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RESUMO

Parasito intracelular obrigatorio, Toxoplasma gondii é um patégeno oportunista. Sdo
consideradas situacdes de risco, infec¢des congénitas e em pacientes imunossuprimidos. Poucos
estudos com tratamento da toxoplasmose congénita foram realizados em modelos experimentais.
Objetivou-se com esse trabalho verificar o mecanismo de transmissio materno-fetal da
toxoplasmose em Calomys. callosus tratados com associagio de farmacos: sulfadiazina,
pirimetamina e 4cido folinico (SPA). Fémeas com 14 dias de gestagio e indculo de 7. gondii,
foram tratadas com SPA até o 20° dia, sendo sacrificadas a partir do 17° dia de gestacio-indculo.
Tecidos fetais foram processados para analise morfolégica, imunocitoquimica e bioensaio. A
carga parasitaria nos tecidos fetais cujas mies nio receberam tratamento foi significativamente
maior quando comparada com animais tratados com SPA. Camundongos inoculados com tecidos
provenientes de fémeas tratadas apresentaram soroconversio tardia. Portanto, os firmacos
mostraram-se eficazes ao diminuir a carga parasitaria demonstrando que a transmissio vertical da
toxoplasmose pode ser alterada em decorréncia do tratamento, sugerindo que C. callosus é um
bom modelo experimental para estudos relacionados a eficiéncia e farmacocinética de

medicamentos utilizados no tratamento de infecgdo congénita por 7. gondii.

Palavras-chave: toxoplasmose congénita, tratamento, eficiéncia.
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1. INTRODUCAO

1.1. Interacdes parasito-hospedeiro

Os mamiferos desenvolveram mecanismos muito eficientes contra os parasitos
invasores, ¢ alguns desses por sua vez, desenvolveram taticas para escapar das respostas de
defesa do hospedeiro. Uma manobra utilizada pelos parasitos consiste em refugiar-se no
interior das células do hospedeiro, onde os anticorpos tém dificuldades em alcanca-los. Os
protozoarios recorrem, em Sua maioria, a essa manobra e alguns deles (como do género
Plasmodium) se estabelecem no interior dos eritrdcitos, enquanto outros (como do género
Leishmania) infectam exclusivamente os macrofagos € outros ainda (como do género
Trypanosoma) invadem diversos tipos celulares. Por sua vez, os hospedeiros desenvolveram
estratégias para lidar com esses parasitos intracelulares, desencadeando respostas imunes
celulares que envolvem primariamente as citocinas do perfil Th-1, como a Interleucina-2 (IL-
2), o Fator de Necrose Tumoral-§ (TNF-B) e o Interferon-y (IFN-y) que ativam os macrofagos

e as células T CD8" citotéxicas que colaboram com os macrofagos através da producdo de

citocinas de ativa¢do dessas células (RANG et al., 2003).

As respostas da via Th-1 podem ser downregulated (“infrarreguladas™) por citocinas
da via Th-2, como TGF-B, IL-4 e IL-10. Alguns parasitos intracelulares estabeleceram
mecanismos para manipular o equilibrio Th-1/Th-2 a seu favor ao estimularem a producio de
citocinas Th-2 que “infrarregulam” as rea¢Ges imunes celulares. Assim, por exemplo, a
invasdo de macrofagos por espécies de Leishmania esta associada a indugdo do TGF-B;
enquanto a invasdo das células T, das células B e dos macrofagos por tripanosomas estd
associada a indugdo de IL-10. Sdo observados mecanismos semelhantes nas infestagdes por
helmintos (RANG et al., 2003).

O protozoario 7oxoplasma gondii desenvolveu uma tatica diferente - a
“suprarregulagdo” (upregulation) de algumas respostas do hospedeiro. 7. gondii infecta
numerosos tipos celulares e apresenta estagio de replicagdo extremamente virulento; por
conseguinte, € importante para o parasito que sua capacidade proliferativa seja regulada de
modo a assegurar a sobrevida de seu hospedeiro. Para isso, o parasito estimuia a produgdo de
IFN-y, modulando, assim, as respostas do hospedeiro mediadas por células, que entdo
promovem seu encistamento nos tecidos, onde, de acordo com as condigdes imunologicas do

hospedeiro, conseguem sobreviver por muito tempo (KAWAZOE, 2002).



A melhor compreensdo das relagdes entre hospedetros ¢ protozoarios abriu novas
perspectivas para o desenvolvimento de farmacos antiprotozoarios. Ja esta sendo investigada

a possibilidade de se utilizar analogos e/ou antagonistas das citocinas para o tratamento de

doencas causadas por protozoarios (ODEH, 2001).
1.2. Toxoplasma gondii (Nicole e Manceaux, 1909)

Toxoplasma gondii foi primeiramente encontrado em dois paises diferentes no ano de
1908. Por Nicolle e Manceaux na Tunisia (Africa), em um roedor, Ctenodatylus gundi e, em
Sio Paulo (Brasil), por Splendore em coelhos de laboratério (KAWAZOE, 2002, REY,
2001).

Em 1909, Nicolle e Manceaux, descreveram o parasito e criaram o género Toxoplasma
e a espécie Toxoplasma gondii. Porém, somente na década de 60 7. gondii passou a ser objeto
de pesquisa, em decorréncia do conhecimento de sua ampla distribui¢do geografica e de sua
capacidade de infectar varias espécies de aves ¢ mamiferos (inclusive o homem). Dessa
forma, caracteristicas como: morfologia, formas infectantes, hospedeiros, ciclo biologico,
epidemiologia, métodos diagnosticos e terapéuticos para a toxoplasmose, puderam ser mais
bem formuladas (KAWAZOE, 2002).

Segundo Rey (2001), a classificagdo taxonomica do parasito € a seguinte:

Reino: Protista; Sub-reino: Protozoa; Filo: Apicomplexa; Classe: Sporozoa; Sub-
classe: Coccidia; Ordem: Eucoccidia; Sub-ordem: Eimeriina; Familia: Sarcocystidae;
Género: Toxoplasma; Espécie: Toxoplasma gondii.

7. gondii apresenta uma grande distribuicdo geografica e demonstra ser bastante
resistente as condicdes ambientais diversas. Invade os mais diferentes tipos celulares em
mamiferos e aves. Possui maior afinidade por células do sistema fagocitico mononuclear e
para leucocitos (REY, 2001; McLEOD et al., 1991).

A morfologia de 7. gondii é dependente do estagio de desenvolvimento do parasito
que se analisa. De maneira geral, o protozoario apresenta forma arqueada, possui nucleo
primariamente central ou mais deslocado para a regido posterior do corpo e também a maioria
das estruturas constitutivas de uma célula eucariota, tais como: mitocondria, complexo de
Golgi e lisossomos (BLACK, BOOTHROYD, 2000; REY, 2001).

Por meio de microscopia eletronica, pode-se notar a presenga de uma membrana

externa simples (unitaria) e uma membrana interna dupla (formada pela unido de duas



membranas unitarias), essa ultima € constituida por frestas, sobretudo no polo anterior do
parasito, no qual se localiza o complexo apical (REY, 2001).

O complexo apical é caracteristico do filo Apicomplexa, e ¢ formado por algumas
organelas especificas: conodide, anel polar (em numero de dois), microtibulos subpeliculares,
roptrias, micronemas e granulos densos (KAWAZOE, 2002). Essas organelas, segundo
Bonhomme et al. (1992), tém fungdes secretoras, liberando enzimas proteoliticas que
auxiliam na invasdo da célula hospedeira, bem como na formacao do vacuolo parasitoforo.

No contato inicial entre parasito e célula hospedeira, as micronemas descarregam seu
contetido protéico. Feito isso, algumas proteinas ainda permanecem aderidas a superficie do
complexo apical para que a ligagdo com os receptores de membrana da célula hospedeira
aconte¢a (CARRUTHERS, 2002).

Toxoplasma gondii ¢ um parasito intracelular obrigatorio e, parece ndo contar com
participagdo da célula hospedeira no processo de invasdo celular, como acontece com
bactérias e fungos, por exemplo. A penetragio de I’ gondii ¢ ativa e dependente de actina,
miosina e do contendo protéico liberado pelas roptrias ¢ micronemas (CARRUTHERS,
2002).

O processo de invasdo € aparentemente rapido (15 a 20 segundos) e € composto das
seguintes fases: reconhecimento, adesdo, penctragdo ¢ mecanismos de defesa.
Reconhecimento e adesdo sio dependentes de receptores, em ambas as células, para laminina
¢ fibronectina ¢ também de moléculas adesivas oriundas das micronemas. As enzimas
proteoliticas liberadas pelas roptrias e micronemas auxiliam na penetragdo, além disso, ha
participagdo de movimentos do complexo apical como: rotagdo, extrusao e retragdo. Apos a
penetragio e a formagdo do vactolo parasitéforo, glicoproteinas provenientes dos granulos
densos, auxiliam na defesa e manutengio do parasito no interior da célula hospedeira,

impedindo a ligagdo entre lisossomos e vacuolo (CARRUTHERS, 2002; FERRO, 2000).

1.2.1. Formas Infectantes

Ha trés formas evolutivas e infecciosas de 7. gondii: taquizoitas, bradizoitas (em cistos
teciduais) e esporozoitas (em oocistos) (KAWAZOE, 2002).

Os taquizoitas sdo a forma de proliferagdo rapida encontrada em tecidos biologicos,
ocasionando a formacgdo de vacuolos parasitoforos, ou pseudocistos (MONTOYA,
LIESENFELD, 2004). Esse termo foi primeiramente utilizado por Frenkel (1973), pois

“takys” tem origem grega e significa rapido, relembrando o acelerado processo de reprodugdo



dessa forma, a endodiogenia, que € um tipo complexo de reprodugio assexuada, no qual uma
célula-made, apos sofrer varias divisdes € capaz de formar duas células-rﬁlhas em seu interior
(REY, 2001).

Com dimensdes aproximadas de 5 a 6um de comprimento por 2 a 3 pm de largura,
este eétégio de desenvolvimento do parasito apresenta organelas tipicas de células
cucariontes, como: mitocondrias, complexo de Golgi, ribossomos, reticulo endoplasmatico
entre outras. S3o ricos em lipideos e podem apresentar, em pequenas quantidades, granulos
densos e de amilopectina (FERRO, 2000; REMINGTON et al., 2001).

Ao penetrarem nas células hospedeiras, alguns taquizoitas passam a apresentar um
metabolismo mais lento e por conseqiiéncia se proliferam mais lentamente, diferenciando-se
em bradizoitas, que se mantém no interior de cistos teciduais. Os cistos teciduais medem de
20 a 30um de didmetro, contendo até 3000 bradizoitas em seu interior e apresentam uma
membrana originada diretamente da membrana do vaciolo parasitoforo (GROSS et al., 1996).

Estagio predominante da fase cronica da infecgdo, os bradizoitas sdo encontrados no
interior de cistos em diferenies tecidos, como por exemplo, musculatura esquelética,
miocardio e sistema nervoso (KAWAZOE, 2002). Esse termo também foi designado por
Frenkel (1973), e representa a forma lenta de multiplicagdo desse organismo no interior da
célula hospedeira (“bradys” = lento), que se di igualmente pelo processo de endodiogenia
(FERRO, 2000; REY, 2001).

Morfologicamente os bradizoitas sdo semelhantes aos taquizoitas, porém com nucleo
deslocado em direcio a regido posterior do protozoario e com alta quantidade de grénulos de
amilopectina. S3o ainda mais resistentes a enzimas proteoliticas (FERRO, 2000; JACOBS et
al., 1960).

Os esporozoitas estio contidos no interior de oocistos e s3o liberados juntamente com
as fezes de felinos infectados por 7. gondii. E um estagio de resisténcia do parasito, apto a
contaminar agua, solo e alimentos (AMENDOEIRA, 1995). »

Os oocistos ndo esporulados normalmente sdo ovais e quando maduros, sdo elipticos e
medem de 11 a 14um de didmetro. Esses tltimos, no ambiente, podem se manter infectivos
por meses ou até anos, sendo altamente resistentes a esterilizantes quimicos e desinfetantes, ¢
também & variagdes de umidade e temperatura (-20 até 37,5°C) (McLEOD et al., 1991;
REMINGTON et al., 2001; MONTOYA, LIESENFELD, 2004).

Sio estruturalmente semelhantes as outras formas infectantes, diferenciando-se apenas

por apresentarem um maior nimero de micronemas, roptrias e granulos de amilopectina

(FERRO, 2000).



1.2.2. Ciclo Biologico

Os parasitos do filo Apicomplexa possuem um ciclo de vida tipico e complexo, sendo
que cada estagio do mesmo ocorre no interior de células especificas para um unico
hospedeiro. No entanto, 7. gondii ndo segue esse padrdo, apesar de seu estagio sexuado ser
restrito a células de felinos, o estagio assexuado esta apto a invadir e se desenvolver em varios
tipos celulares de diferentes espécies, como: humanos, animais domeésticos, passaros,
marsupiais entre outras (SMITH, 1995).

Felinos do género Felix e Lynx sdo hospedeiros definitivos de 7. gondii e se
contaminam ao ingerirem cistos teciduais, oocistos maduros ou taquizoitas, dando inicio a
fase enteroepitelial do ciclo, que se processa nas células epiteliais do intestino delgado desses
animais (KAWAZOE, 2002; REY, 2001; DUBEY et al., 1998).

O ciclo induzido por bradizoitas ¢ mais conhecido. A parede dos cistos teciduais
ingeridos por gatos é rompida nos estdmagos dos mesmos, por agdo de enzimas proteoliticas,
assim, varios bradizoitas sdo liberados (DUBEY et al., 1998). Ao chegar no intestino delgado,
o bradizoita penetra na célula epitelial, onde se inicia a fase assexuada do ciclo, também
denominada merogamia, com a formagdo inicial de um trofozoito, a divisio nuclear, a
formagdo dos merozoitos e sua liberagdo na luz intestinal. Os merozoitos liberados penetram
em novas células epiteliais e iniciam a fase sexuada do processo, denominada gamogamia,
que ¢ dividida em duas etapas: i) o merozoito diferenciado em macrogametécito jovem tem o
desenvolvimento de seu citoplasma até sua maturagio em macrogameta (gameta feminino) e
ii) o outro merozoito se diferencia em microgametocito jovem, que inicia a divisdo nuclear e
apos amadurecimento, d4 origem ao microgameta flagelado (gameta masculino). A fusdo de
um microgameta com um macrogameta da origem ao zigoto, que apos elaboragdo da
membrana cistica diferencia-se em oocisto imaturo. Esse oocisto ¢ liberado na luz intestinal,
sendo eliminado juntamente com as fezes. No solo, o oocisto se torna maduro apos um
processo de esporogonia, originando os esporozoitas, tornando-se infectante aos hospedeiros
susceptiveis (DUBEY et al, 1998; DUBEY, BEATTIE, 1988; REY, 2001; KAWAZOE,
2002; JACKSON, HUTCHISON, 1989).

Nos felinos, o periodo pré-patente (tempo gasto para libera@o de oocistos apos a
primo-infecgdo) e a freqiiéncia da liberagdo de oocistos, variam de acordo com o estagio de 7
gondii ingerido. Ap6s a ingestdo de cistos teciduais, o periodo pré-patente € de3alOdiase

de 18 dias ou mais ap0s a ingestdo de oocistos (DUBEY, 2005). O periodo pré-patente apos a



ingestdo de estagios transicionais entre taquizoitas e bradizoitas pode variar de 11 a 17 dias
(DUBEY, 2002; 2005).

Hospedeiros intermediarios (mamiferos e aves) se contaminam com 7. gondii atraves
da ingestdo de oocistos maduros no solo; ingestdo de cistos teciduais contidos em carnes cruas
ou mal cozidas; ingestdo de taquizoitas em liquidos organicos como: leite, saliva e esperma;
infecgdo congénita; orgdos transplantados e; acidentes laboratoriais (FERRO, 2000). Uma vez
ingeridos por esses hospedeiros intermediarios, os oocistos sofrem degradacdo, liberando
esporozoitas, forma que participara, em primeira etapa, do processo de invasio das células
hospedeiras. Imediatamente apos essa etapa, esporozoitas passam a sintetizar € expressar
proteinas especificas de taquizoitas, formas que passardo a sofrer reprodugdo assexuada por
endodiogenia (SPEER et al, 1995). Em menos de dois dias, inimeros taquizoitas estardo
prontos para serem liberados e invadirem novas células. Essa etapa do ciclo caracteriza a fase
aguda da infecgdo. A fase cronica tem inicio com o desenvolvimento da resposta imune do
hospedeiro, quando grande patte dos parasitos torna-se encistada no interior das células,
diferenciando-se em bradizoitas (DUBEY, BEATTIE, 1988).

Dubey (2001) demonstrou que oocistos sdo menos infectivos e patogénicos para gatos
do que para outros hospedeiros, como porcos, por exemplo. Em contrapartida, bradizoitas sdo
menos infectivos para camundongos em rela¢do aos felinos.

O esquema do ciclo bioldgico que segue mostra, resumidamente, as inter-relagdes
entre as diferentes formas evolutivas do parasito e alguns de seus hospedeiros:

Meio Externo
2o

Hospedeiro Definitivo;

Figura 01. Ciclo Biologico do protozoario Toxoplasma gondii. Segundo Ferguson, 2004.



1.2.3. Cepas de T. gondii

Manifestaces clinicas e severidade da infec¢do estdo diretamente relacionadas a
interacdo entre parasito € hospedeiro, que incluem: viruléncia da cepa; via e quantidade do
inéculo; competéncia do sistema imune, integridade da mucosa e barreira epitelial, idade e
gendtipo do hospedeiro (RORMAN et al., 2005).

T. gondii possui trés linhagens geneticas diferentes, designadas Tipos I, II e III
(HOWE, SIBLEY, 1995). A viruléncia das cepas esta basicamente relacionada a rapidez com
que matam roedores, nesse sentido, cepas do tipo I (por exemplo, RH e CAST) sao
consideradas mais patogénicas do que as cepas tipo II (exemplo Me49) e III (exemplo VEG)
(DUBEY 1998; ARAUJO, SLIFER, 2003).

A recombinacdo genética entre duas linhagens de cepas distintas € competentes do
parasito, gera naturalmente a evolugdo da viruléncia de 7. gondii (MONTOYA,
LIESENFELD, 2004). Grigg e colaboradores (2001), em estudos recentes de analises
polimorficas das diferentes linhagens de 7. gondii, relataram que simples recombinagdes
génicas entre as mesmas ocorrem ha mais de 10.000 anos. Estes autores demonstraram ainda,
que a recombinagio génica in vitro entre duas cepas avirulentas de 7. gondii pode gerar uma
outra cepa altamente virulenta (GRIGG et al., 2001).

Uma das cepas de 7. gondii, a Me49 (tipo II), foi originalmente isolada de carneiros
em 1965 e ¢ basicamente mantida em suspensdes cerebrais de roedores em laboratorio. E
cistogénica e avirulenta ou de baixa viruléncia (LUNDE, JACOBS, 1983). Em camundongos
BALB/c a cepa Me49 produz cistos evidentes no cérebro. Ja em camundongos C57BL/6,
pode desenvolver meningoencefalite com elevada taxa de mortalidade apos a 12* semana de
infeccio (GAZZINELLI et al., 1993). Ja Calomys callosus, uma espécie de roedor encontrada
na América do Sul, é resistente a esta cepa, permitindo, por exemplo, melhor

acompanhamento da transmissdo congénita desse parasito (PEREIRA et al., 1999).

1.3. Toxoplasmose

Zoonose causada pelo protozoario Joxoplasma gondii, a toxoplasmose € adquirida
principalmente por via oral ou transplacentaria e, apds aquisi¢do inicial, tem-se parasitemia €
disseminagdo por todo organismo do hospedeiro. Apos a fase aguda, os parasitos encistam-se

em muitos tecidos. Esses tecidos contém toxoplasmas vidveis, os quais ndo afetam



diretamente hospedeiros imunocompetentes. Sua existéncia ¢ indicada pela presenga e
persisténcia de anticorpos especificos (HALL, 1992). |

A prevaléncia de pessoas com sorologia positiva para 1. gondii é grande, sendo que
especialistas ja garantem que esse protozoario possa ser o mais difundido entre a populacdo
humana e animal (KAWAZOE, 2002).

Estima-se que 25 a 80% da populagdo mundial esteja exposta a infecgdo toxoplasmica
(REMINGTON et al, 2001). Acredita-se que 16 a 60% dos norte-americanos sejam
infectados, ¢ nas Améﬁcas Central ¢ Sul e também no continente europeu, a estimativa ¢ de
50 a 80% da populagdo (JONES et al., 2001; DUBEY, 2004). As consideraveis diferengas
entre os niveis de prevaléncia mundial estdo relacionadas a fatores tais como: condi¢Ges
climaticas; populagdo de felinos; habitos de higiene e culturais; e situagGes diversas que
favorecem a aquisi¢io da infecgdo via solo contaminado (MONTOYA, LIESENFELD, 2004;
BOYER et al., 2005), considerando ainda o genoétipo dos hospedeiros que conferem ou ndo
maior susceptibilidade a infecgdo (SEGAL, HILL, 2003). Remington e colaboradores (2001)
relataram que a alta prevaléﬂcia para T. gondii em paises como Italia e Franga, esta
relacionada ao habito de consumir carne mal cozida ou crua e, nds paises da América Latina
pode ser atribuida as condigdes climaticas e a consideravel populagdo de felinos.

Quando adquirida pés-natal, por individuos imunocompetentes, a toxoplasmose €
assintomatica em praticamente 90% dos casos (REY, 2001). Contudo, quando hd sinais
clinicos nessas situa¢des, eles podem ser: febre, linfodenopatia, mal estar, mialgias, cefaléia,
anorexia, retinocoroidite, podendo causar ainda alteragGes na visdo ou até sua perda total
(MONTOYA, LIESENFELD, 2004).

A toxoplasmose ¢ considerada grave para humanos quando adquirida por mulheres
gestantes, pois estd associada a ma formagdo congénita do concepto, ¢ em pacientes
imunossuprimidos, podendo levar ao desenvolvimento de meningoencefalite que, geralmente,

pode ser considerada fatal (JEFFREY et al., 2005).
1.3.1. Grupos de risco

e Pacientes imunodeficientes:
A doenga é extremamente grave em pacientes imunodeprimidos. InfecgOes
assintornaticas em estagio cronico passam a ter carater agudo em pessoas que apresentam

depressdo imunologica de origem diversa, ou em consequéncia de terapia imunodepressora

(REY, 2001).



Cerca de 10 a 50% dos portadores da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS),
que sdo soropositivos para 7. gondii, desenvolvem toxoplasmose (KAWAZOE, 2002).
Normalmente, a maioria das cepas isoladas de pacientes assim ¢ do Tipo II (MONTOYA,
LIESENFELD. 2004). Nesses casos, o local mais afetado pela infeccio toxoplasmica é o
Sistema Nervoso Central. Os parasitos, instalando-se em células nervosas, provocardo lesdes
focais muiltiplas, principalmente no hemisfério cerebral (area frontoparietal) ou no ginglio
basal e cerebelo. As manifestagdes clinicas incluem cefaléia, febre, anomalias focais
provocando hemiparesia leve até a perda da capacidade de coordenacdo muscular, confusio e
retardamento mental, convulsdes, letargia, que pode progredir para estupor, coma, até a morte
do paciente. Ha também casos de delirios e alucinagdes visuais (MONTOYA, LIESENFELD,
2004; KAWAZOE, 2002).

Outro sinal clinico, a pneumonite, é freqilentemente descrito em pacientes
transplantados, porém, individuos HIV-positivos também podem apresentar esse tipo de

manifestacio (MONTOYA & LIESENFELD, 2004).

¢ Toxoplasmose congénita:

A forma congénita da toxoplasmose se da pela transmissdo vertical de taquizoitos de
1. gondii via placenta. Normalmente, essa transmissdo ocorrera quando uma mulher gravida,
soronegativa para 7. gondii e com condig¢Ses para respostas imunes normais, for acometida
por infecg¢do toxoplasmica primaria (JEFFREY et al., 2005; RORMAN et al., 2005). Logo, a
transmissdo congénita tanto pode se dar por infec¢do materna aguda ou por infec¢o cronica,
atraves de reativagdo da doenga causada por disfungdo imunoldgica da mie (BEAZLEY,
EGERMAN, 1998; REMINGTON et al., 2001).

Muitos fatores estdo associados a ocorréncia da toxoplasmose congénita, incluindo:
via de transmissdo; condi¢Bes climaticas; comportamentos culturais e higiénicos e; habitos
alimentares (RORMAN et al., 2005). Mundialmente, em cada 1000 nascimentos, cerca de 3-8
criangas entraram em contato com o parasito ainda no utero (KAWAZOE, 2002).

Avelino e colaboradores (2004) conduziram estudos recentes na cidade de Goiania,
Brasil, regido com alta taxa de infec¢do toxoplasmica, e onde mulheres gravidas tém cerca de
duas vezes mais chances de se soroconverterem em compara¢do 4 mulheres que ndo estejam
gravidas. Entre as mulheres gravidas, as adolescentes tém apresentado maiores indices de
soroconversdo. Para os autores, essa alta vulnerabilidade de infec¢do por 7. gondii durante a
gestacdo, pode resultar da combinagdo entre a imunodepressio pela qual essas mulheres

passam e também por fatores relacionados as condi¢des hormonais (AVELINO et al., 2004).
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Normalmente apenas casos de transmissio congénita da doenga a partir de
primoinfec¢do materna sio relatados (CHEMLA et al., 2002). Um interessante caso reportado
recentemente abordou a transmissdo vertical da doenga a partir de uma mulher com sinais
clinicos de toxoplasmose ocular infectada 20 anos antes de ficar gravida. A mie apresentava
uma “cicatriz toxoplasmica” na retina e era positiva para testes de anticorpos IgG especificos
para 7. gondii. O recém-nascido apresentou positividade para ambos anticorpos IgG e IgM, 7.
gondii especificos, e além disso foi verificada uma cicatriz macular na retina, sinal tipico de
toxoplasmose, ¢ aparente calcificacdo cerebral (SILVEIRA et al., 2003). Casos como esses
podem ser atribuidos a uma re-infeccdo materna com diferente e mais virulenta cepa do
parasito ou ainda a uma reativagio da doenca cronica (DOLLFUS et al., 1998).

Mulheres cronicamente infectadas, quando sdo imunodeficientes, também podem
transmitir verticalmente a infecgdo. O risco de casos assim ocorrerem ¢ de dificil
quantificagdo, porém, é geralmente baixo. Lactentes soropositivas para 7. gondii, podem
reativar a doenca em decorréncia de alguma imunodepressdo, o que pode resultar em
transmissdo do parasito via leite materno (LEBECH et al., 1996).

A taxa de transmissdo durante a primoinfec¢io materna é de aproximadamente 25%,
54% e 65% nos 1° 2° e 3° trimestres de gestacdo respectivamente (MOZZATTO,
PROCIANOY, 2003).

A idade gestacional em que a transmissio do parasito ocorre e a decorrente severidade
da doenga s3o dependentes, ou seja, infecgdo materna no inicio da gestacdo (1° e 2°
trimestres), pode resultar em toxoplasmose congénita severa, podendo levar & morte do feto
no utero ou aborto espontineo. Em contrapartida, infecgdo matemna tardia (3° trimestre),
usualmente resulta em recém-nascidos aparentemente normais (MONTOY A, LIESENFELD,
2004).

Os sinais clinicos da toxoplasmose congénita variam enormemente. Aproximadamente
2/3 dos neonatos sdo assintomaticos, porém, esses podem apresentar seqiielas mais
tardiamente, tais como: microcefalias, hidrocefalias, coriorretinites, uveites, surdez e atrasos
no desenvolvimento psicomotor (MOZZATTO, PROCIANOQY, 2003).

Hidrocefalia, calcificagdo intracraniana e coriorretinite formam juntas uma “classica
triade” que serve de base para o diagnéstico da doenga. No entanto, esses sinais também
podem ser causados, de forma cong€nita, por outros patOgenos intracelulares, como
citomegalovirus, virus herpes, virus da rubéola e Treponema pallidum (MONTOYA,
LIESENFELD, 2004). Quando se adiciona o quadro de retardamento mental aos trés sinais
clinicos descritos acima, compdem-se a “tétrade de Sabin”, que ¢ um lema orientador para o
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diagnostico da toxoplasmose congénita (NETO et al, 1982). Remington e colaboradores
(2001) classificam a doenga em quatro formas: infecgdo subclinica, doenca neonatal, doencas
nos primeiros meses de vida e sequelas tardias.

A prevencio da toxoplasmose congénita pode ser dividida em trés categorias:
primaria, secunddria e terciaria. A prevengio primdria se caracteriza basicamente por
programas de educacdo e saude publica, recomendando as gestantes que evitem contatos com
materiais potencialmente contaminados com fezes de gatos e ingestdo de carnes cruas ou mal
cozidas. A prevengdo secundaria consiste em tentar evitar a transmissdo transplacentaria do
parasito, através da administragdo de agentes quimioterapicos, para as gestantes em que se
evidenciou infeccdo aguda. Finalmente a prevengdo tercidria concentra seus esforgos em
realizar um diagnostico precoce, que permita a introdug¢do do esquema terapéutico para
prevenir ou minimizar os riscos de sequelas futuras (HALL, 1992).

Os riscos da toxoplasmose congénita podem ser estabelecidos quando diagnostico da
soroconversio materna e idade gestacional na qual ocorreu, sdo confirmados, o que € de
extrema importincia na condugio de terapéutica eficiente (MONTOYA, LIESENFELD,
2004). Sendo assim, Chemla e colaboradores (2002) sugerem, se possivel, um monitoramento
sorologico materno antes da concepgdo até um més apds o parto em todas as mulheres que se
mantém negativas para a toxoplasmose no decorrer do periodo gestacional.

Testes sorologicos, especialmente os imunoenzimaticos, sio exames de rotina para o
diagnostico da doenga. A detecgdo de anticorpos IgM, IgA, e/ou IgE T gondii-especificos em
sangue de corddo umbilical ou de recém-nascidos, também ¢ utilizada para estabelecer
diagnostico da doenga. Além disso, ¢ possivel detectar o parasito em fluidos corporais por
isolagdo em cultura de tecidos ou por inoculagdo em camundongos. Pode-se utilizar ainda a
reagio em cadeia da polimerase (PCR) para detecgdo do proprio DNA gendmico
toxoplasmico (NAESSENS et al., 1999).

O tratamento da infec¢iio congénita para criangas iniciado na vida intra-uterina ou nos

primeiros meses de vida, ¢ capaz de reduzir a freqiéncia e severidade de seqiclas tardias

(RORMAN et al., 2005).
1.3.2. Tratamento
A terapéutica atual para a toxoplasmose ndo pode ser considerada totalmente eficaz,

pois a maioria dos estudos realizados com os farmacos ¢ conduzida em animais de laboratorio

no inicio da infeccdo, atuando contra as formas proliferativas (taquizoitas) do parasito e ndo
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contra os cistos teciduais. Logo, o que se tem sdo medicamentos parcialmente eficientes no
tratamento de infec¢Ses agudas e pouco ou nada eficientes na fase cronica da doenga
(GRUIJIC et al., 2004).

Ja que a maioria dos individuos soropositivos para 1. gondii apresenta quadros
assintomaticos e, pelo fato das drogas empregadas serem toxicas devido ao uso prolongado e
altas dosagens, apenas o tratamento em certas circunstancias ¢ recomendado, tais como nos
pacientes apresentando toxoplasmose ocular, nos individuos imunocomprometidos e nos
casos confirmados de transmissdo congénita (KAWAZOE, 2002).

A terapéutica classica contra a toxoplasmose € a combina¢do de sulfadiazina e
pirimetamina. A associa¢do com acido folinico € comum no tratamento, uma vez que OS
farmacos acima citados tém capacidade de eliminar o acido folico tanto do parasito quanto do
hospedeiro (MONTOY A, LIESENFELD, 2004). ,

Em gestantes primoinfectadas por 7. gondii, a espiramicina ¢ a droga mais indicada.
Em caso de infec¢do fetal confirmada a associa¢io entre sulfadiazina, pirimetamina e acido
folinico, € acrescentada, uma Vei que a espiramicina parece ser ineficaz na transposi¢do da

barreira placentaria (REMINGTON et al., 2001).

Braz e colaboradores (1999) conduziram estudos em camundongos BALB/c
inoculados com cepa RH de 7. gondii, ¢ demonstraram que a interagdo entre os farmacos
azitromicina e pirimetamina pode ser uma alternativa eficiente no tratamento desta

protozoose.

A clindamicina tornou-se um medicamento alternativo, porém nio muito eficiente, no
tratamento da toxoplasmose para individuos que apresentam tolerdncia as sulfonamidas

(REY, 2001).

Seguem-se caracteristicas gerais de alguns farmacos utilizados no tratamento da

toxoplasmose:
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Sulfonamidas:
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Figura 02. Estruturas quimicas de algumas sulfonamidas e do acido p-aminobenzoico. Scgundo
Katzung (2005).

Na década de 1950, Domagk foi o primeiro a demonstrar que um agente
quimioterapico era capaz de influenciar na evolugio de uma infecgdo bacteriana. A substincia
utilizada era o prontosil, um corante que demonstrou ser um pro-farmaco inativo in vitro,
exigindo seu metabolismo i vivo, resultando no produto ativo — sulfanilamida (RANG et al.,
2003).

A Fig. 02 mostra a forma basica das sulfonamidas e sua semelhanga estrutural com o
acido p-aminobenzoico (PABA). A ligagdo de substincias ao grupo amino (- SO, — NH — R)
ou ao grupo amino (-NH;) do nucleo sulfanilamida, produz sulfonamidas com propriedades
fisicas, quimicas, farmacoldgicas e antimicrobianas variaveis. NorMmente, as sulfas sdo
acidos fracos, cristalinos, inodoros, amargos e soliiveis em pH alcalino (KATZUNG, 2005).

A forma de atuagio das sulfas ¢ um bom exemplo de inibigdo por competigdo.
Microorganismos sensiveis necessitam de PABA para sintetizar seu proprio 4cido félico, que

em sua forma reduzida ¢é essencial para sintese de DNA ¢ RNA dos mesmos. As sulfonamidas
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sdo inibidores competitivos da enzima ditdropteroato-sintase (enzima responsavel, em parte,
pela formagdo do 4cido folico), atuam na reagdo no lugar do PABA e formam analogos ndo-
funcionais do acido folico. Dessa maneira, esses tipos de microorganismos nio sdo capazes de
se multiplicar. Farmacos assim ndo afetam células de mamiferos, pois essas dependem de
acido folico ja existente, uma vez que sdo incapazes de forma-lo. Como esse ¢ um caso de
antagonismo competitivo entre as sulfas e 0 PABA, um aumento na concentragdo de algum
deles desloca o outro, portanto, na administracdo de sulfas deve ser evitado o uso de
compostos derivados do PABA (GOOLDMAN, GILMAN, 2001, KATZUNG, 2005; RANG
et al., 2003; FARHAT et al., 1998),

Um dos tipos de sulfas, a sulfadiazina (Fig. 02), possui meia-vida de aproximadamente
10 a 12 horas. E administrada via oral e absorvida pelo trato gastrointestinal. Possui ampla
distribui¢do pelos liquidos teciduais, atingindo: pleura, bile, liquor, liquido sinovial, olhos,
leite materno, placenta e feto (FARHAT et al, 1998). E metabolizada no figado e sofre
reabsor¢do tubular (SPINOSA et al., 1999). E facilmente excretada pelos rins, tanto na forma
livre quanto na acetilada, rapidamente no inicio e, a seguir, mais lentamente, no decorrer de
um periodo de 2-3 dias (GOOLDMAN, GILMAN, 2001).

A utilizagido de sulfonamidas pode produzir efeitos colaterais tipicos de
quimioterapicos antifolato, tais como anemia megaloblastica, leucopenia e granulocitopenia.
Outros efeitos adversos incluem febre, erup¢des cutineas, dermatite esfoliativa, nausea,
vomitos, diarréia e dificuldades atribuiveis ao trato urinario (KATZUNG, 2005).

No tratamento da toxoplasmose, para adultos e criangas, a dosagem de sulfadiazina
recomendada € de 75 a 100 mg/Kg de peso do paciente por dia, dividida em quatro doses, via
oral. Este esquema terapéutico deve se estender por 2 a 4 semanas. Caso aparecam fenémenos
toxicos, deve ser encurtada a duracédo deste tratamento. No entanto, se a doenga ativa persistir,
deve ser prolongado este esquema terapéutico (REY, 2001).

As suifas sdo raramente utilizadas como farmacos isolados. Antigamente, elas eram
drogas de escolha para infecgdes como a pneumonia por Preumocystis jiroveci, na
toxoplasmose, na nocardiose e, algumas vezes, em outras infecgdes bacterianas. Porém, hoje
foram suplantadas pelo uso da associagdo de uma benzilpirimidina com uma sulfonamida
(KATZUNG, 2005).

A sulfadiazina atinge concentragdes terapéuticas no liquido cefalorraquidiano e, em
associagdo 4 pirimetamina (uma variedade das benzilpirimidinas), constituem a terapéutica

mais utilizada para toxoplasmose (KATZUNG, 2005).
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A pirimetamina produz efeitos adversos previsiveis de um fémaco antifolato, em
particular a supressdo da atividade da medula Ossea, podendo ocasionar anemia
megalobléstica, leucopenia e granulocitopenia (FARHAT et al., 1998; KATZUNG, 2005).
Efeitos colaterais também possiveis, porém menos freqientes sao: nausea, vomitos € erupgdes
cutdneas (RANG et al., 2003). Doses mais altas de pirimetamina associadas a sulfadiazina,
utilizadas no tratamento da toxoplasmose em pacientes imunocomprometidos, podem
produzir erupgdes cutaneas, mielossupressao e nefrotoxicidade em cerca de 40% dos casos
(GOOLDMAN, GILMAN, 2001).

Para adultos, a dose de pirimetamina recomendada para o tratamento da toxoplasmose
é de 75 a 100 mg/dia, no decorrer de 10 dias, quando é reduzida para 50 mg/dia, durante mais
10 dias e, depois, 25 mg/dia enquanto persistirem os sintomas. Para criangas, recomenda-se
2 mg/Kg/dia divididos em duas doses, nos trés primeiros dias; a partir do 4° dia de tratamento,
recomenda-se reduzir a dose a metade, se as manifestagdes clinicas permanecerem, ou a
quarta parte quando ndo houver mais sintomatologia (REY, 2001).

Parasitos dos filos Apicorhplexa e Kinetoplastida tém desenvolvido resisténcia a a¢do
de farmacos antifolato, em decorréncia de mutagdes puntiformes isoladas em seus genes, que
podem resultar em diminuigdo da permeabilidade celular, produgdo excessiva da diidrofolato-
redutase (DHFR) ou produgdo de uma redutase alterada com consequente redug3o da ligagdo
4 droga (RANG et al., 2003; KATZUNG, 2005).

Na tentativa de minimizar os efeitos indesejaveis decorrentes da supressdo da medula
dssea causada por esse tipo de droga, durante o tratamento de infecgdes parasitarias, faz-se
necessario o uso concomitante de acido folinico (REMINGTON et al, 2001; RANG et al.,
2003: KATZUNG, 2005; GOOLDMAN, GILMAN, 2001; REY, 2001, FARHAT et al.,
1998).

Acido Folinico:

Os folatos sio necessarios para reagdes bioquimicas essenciais que fornecem os
precursores para a sintese de aminoacidos, purinas e DNA. As conseqiéncias de deficiéncia
de folato ultrapassam o problema da anemia, haja vista que esta implicada como causa de mas
formacdes congénitas em recém-nascidos e pode desempenhar papel em doengas vasculares
(KATZUNG, 2005).

O 4cido folinico é um produto da redugdo do acido folico e atua como aceptor de

varias unidades monocarbonicas (GOOLDMAN, GILMAN, 2001). Se, na tentativa de
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amenizar os efeitos toxicos das drogas antifolato, administradas a pacientes em tratamento de

infecgdes parasitarias, fosse utilizado o acido folico e ndo o folinico, aquele anularia a agao

dos farmacos sobre 0s parasitos (REY, 2001).

Dessa forma, Rey (2001) sugere que, durante o tr
¢io dos farmacos sulfadiazina/pirimeta

atamento de infecgoes toxoplasmicas

agudas, com a combina mina seja utilizado

concomitantemente acido folinico na dosagem de 2 a 20 mg/dia.

a. Uso de medicamentos em periodo gestacional:

A maioria dos farmacos administrados as mulheres gravidas tém a capacidade de transpor

a placenta e expor 0 embrido (ou feto) em desenvolvimento & seus efeitos farmacologicos €

teratogénicos. A utilizagdo de farmacos nesse periodo pode se dar ou por necessidade de
tratamento materno (mées que adquirem infecgdes agudas nesse periodo, por exemplo) ou por
necessidade de se fazer uma terapia fetal (impedir ou amenizar a transmissdo vertical de
algum patogeno, por exemplo) (BRIGGS et al., 2002).

Os fatores criticos que afetam a transferéncia placentaria das drogas € seus efeitos sobre 0
feto incluem: (1) as propriedades fisico-quimicas da droga; (2) a velocidade com que O
farmaco atravessa a barreira placentaria e a quantidade que alcanga 0 feto; (3) a duragio de
exposigio ao farmaco; (4) as caracteristicas de distribui¢do da droga em diferentes tecidos
fetais; (5) o estagio de desenvolvimento placentario e fetal por ocasido da exposigdo ao

medicamento; (6) os efeitos de farmacos utilizados em associagio (KOREN et al., 1998).
b. Tratamento de infecgdes toxopldsmicas congeniias:

Quando se descobre infec¢do materna aguda, principalmente no inicio da gestagdo, 0
tratamento deve ser iniciado o mais rapidamente, para evitar uma possivel contaminagdo fetal.
Prevencdo para ndo infecgdo do feto e tratamento profilatico para a mie, dependem do tempo
de infecgdo materna e da transmissdo para 0 neonato (REMINGTON et al., 2001).

A eficiéncia do tratamento anti-7. gondii, em infecgdes congénitas é baseada em dois
critérios: taxa de transmissdo vertical e, prevaléncia e severidade de seqiielas (RORMAN et
al_, 2005).

Nesse sentido, Remington e colaboradores (2001) sugerem intervencdo quimioterapica

com certos farmacos em situagdes especificas, como descrito a seguir:
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s - Mulheres gravidas com diagnéstico de infeccdo aguda;

Nesses casos, o farmaco mais recomendado € a kspiramicina (Rovamicina®), em dose
de 1g a cada 8 horas. O tratamento deve persistir nas 21 primeiras semanas de gestagdo, ou
continuar por toda ela se ndo houver diagnostico de infecgdo fetal. Caso haja documentagio
de infecgdo fetal, ¢ necessaria introdu¢do do uso da combinagdo: Sulfadiazina +
Pirimetamina + Acido Folinico (segundo dosagens especificadas abaixo), alternando a cada

més o uso ou ndo de espiramicina juntamente com a combina¢do (REMINGTON et al., 2001).

o Casos em que ha infeccio fetal confirmada apds 18 semanas de gestacio:

Aqui € recomendada terapia feita com associagdo de trés medicamentos: Sulfadiazina
+ Pirimetamina (Daraprim™) + Acido Folinico. As dosagens recomendadas sio:

- Sulfadiazina: 75 mg/Kg/dia, divididas em duas doses diarias, que somadas ndo
podem ultrapassar 4g, durante dois dias. No 3° dia de tratamento, a dose passa a ser de 100
mg/Kg/dia, também divididas em duas doses diarias, ndo ultrapassando 4g de sulfadiazina por
dia (REMINGTON et al., 2001).

- Pirimetamina: 100 mg/dia, divididas em duas doses diarias por dois dias. Apds esse
periodo, a dose recomendada ¢ de 50 mg/dia (REMINGTON et al., 2001).

- Acido Folinico: 10 a 20 mg diariamente, sendo que a utilizagdo desse farmaco ainda
deve ser continuada apds uma semana de término do uso da pirimetamina (REMINGTON et
al., 2001).

O tratamento deve ser continuo durante todo periodo gestacional até o parto e, se
necessario, prossegui-lo nos primeiros meses de vida do recém-nascido (ver dosagens no item

1.3.2. Tratamento) (REMINGTON et al., 2001).
1.4. Modelo experimental utilizando Calomys callosus

Calomys callosus é um roedor, da familia Cricetidae, de ampla distribui¢do no
territorio brasileiro. S3o comumente encontrados em regiGes rurais e apresentam grande
importancia do ponto de vista da saude publica, pois sdo reservatorios naturais de
Trypanosoma cruzi (RIBEIRO, 1973) e transmissores da febre hemorragica argentina
(JOHNSON et al, 1965; JUSTINES & JOHNSON, 1969), além de se manterem bastantes
susceptiveis a doengas infecciosas e parasitarias, tais como: esquistossomose, leishmaniose

(MELLQ, 1977) e toxoplasmose (FAVORETO-Jr. et al., 1998; FERRO et al., 2002).
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Outros roedores como ratos e camundongos tém sido bastante utilizados em estudos de
toxoplasmose. Porém, ratos ndo sdo capazes de induzir casos de infec¢do congénita. Ja em
camundongos ha indugdo tanto na fase aguda quanto na fase cronmica da infecgdo,
diferentemente do que ocorre em humanos, em que a transmissdo vertical ocorre apenas na
fase aguda da infec¢do (FERRO et al., 2002).

C. callosus, infectados com cepa Me49 de 7. gondii, transmitem verticalmente o
parasito na fase aguda da infeccdo, por volta do 14° dia de gestacdo e infec¢do, o que o torna
um excelente modelo experimental para a doenga congénita, uma vez que simula o observado
na espécie humana (FERRO et al., 2002).

Barbosa (2004) verificou que em C. callosus, o periodo de aquisi¢do de resisténcia a
transmissdo de 7. gondii, ¢ de aproximadamente 60 dias, e Favoreto-Jr e colaboradores (1998)
demonstraram que a infec¢do toxoplasmica, nesses roedores, pode contaminar varios tipos de
células e orgdos, sendo o figado o orgdo mais afetado, seguido pelo bago, pulmao, encéfalo,
intestino e rins.

Dessa forma, ¢ importante investigar se C. callosus pode ser considerado um bom
modelo experimental para estudos relacionados a eficiéncia e farmacocinética de

medicamentos utilizados no tratamento da toxoplasmose congénita.

1.4. Justificativa

Em nosso meio, a toxoplasmose congénita é importante devido a incidéncia observada,
as dificuldades diagnosticas no periodo neonatal precoce, as graves repercussoes na crianga
afetada, & precariedade da atengdo pré-natal na maioria dos servicos de saude publica e
principalmente a terapéutica ainda bastante controversa.

Nesse sentido, € necessario conhecer mais sobre a natureza dos farmacos utilizados no
tratamento da toxoplasmose congénita, para melhor determinar a eficiéncia dos mesmos no

que diz respeito a infecgio fetal.
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2. OBJETIVOS

¢ Objetivo Geral:
Objetiva-se com esse trabalho verificar se 0 mecanismo de transmissdo materno-fetal
da toxoplasmose em C. callosus pode ser alterado, minimizando a carga parasitaria na prole
desses animais, através da administragdo de medicamentos atualmente utilizados para o

tratamento da toxoplasmose congénita.

e Objetivos Especificos:

- Analisar tecidos fetais de C. callosus apenas infectados com 7. gondii, quanto as
caracteristicas morfologicas e carga parasitaria,

- Observar aspectos morfologicos e carga parasitaria de tecidos fetais de C. callosus
infectados com 7. gondii e posteriormente tratados com associa¢do de farmacos constituida
por sulfadiazina, pirimetamina e acido folinico;

- Verficar a frequéncia de alteragdes morfologicas em embrides de C. callosus apenas
tratados com a associagdo de farmacos: sulfadiazina, pirimetamina e 4cido folinico;

- Constatar se animais infectados (mies e embrides) apresentam soropositividade para
anticorpos anti-7. gondii em teste-ELISA;

- Analisar a soroconversdo de camundongos inoculados com macerados de encéfalo e
figado de embrides de C. callosus, provenientes de mies infectadas com 7. gondii e
submetidas ou n3o ao tratamento com a associa¢do de farmacos sulfadiazina, pirimetamina e

acido folinico.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Grupos experimentais

Foram utilizadas 28 fémeas de C. callosus (linhagem Canabrava), com cerca de trés
meses de idade, com sorologia negativa para 7. gondii, provenientes do Biotério do setor de
Histologia e Embriologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de
Uberlandia, onde foram mantidas com dieta ad libitum, agua filtrada e ragdo granulada,
complementada com sementes de girassol, mitho e aveia. Os animais permaneceram em ciclo
de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, com temperatura media de 25°C.

As fémeas foram divididas em 3 grupos, denominados: grupo tratamento, grupo

controle 1 e grupo controle 2.

Grupo Protocolo

Fémeas prenhes infectadas com 7. gondii e
Tratamento "

tratadas com SPA

Fémeas prenhes infectadas com 7. gondji e
Controle 1

ndo-tratadas

Fémeas prenhes ndo-infectadas e tratadas
Controle 2 .

SPA

" Associacio de farmacos: Sulfadiazina (S); Pirimetamina (P); Acido Folinico (A).

3.2. Manutencio da cepa Me49 de T. gondii

A cepa foi mantida em encéfalos de C. callosus machos, através de inoculo de 20
cistos de 7. gondii, em 0,5ml de solugdo salina tamponada com fosfato 0,01M (PBS), pH 7.2,
estéril, via oral, com auxilio de sonda intragastrica.

A partir do periodo de 30 a 45 dias pds-inoculo, estes animais foram sacrificados, por
deslocamento cervical, tiveram seus cranios abertos, encéfalos coletados e macerados com
auxilio de pistilo, banhados com 1ml de PBS esténl e homogeneizados por aspiragio em
seringa de Sml e agulha de 25 x 7mm. O material foi ressuspenso em 10ml de PBS estéril e

submetido a dupla centrifugagdo, a 500g por 10 minutos (1800 rpm), em temperatura
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ambiente. Apos lavagens, os cistos foram contados, por observagdo ao microscopio de luz em
objetiva de 10x, através de adigdo de uma aliquota de 20pl de suspensdo, colocada entre
lamina e laminula (24 x 24mm). A concentragdo foi ajustada para 20 cistos por animal em
0,5ml de PBS. Aliquotas dessa amostra foram utilizadas para inoculos de machos de C.
callosus, para manutengdo de cepa ou inoculo de fémeas de C. callosus para condugdo do

experimento.
3.3. Acasalamento, detecciio de prenhez e infecciio por T. gondii

Fémeas virgens de C. callosus, com cerca de trés meses de idade, foram colocadas em
gaiolas com machos as 18:00 horas, seguindo uma proporgio de duas fémeas para cada
macho, sendo que todos apresentavam sorologia negativa para 7. gondii. Apés 14 horas, foi
verificada a presenga de “rolha vaginal” (aparente mistura de sémen com secre¢do vaginal,
coagulada na vagina). Considerou-se 0 primeiro dia de gestagdo aquele em que cuja manhi foi
observada a “rotha vaginal”.

No primeiro dia de gestagdo, todas as fémeas foram submetidas 4 sangria para
realizacio de testes sorologicos, para confirmar a auséncia de infecgdo por 7. gondii. Para
obtencdo das amostras de sangue, as fémeas foram anestesiadas, por inalagdo com 0,1ml de
mistura (1:1) de cetamina (Ketalar, Bayer S.A., Sdo Paulo) e 2% de cloridrato de 2-(2,6
xilidino)-5,6-dhidro-4H-1,3-tiazina (Rompun, Bayer S.A., Sio Paulo), e a sangria foi
realizada pelo plexo orbital com auxilio de capilar de vidro. Apos algumas horas, as amostras
de sangue foram centrifugadas, o soro coletado e posteriormente armazenado a -20°C até o
momento do uso.

Apos obtengdo das amostras de sangue, as fémeas dos grupos: tratamento e controle 1

receberam 20 cistos da cepa Me49 de 7. gondii, em 0,5mi de PBS estéril, via oral, com

auxilio de sonda intragastrica.
3.4. Tratamento com sulfadiazina, pirimetamina e acido folinico (SPA)

Segundo Ferro (1999), a transmissdo vertical de 7. gondii em C. callosus da-se por
volta do 14° dia de gestagdo e inoculo. Como a utilizagdo dessa associagio de farmacos (SPA)
¢ recomendada quando ha infecgdo fetal confirmada, preconizou-se, nesse modelo

experimental, que o tratamento das fémeas dos grupos: tratamento e controle 2 iniciaria no
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14° dia de gestagdo, via oral, com auxilio de sonda intragastrica, segundo dosagens abaixo

relacionadas:
FARMACO DOSES’ HORARIOS
v 1,125 mg/dose (2x ao
dia, nos 2 primeiros
) dias) 6:00
Sulfadiazina
v' 1,5 mg/dose (2x ao 18:00
dia, no restante do
tratamento)
v 0,025 mg/dose (2x ao
dia, nos 2 primeiros
P 12:00
dias)
Pirimetamina 24:00
v’ 0,025 mg/dose (1x ao o )
] (nos 2 primeiros dias)
dia, no restante do
tratamento)
Acido Folinico v 0,0075 mg/dia 12:00

™ As doscs foram ajustadas para C. callosus, de acordo com as sugeridas por Remington et al., 2001, para o

tratamento dec gestantes, levando-sc em consideracdo o peso aproximado de uma fEmea de C. callosus prenhe.

3.5. Sacrificio e coleta do material

Fémeas prenhes de todos os grupos foram sacrificadas do 17° ao 20° dia de gestagdo.
Na data do sacrificio, as fémeas foram anestesiadas, por inalagdo de 0, 1ml de mistura (1:1) de
cetamina (Ketalar, Bayer S.A., S3o Paulo) e 2% de cloridrato de 2-(2,6 xilidino)-5,6-dhidro-
4H-1,3-tiazina (Rompun, Bayer S.A., Sdo Paulo), sangradas via plexo orbital com auxilio de
capilar de vidro, para obten¢do de amostras de soros para analises e, posteriormente foram
sacrificadas, por deslocamento cervical. Sofreram laparatomizagdo, para remogdo do utero €
subseqiientes coletas de embrides, que foram processados para analise morfologica,
imunocitoquimica e bioensaio.

Embrides destinados ao bioensaio, antes da coleta do figado e encéfalo, sofreram

incisdo proxima & regido cardiaca e tiveram amostras de sangue coletadas, com auxilio de

pipeta, para analises sorologicas.
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Ja os embrides destinados a analises morfologicas e imunocitoquimicas, foram fixados
em formol 10% em tampdo PBS 0,2M, pH 7.4, por 24 horas e depois mantidos em alcool

70% até o processamento.
3.6. Processamento do material para andlise morfologica

Os embrides coletados foram desidratados, seguindo concentragdes crescentes de
alcool e, posteriormente incluidos em parafina. Cortes de Sum foram depositados em laminas.
Depois foram desparafinizados, hidratados em alcoois de concentragdes decrescentes € por
fim em agua corrente, e foram corados com Hematoxilina — Eosina.. As ldminas foram

montadas, analisadas e fotografadas em fotomicroscopio de luz REICHERT-JUNG-
POLIVAR (Lab. Optica Robert KOCH, Austria).

3.7. Processamento do material para anilise imunocitoquimica

Os embrides foram processados rotineiramente para inclusdo em parafina. Os cortes de
Sum foram depositados em ldminas previamente recobertas com solu¢do aderente de polivinil
acrilico (PVA). Depois foram desparafinizados e hidratados.

Feito isto, os cortes foram incubados por 8 minutos em solugdo de acido acético a 5%,
para bloqueio da fosfatase enddégena, em seguida lavados em 4gua corrente e em solugdo
salina tamponada com TRIS 0,05M, pH 7,4 (TBS), por 5 minutos. Para bloqueio de sitios
inespecificos de ligagdo, as 1aminas foram incubadas com soro normal de cabra a 2,5% em
TBS, por.45 minutos a 37°C. Posteriormente fez-se a incubagio do material com o anticorpo
primario: policlonal de coelho dirigido contra 7. gondii (produzido e cedido pelo Laboratorio
de Imunologia da Universidade Federal de Uberlandia — Lab ImUFU), na dilui¢do de 1 :100
em TBS por 12 horas a 4°C. Apos sucessivas lavagens em TBS, as ldminas foram incubadas
com o anticorpo secundario: soro de cabra anti-IgG de coelho biotinilado (Sigma, St Louis,
USA), na dilui¢do de 1:600 em TBS, por 1 hora a 37°C. Apos sucessivas lavagens, a reagdo
foi amplificada pelo complexo avidina/biotina (ABC)-fosfatase (Biomeda, Foster city, USA),
na diluigdo de 1:100 em TBS, & 37°C por 30 minutos. Apoés novas lavagens em TBS,
procedeu-se a.revelac;éo da enzima fosfatase alcalina com FastRed-naftol (Sigma, St Louis,
USA), em TBS. Posteriormente os cortes foram lavados em TBS e agua corrente ¢ contra-
corados com hematoxilina de Meyer, por 10 minutos a temperatura ambiente. Apds a

diferencia¢do do corante em agua amoniacal, as ldminas foram montadas com laminulas em
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glicerina e o material foi analisado e fotografado em fotomicroscopio de luz REICHERT-
JUNG-POLYVAR (Lab. Optica Robert KOCH, Austria).

Além dessa reagdo classica para imunolocalizacdo de 7. gondii, foi realizada
imunocitoquimica para detecgdo de anticorpos especificos da forma infectante bradizoita.
Nesse caso, os anticorpos utilizados foram: policlonal de coelho anti-BAGS, na dilui¢do de
1:1000 em TBS (Lab ImUFU), e soro de cabra anti-IgG de coelho biotinilado, na dilui¢do de

1:600 em TBS (Sigma, St Louis, USA), anticorpos primario e secundario, respectivamente.
3.8. Bioensaio

Tecidos fetais (figado e encéfalo), provenientes de fémeas dos grupos tratamento e
contole 1, foram removidos sob condi¢des estéreis, homogeneizados em 1ml de PBS, pH 7,2
e inoculados, intraperitonealmente em camundongos Swiss, com sorologia negativa para 7.
gondii. Os animais foram sangrados com 15, 30 e 45 dias p6s-indculo. Foram feitas analises

sorologicas, por teste ELISA, para verificagdo da soroconversdo desses animais.
3.9. Determinacdo da carga parasitiria

As laminas histologicas, provenientes das rea¢Oes imunocitoquimicas, foram
analisadas por imagens digitalizadas em microscopio 6ptico BX40, da marca Olympus, com
uso de objetiva de 40x, acoplado a uma cdmera JVC TK-1085U, ligada a um computador PC
através de placa digitalizadora “Traslation” 3153. Foi utilizado o programa HL Image 97"
para mensuragdo da carga parasitaria.

Dois cortes de embrido por fémea, foram analisados, sendo digitalizadas 60 imagens
por corte. As imagens eram obtidas aleatoriamente e tinham area definida de 0,01872mm’. As
imunomarcag¢des encontradas forneceram um valor absoluto por embrifio. Para corregio desse

valor, foi utilizada a seguinte formula:

N°de imunomarcagdes / mm’ = n° de imunomarcacdes encontradas (valor absoluto)
0,01872 x 60 (n° de imagens / corte)

Os valores reais por corte foram somados, obtendo-se entio o numero de

imunomarcagGes/mm’” para cada embrizo.
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3.10. Teste imunoenzimatico: ELISA para detec¢do de anticorpos anti-T. gondii

Os soros provenientes de todas as sangrias foram submetidos a analise pelo teste-

ELISA, de acordo com Ferro (2000), para obtengdo do indice ELISA.

e Teste-ELISA e indice ELISA (IE):

Placas de poliestireno (Kartell S.P.A., Novigilio, Mildo, Italia), foram sensibilizadas
com antigeno soluvel da cepa RH de 7. gondii a uma concentragio protéica de 10 pg/ml em
tampdo carbonato-bicarbonato de sédio a 0,06M, pH 9,6, por 18 horas a 4°C (“overnight”).
No dia seguinte, as placas foram lavadas com PBS contendo Tween 20 a 0,05% (PBST), por
trés ciclos de 5 minutos. Foram adicionados 50 pl/poco das amostras de soros diluidas a 1:32
em PBST, em duplicata. Paralelamente, foram adicionados soros controles positivos e
negativos nas mesmas diluigdes. Como controle do conjugado, foram omitidas as amostras de
soros, adicionando-se no lugar 50ul de PBST. Apos incubagdo de 1 hora & 37°C, as placas
foram lavadas trés vezes em PBST por 5 minutos. O conjugado ou anticorpo secundario (IgG
de coelho anti-gamaglobulina de C. callosus marcada com peroxidase ou IgG de coelho anti-
gamaglobulina de camundongo marcada com peroxidase), foi adicionado na diluigdo de 1:250
em PBST e as placas foram incubadas por 1 hora a 37°C. As placas foram entfo lavadas como
descrito anteriormente e o substrato enzimatico (solugio reveladora), que consiste de peréxido
de hidrogénio (dgua oxigenada), foi adicionada a 0,03% em tampdo cromogeno OPD
(ortofenilenodiamina, Merck) diluidos em tampdo citrato-fosfato 0,IM, pH 5,0. Apés adi¢io
de solugdo reveladora, procedeu-se a incubag¢do por 20 minutos & temperatura ambiente, em
camara escura. A reagdo enzimatica foi interrompida pela adi¢3o de 25ul de solugio de acido
sulfirico 2N. A densidade Optica foi determinada em leitor de microplacas (Titertek
Multiskan Plus, Flow Laboratories, USA) a 492nm.

Para analise individual das placas, os resultados foram expressos em indice ELISA

(IE), calculado a partir da féormula:

Densidade optica das amostras (DOx)
Valor do limiar de reatividade (cuf off)

O cut off foi determinado pela média da absorbancia de trés controles negativos

(X(P-)) para cada espécime, acrescido trés vezes do desvio padrdo (d).
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3.11. Analises estatisticas

A eficiéncia do tratamento foi avaliada comparando-se as diferen¢as estatisticas da
quantidade de imunomarcagoes (mm”) entre 0$ grupos, através do teste-f ndo parametrico
(Graph Pad software, v. 3.0, San Diego, CA, USA). Os resultados foram expressos em valores
de médias + desvio padrio e diferengas foram consideradas estatisticamente significantes

quando P < 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Andlises morfologicas

‘Todos os cortes de embrides analisados apresentaram morfologia preservada, ou seja,
nenhuma alteracdo tecidual foi considerada anormal. Mesmo em 0rgdos mais comprometidos
em infeccdes congénitas por Toxoplasma gondii, figado e encéfalo (FERRO, 2002;
FAVORETO-Jr, 1998; BARBOSA, 2004), independente do grupo experimental analisado,
ndo se percebeu células e tecidos com aspectos morfologicos alterados.

Isso demonstra que, nesse caso, os embrides advindos do grupo controle 1, cujas maes
foram infectadas e ndo tratadas, ndo apresentaram sequelas visiveis em decorréncia da
infecgdo.

Além disso, foi possivel perceber que os farmacos utilizados nesse experimento ndo
afetaram a morfologia dos tecidos fetais, @ medida que embrides provenientes do grupo
controle 2, cujas maes receberam apenas tratamento, ndo apresentaram nenhum tipo de ma

formacdo.
4.2. Analises imunocitoquimicas

Definiu-se que as reagdes de imunocitoquimica classica, por utilizar anticorpo
primario policlonal de coelho anti-7. gondii produzido a partir da cepa RH de T. gondii
durante a fase proliferativa do parasito, ao apresentar imunomarcagdes, essas foram
especiﬁéas para a forma infectante taquizoita. Enquanto que as reagdes realizadas com
anticorpo primario policlonal de coelho anti-BAGS, foram especificas para marcagdo de
bradizoitas (BOHNE et al., 1995).

Cortes de embrides dos grupos tratamento e controle 1, de todas as idades gestacionais
analisadas (17, 18, 19 e 20 dias), quando processados para imunocitoquimica contra a forma
proliferativa de 7. gondii (taquizoita), apresentaram-se multi-infectados, incluindo areas
como: figado (Fig. 05A) e encéfalo (Fig. 05C).

Esses dados demonstram que a transmissdo congénita ocorre independente da
submissdo dés animais ao tratamento, deixando claro que nessas condigdes, essas drogas nao
extinguem completamente o parasito dos tecidos fetais.

Nos casos de imhnocitoquimica direcionada contra a forma infectante bradizoita de 7.

gondii, as imunomarcagdes também foram percebidas tanto em tecidos fetais provenientes do
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grupo controle 1, quanto dos animais que sofreram tratamento. Porém, nem todas as idades
gestacionais apresentaram imunomarcagdes de bradizoitas, apenas em animais com 19 e 20
dias de gestagdo e indculo, sendo que os parasitos foram encontrados exclusivamente no
encéfalo (Fig. 05B e 05D).

A presenga de bradizoitas demonstra que a partir do 19° dia de gestagio/indculo ja
pode estar iniciando a formagdo de cistos ou pseudocistos teciduais, indicando uma tendéncia
de cronificagio da doenca (DUBEY, 2006), o que de maneira geral € interessante, pois no
estagio cronico da doenga, a transmissdo vertical do parasito ndo existe, ou ¢ minima,
diminuindo a carga parasitaria transmitida ao feto e conseqientemente a freqiiéncia e
severidade de seqiielas para o mesmo (JEFFREY et al, 2005; RORMAN et al., 2005;
REMINGTON et al,, 2001).



Figura 05. Fotomicrografia de tecidos fetais de Calomys callosus com 19 dias de gestagdo ¢ indculo
com Toxoplasma gondii. (A) ¢ (B), figado e cncéfalo de animais ndo tratados, com taquizoitas (sctas)
¢ bradizoitas (cabcgas de setas). (C) ¢ (D), taquizoitas (sctas) ¢ bradizoitas (cabegas de setas), em
encéfalos de animais apés 5 dias de tratamento com associagdo de farmacos (sulfadiazina,

pirimetamina e acido folihico). Imunocitoquimica, contracorado com hematoxilina de Mayer, 520X,



e Imunomarcacées (mm®) nos grupos controle 1 e tratamento

A partir da contagem de imunomarcagdes, percebeu-se que em ambos 0S grupos,
controle 1 e tratamento, os embrides apresentaram niimero maior de imunomarcagdes para
taquizoitas do que para bradizoitas (Fig. 06), o que retrata bem o padrdo de infec¢do aguda
com discreta tendéncia & cronificagdo, 4 medida que mais formas proliferativas (taquizoitas)
do parasito sdo encontrados em relacio as formas de encistamento (bradizoitas)
(FERGUSON, 2004).

Comparando os grupos controle 1 e tratamento, foi possivel perceber que a quantidade
de imunomarcagdes (mm?) para taquizoitas é maior no primeiro grupo em relagéo ao segundo
(Fig. 06).

Esse resuitado demonstra que o tratamento é capaz de diminuir a transmissio materno-
fetal de taquizoitas, o que pode ser atribuido a a¢do antifolato da combinagdo dos farmacos
sulfadiazina e pirimetamina, impedindo que a sintese de folato e conseqiientemente de DNA
do parasito seja completada, logo o mesmo se replica com dificuldade (KATZUNG, 2005;
RANG et al., 2003; GOOLDMAN, GILMAN, 2001).

Essa queda no nimero de marcagdes para 7 gondii em embrides de fémeas tratadas,
sugere que os farmacos utilizados nesse trabalho tém capacidade de transpor a barreira
placentaria, expondo os tecidos fetais a seus efeitos terapéuticos, influenciando na diminuigdo
da carga parasitaria nos mesmos.

Ja quando se compara o nimero de imunomarcagdes (mm?) de bradizoitas, percebe-se
que o grupo controle 1 apresenta uma quantidade menor em relagdo ao grupo tratamento (Fig.
06).

A partir desses dados, pode-se demonstrar que embrides provenientes de maes tratadas
apresentam um processo de tendéncia de cronificagio da doenca mais precocemente, 0 que
pode ser visto como uma tentativa de promover o encistamento do parasito nos tecidos fetais e
consequentemente diminuir ou extinguir as possiveis seqiiclas para o concepto.

Varios fatores podem gerar um estresse acentuado ao parasito, fazendo com que o
mesmo se diferencie rapidamente de taquizoita para bradizoita, formando posteriormente os
cistos teciduais, isso pode garantir uma sobrevida maior para o protozoario nos tecidos de
seus hospedeiros (WEISS, KIM, 2000; LYONS et al., 2002). A terapéutica utilizada nesse

experimento pode ter produzido esse “sinal” de mudanga de forma infectante.
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Figura 06. Imunomarcagdes (mm?) de taquizoitas e bradizoitas em tecidos fetais de Calomys callosus
provenientes de mdes infectadas com 20 cistos da cepa Me49 de Toxoplasma gondii sem receber
tratamento (grupo controle 1) ou tratadas com associagdo de farmacos — sulfadiazina, pirimetamina €
acido folinico (grupo tratamento). Resultados expressos por médias + desvio padrao. *P<0,05.
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e Imunomarcacées (mm?) nos grupes controle 1 e tratamento de acordo com a

idade gestacional

Somente a partir do 19° dia de gestagdo e indculo das fémeas foi observada diferenca
significativa no niimero de imunomarcagdes (mm?) de taquizoitas entre os grupos (Fig. 07). E
possivel notar que a quantidade de taquizoitas ¢ consideravelmente maior em embrides do
grupo controle 1 em relagdo aos do grupo tratamento, tanto no 19° quanto no 20° dia de
gestacdo/inoculo , atingindo maior pico de diferenca no ultimo dia de sacrificio (Fig. 07).
Logo, percebe-se que a falta do tratamento permite que um namero maior de taquizoitas
infecte os tecidos fetais o que pode ocasionar severas lesdes congénitas para o neonato
(MONTQYA, LIESENFELD, 2004),

Foi também no 20° dia de gestacfio e inéculo das fémeas que se percebeu diferenga
significativa entre a quantidade de imunomarcagdes (mm’) de bradizoitas entre os grupos,
sendo que esse numero foi maior para animais do grupo tratamento do que para os do grupo
controle 1 (Fig. 07). Nos pn'meifo dias de gestacdo e indculo analisados (17 e 18) ndo se
observou imunomarcagdes para bradizoitas em ambos os grupos (Fig. 07). Ja no 19° dia de
gestagdo essa situagdo é diferente (Fig. 07). Pode-se dizer que h4 uma tendéncia natural de
micio de croniﬁdagﬁo da toxoplasmose no final da gestacio em Calomys callosus, e que com
a intervencdo terapéutica, esse perfil se fortalece ainda mais. Isso se di provavelmente,
porque essa foi a ultima data gestacional analisada, portanto, parasitos encontrados em
embrides cujas mdes foram sacrificadas no 20° dia de gestacdo/indculo, foram submetidos a
mais adversidades em decorréncia da terapéutica, sendo induzidos a diferenciagio mais rapida

de taquizoitas para bradizoitas (DUBEY et al., 1998).
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Figura 07. Imunomarcagdes (mm°) de taquizoitas ¢ bradizoitas em tecidos fetais de Calomys callosus
de acordo com a idade gestacional em dias, cujas méies receberam 20 cistos da ccpa Med9 de
Toxoplasma gondii ¢ ndo foram tratadas (grupo controle 1) ou sofreram tratamento com associagio de
farmacos ~ sulfadiazina, pirimentamina ¢ 4cido folinico (grupo tratamento). Resuitados expressos por
médias + desvio padrdo. " P < 0,05. 7
Onde: TaqT = imunomarcagdes de taquizoitas para o grupo tratamento;

TagC = imunomarcagées de taquizoitas para o grupo controle 1;

BradT = imunomarcagdes de bradizoitas para o grupo tratamento;

BradC = —imunomarcacées de bradizoitas para o grupo controle 1.



4.3. Analises sorologicas

Fémeas provenientes de todos os grupos apresentaram-se soronegativas para
anticorpos anti-7. gondii no primeiro dia de gestagdo. Ja na data do sacrificio fémeas dos

grupos tratamento e controle 1 haviam se soroconvertido, enquanto que as fémeas do grupo

controle 2 mantiveram o perfil do 1° dia de gestagdo.

Todas as amostras de soros provenientes dos embrides mostraram-se positivas no
teste-ELISA para detecgdo de anticorpos anti-7. gondii, sugerindo que a transmissdo de
Imunoglobulinas G da mie para o feto ocorreu.

As amostras de soros advindas dos camundongos do bioensaio apresentaram-se
soronegativas no dia do indculo, porém, posteriormente todos esses animais mostraram-se
positivos para anticorpos anti-7. gondii no teste-ELISA em sangrias subsegiientes. Os
camundongos que receberam indculo de tecidos fetais de mdes do grupo controle 1,
apresentaram sorocenversio mais precocemente quando comparados com aqueles receptores
de tecidos fetais de mides do grupo tratamento (Fig. 08). Em relagdo a animais que receberam
inoculo provenientes do grupo controle 1, com menor idade gestacional (17 dias), a
sorocenversio ocorreu apenas a partir da segunda sangria, enquanto que indculo com tecidos
de outras idades (18, 19 ¢ 20 dias) ja era capaz de produzir amostras de soros positivas na
primeira sangria (Fig. 08).

No que diz respeito ao grupo tratamento a soroconversio dos camundongos deu-se
mais tardiamente. Infec¢do com tecidos fetais mais jovens (17 e 18 dias) promoveu a
positividade das amostras a partir da segunda sangria, ja indéculo com tecidos de 19 e 20 dias
s6 foi capaz de soroconverter os camundongos na terceira sangria (Fig. 08).

Esses resultados reforcam a idéia de que o tratamento ndo impede a passagem de
parasitos da mde para o feto, apenas combate a multiplicagdo dos mesmos (RANG et al.,
2003). Além disso, eles expressam que a diferenciagdo de forma infectante de taquizoita para
bradizoita nos embrides em decorréncia do tratamento, fez com que os camundongos
inoculados com-esses tecidos apresentem uma soroconversio mais tardia, uma vez que os
par-sitos teriam que sofrer uma nova diferenciagfo (bradizoita para taquizoita) para instalar a

infecgio nesses animais.
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Figura 08. Periodo de sangria que demonstra a soroconversio de camundongos que receberam
in6eulo de tecidos fetais de Calomys callosus provenientes de mies infectadas com 20 cistos da cepa
Med9 de Toxoplasma gondii e foram tratadas com associagio de firmacos — sulfadiazina,
pirimetamina ¢ acido folinico (grupo tratamento) ou nio (grupo controle 1).
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5. CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados anteriormente, pode-se concluir que nesse modelo

experimental:

* infeccdo congénita por Toxoplasma gondii e tratamento da doenga nio sio capazes de
induzir alteragdes morfoldgicas visiveis em embribes de Calomys callosus, uma vez
que tecidos fetais provenientes de todos os grupos analisados (tratamento, controle 1 e
controle 2) ndo apresentaram nenhum tipo de altera¢do tecidual;

e o tratamento com SPA mostrou-se eficaz pois parece provocar um estresse acentuado
para o parasito levando a uma rapida diferenciagdo para a forma bradizoita, a qual
apresenta maior nimero de imunomarcagdes (mm’) em tecidos fetais do grupo
tratamento em relagdo ao grupo controle 1. Além disso, foi capaz de diminuir a
quantidade de imunomarcagBes (mm”) de taquizoitas em embrides dbo grupo
tratamento quando comparados aos do grupo controle 1;

e todas as fémeas dos grupos tratamento e controle 1 mostraram-se soronegativas para
toxoplasmose no primetiro dia de gestacdo, porém no-dia de sacrificio ja apresentaram
positividade para anticorpos anti-7. gondii, demonstrafidt que a infecgio das mesmas
ocorreu de fato;

e atransmissdo de IgG anti-7.gondii, das mies para o% fétos Gcorreu, uma vez que todas
as amostras de soro provenientes de embrides foram positivas para esses anticorpos;

e tecidos fetais advindos do grupo tratamento, induzem soroconversio em camundongos
do bioensaio mais tardiamente quando comparados com aqueles do grupo controle 1,

reafirmando que a carga parasitaria do primeiro grupo € menor do que no segundo.

Portanto, Calomys callosus além de ser um bom modelo experimental para transmissdo
vertical de Toxoplasma gondii, uma vez que simula a situagio observada em bumanos,
mostrou-se apto para realizagdo de estudos relacionados a utilizacdo de fggmacos no

‘tratamento da toxoplasmose congénita.
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