf foi somente de 1 dia em
alguns dos subgrupos de SPAf. Dados de Pereira e colaboradores (1999) demonstraram a
presenca das formas bradizoitas nos olhos de embrides de C. callosus sem tratamento,
sendo que no referido estudo as fémeas foram infectadas no sétimo dia apds o
aparecimento da rolha vaginal.

A coriorretinite pode ser desencadeada pela propria atividade litica do parasita.
Alteracdes morfologicas na retina, edema e intenso infiltrado inflamatorio foram
encontradas nos olhos de fetos de camundongos C57BL/6 cujas maes foram infectadas
com parasitas da cepa ME49, mas nenhum parasita foi localizado nas regides afetadas
(TEDESCO et al., 2007). De forma diferente, em nosso modelo ndo observamos reacao
inflamatoria, entretanto detectamos os parasitas por métodos imunohistoquimicos e
molecular. Em individuos adultos com retinites graves, o tratamento com azitromicina
mostrou diminuir a reagdo inflamatoria em torno das lesdoes (ROTHOVA et al., 1998).
Araujo e colaboradores (1991b) demonstraram que a azitromicina possui um efeito
sinérgico com o IFN-y reduzindo a mortalidade em camundongos infectados com a cepa
RH de T. gondii.

Durante a gestacdo, a imunidade, ¢ radicalmente alterada (ERLEBACHER, 2001).
Ha uma pronunciada tendéncia para a reducdo de células T de perfil CD4" e CDS" com
diminuicdo da secre¢do de IL-12 e IFN-y, importantes no controle da toxoplasmose,

.(RAGHUPATHY, 2001) sugerindo a predominancia do perfil humoral Th2
(ERLEBACHER, 2001; RAGHUPATHY, R., 2001). Aparentemente, o tratamento com
SPAf nao foi eficaz no controle da infec¢do materna, mas o tempo de tratamento variou de

1 a 5 dias. Quando fémeas prenhes foram tratadas com SPAf ou azitromicina a partir do 4°
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dia e sacrificadas apds 30 dias do término dos tratamentos, nos dois grupos de tratamento
houve redugdo semelhante do parasitismo cerebral, reforcando a hipdtese de que a
diferenca observada entre os grupos com inicio de tratamento diferente seja devido ao
tempo de exposicdo aos medicamentos. Ainda, nos machos tratados pelo mesmo periodo
houve aparente controle da infec¢do, sem diferengas entre azitromicina e SPAT.

Em camundongos ha uma tendéncia a aumentar o parasitismo em fémeas
(LIESENFELD et al., 2001). A infec¢do oral de parasitas da cepa ME49 foi capaz de
promover maior mortalidade em fémeas do que em machos de camundongos C57BL/6,
infectados oralmente, as quais apresentavam maior nimero de parasitas intestinais.
Administracdo de testosterona as fémeas promoveu a diminui¢do da infec¢ao e inflamacao
no ileo. Em nossos estudos, os machos apresentaram menor nimero de parasitas no
cérebro quando comparados as fémeas, independentemente do tratamento. Portanto, ¢
provavel que em C. callosus haja maior parasitismo nas fémeas, o que explicaria
parcialmente nossas observacdes. Outros fatores podem ter contribuido para tal resultado
como, p. ex., variabilidade no nimero ¢ viabilidade dos bradizoitas contidos nos cistos
inoculados, como previamente sugeridos por Dubey (1998b).

Em nosso estudo, a azitromicina demonstrou eficacia no combate a toxoplasmose,
assim como observados em outros modelos “in vitro” e “in vivo” (ARAUJO et al., 1988;
PFEFFERKORN; BOROTZ, 1994; CHANG et al., 1988, DEGERLI et al., 2003). Além da
sua suposta atuacdo em ambos os estagios da infec¢do por Toxoplasma, possui a vantagem
clinica de menores efeitos colaterais comparado com os farmacos utilizados, atualmente,
no combate a doenga (MARCHI et al., 1994; DEGERLI, 2003).

Contrariamente aos dados de Lescano e colaboradores (2004), a azitromicina, em
nossos dados, conseguiu reduzir o niumero de estruturas semelhantes a cistos tanto nas

fémeas gravidas quando nos machos imunocompetentes de C. callosus. Essa diferenca
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pode ser devida ao inicio mais precoce do tratamento em nosso estudo, no quarto dia apds
a infeccdo, comparado ao 20° dia de infec¢do no estudo. Por outro lado, a administragdo da
droga ndo foi capaz de eliminar completamente a fase cistica da infeccdo “in vivo” como
sugerido em outros trabalhos (DEROUIN, 1995; DERGELI et al., 2003). O mesmo foi
relatado na infeccdo cronica de camundongos tratados com 100mg/kg/dia de azitromicina
(LESCANO et al., 2004; DUMAS et al., 1994) ou da droga em associagdo com atovaquona
(MOSHKANI; DALIMI, 2000).

A potente atividade da azitromicina contra 7. gondii estd na sua particularidade de
se concentrar nos compartimentos acidificados das células (SCHWAB et al., 1994). Os
parasitas do filo Apicomplexa possuem uma organela plastidial contendo um genoma de
35Kb (BORST et al., 1984). A funcdo dessa nova organela ainda ¢ ndo bem conhecida mas
parece ser o alvo de drogas como a azitromicina. A concentracdo do antibidtico ¢ mantido
por um equilibrio sutil de bases fracas entre os compartimentos neutros e acidificados da
célula. Como o vactolo parasitéforo de 7. gondii ndo ¢ um ambiente acidificado (SIBLEY
et al., 1985), os parasitas intracelulares ndo ficam em contato direto com a droga.
Experimento “in vitro” sugere que a absor¢do da droga pelo parasita ocorra na sua fase
extracelular quando este esta sujeito a maiores concentragdes da azitromicina e, portanto, o
antibiotico possuiria efeito a longo prazo (PFEFFERKORN; BOROTZ, 1994).

Em nosso estudo, o tratamento com azitromicina reduziu o nimero de estruturas
como cistos em cérebros de C. callosus adultos (machos e fémeas) que foram tratados por
11 a 15 dias para fémeas sacrificadas no 15° ao 19° dias de gestagdo/infeccao ou por 20
dias, para fémeas onde foi induzida infec¢do cronica. Quando os animais tiveram
tratamento iniciado no quarto dia de infecgdo, tanto a azitromicina quanto a combinagao
SPAf foram capazes de diminuir o parasitismo cerebral dos adultos de C. callosus

indicando uma relacao temporal de tratamento. Estudos indicam que o tratamento precoce
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da toxoplasmose, na clinica, reduz a freqiiéncia e a severidade das seqiielas fetais onde a
combinacdo da pirimetamina e sulfadiazina ¢ utilizada (WONG; REMINGTON, 1994;
GILBERT; STANFORD, 2000; GILBERT; GRAS, 2003). A diminui¢do do parasitismo
nos encéfalos das fémeas refletiu na eliminagdo do parasitismo ocular fetal ja que foi
encontrada uma pequena quantidade de estruturas como cisto nos encéfalos das fémeas
tratadas com azitromicina e auséncia de parasitas nos tecidos oculares fetais.

A combinacdo de sulfadiazina, pirimetamina e acido folinico, por sua vez, ndo ¢é
recomendada no inicio da gestacdo devido aos riscos teratogénicos acarretados ao feto
(WALLON et al.,1999; REMINGTON et al., 2001; KRAVETZ; FEDERMAN, 2005). Em
contrapartida, o tratamento com a azitromicina nas fases iniciais da gestacdo ndo possui
contra-indicagdes importantes (KORZENIOWSKI, 1995). Em estudo com pacientes
aidéticos, sugere-se que a azitromicina poderia ser utilizada, inclusive, com fins
terapéuticos (CHAVE et al.,1992) uma vez que a droga nd3o possui efeitos colaterais
significativos (KORZENIOWSKI, 1995) e ¢ capaz de reduzir a carga parasitaria de 7.
gondii (ARAUJO et al., 1988; CANTIN; CHAMBERLAND, 1993; BRAZ et al., 1999,
DERGELI et al., 2003).

A azitromicina vem sendo usada, também, no tratamento da toxoplasmose
adquirida ou na reativacdo em aidéticos. Relatos de caso demonstram a aplicabilidade da
azitromicina como uma alternativa em casos de encefalite toxoplasmica em pacientes HIV-
positivos (TROTTA et al., 1997; JACOBSON et al., 2001). Em machos adultos de C.
callosus, a combinagdo de sulfadiazina e pirimetamina foi capaz de diminuir a carga
parasitaria quando comparada aos animais tratados com PBS, como seria esperado. A
administracao da azitromicina também foi capaz de reduzir significantemente a quantidade

de parasitas quando comparado ao controle.
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Estudos apontaram que a azitromicina possui uma atividade significantemente
superior a de outros antibioticos macrolideos que estdo sendo usados no tratamento da
toxoplasmose em humanos (ARAUJO et al., 1991a). Atualmente, a azitromicina vem
sendo estudada em combinagdes: o efeito aditivo na associacdo de medicamentos como
azitromicina e pirimetamina ou azitromicina e sulfadiazina tem dado bons resultados em
ensaios murinos onde hd maior rapidez no controle de Toxoplasma (CANTIN;
CHAMBERLAND, 1993; BRAZ et al., 1999; LESCANO et al., 2004; TABBARA et al.,
2005). Um estudo em humanos aponta a eficacia da azitromicina combinada a
pirimetamina no tratamento da toxoplasmose ocular similar a do tratamento classico da
sulfadiazina e pirimetamina (BOSCH-DRIESSEN et al., 2002).

Nosso estudo no modelo animal C. callosus, desta forma, contribui com a busca de
tratamentos mais eficazes, que possam vir a ser testados posteriormente em ensaios
clinicos para confirmar se, em humanos, a azitromicina sera eficaz para diminuir a
transmissdo vertical da toxoplasmose e, assim, evitando seqiiclas graves ao neonato, bem
como para o tratamento de individuos que apresentem intolerancia ou resposta alérgica aos
medicamentos usados correntemente para o tratamento da toxoplasmose. Atualmente, a
azitromicina demonstra ter significativo efeito terapéutico, com pouco efeito colateral e ser
bem tolerada em criancas com toxoplasmose congénita (CHEN et al., 2004). Nosso
trabalho, portanto, ¢ o primeiro a demonstrar a eficiéncia da azitromicina na diminui¢@o
transmissdo vertical da toxoplasmose, medida através da redugdo da infec¢do ocular no

modelo animal C. callosus.
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CONCLUSOES

e A azitromicina demonstrou ser eficaz para diminuir a transmissdo vertical da
toxoplasmose durante a gestacdo em modelo de C. callosus, tomando como
parametro a diminuicdo significativa de infec¢do ocular nos fetos em relagdo ao
grupo controle.

e A azitromicina demonstrou também efeito terapéutico satisfatorio no tratamento de
fémeas prenhas de C. callosus infectadas por 7. gondii, através da diminui¢do
significativa do parasitismo cerebral em relagdo ao grupo controle.

e A azitromicina demonstrou também efeito terapéutico satisfatorio no tratamento de
machos adultos de C. callosus infectados por 7. gondii, através da diminuicao

significativa do parasitismo cerebral em relagdo ao grupo controle.
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