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RESUMO

Toxoplasma gondii € um parasito intracelular obrigatério cuja infeccdo pode ser grave em
pacientes imunocomprometidos e em gestantes. O tratamento cldssico da toxoplasmose
congénita apresenta algumas limitagdes por provocar efeitos teratogénicos, sendo necessario
estudo de drogas alternativas. As cepas de T. gondii possuem alta diversidade genotipica
estando associado a gravidade da doenca. Em Uberldndia foram descritas as cepas
TgChBrUD1 e TgChBrUD2, consideradas virulentas em células e modelos animais. O
objetivo desse trabalho foi avaliar a viruléncia das cepas TgChBrUD1 e TgChBrUD2 em
vilos placentérios e a eficacia da azitromicina no controle da infec¢do. Os vilos placentérios
foram infectados com as cepas RH, ME-46, TgChBrUD1 ou TgChBrUD?2 e tratados com
azitromicina, espiramicina ou associacdo de sulfadiazina e pirimetamina. A viabilidade dos
vilos placentirios foi analisada pelo ensaio LDH e por andlise morfologica. A carga
parasitaria foi determinada por qRT-PCR. Observamos maior carga parasitaria nos vilos
infectados com a cepa TgChBrUD1 comparados com a cepa TgChBrUD2. A viabilidade dos
vilos placentarios ndo foi alterada pelas drogas e o tratamento com azitromicina foi tdo eficaz

quanto o tratamento cldssico da toxoplasmose congénita.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, cepas atipicas, azitromicina.
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1.  INTRODUCAO

1.1. Toxoplasma gondii e formas de infeccao

Toxoplasma gondii é um parasito intracelular obrigatério que pertence ao filo
Apicomplexa e € capaz de infectar aves e mamiferos, inclusive humanos, com capacidade de
se multiplicar na maioria das células dos hospedeiros (HILL; DUBEY, 2013; SARAF et al.,
2017). Este parasito apresenta alta prevaléncia mundial e grande importincia médica e
veterindria. De maneira geral, a infec¢cdo pelo parasito € assintomatica na maioria dos adultos
e criancas, porém pode causar sérios danos em hospedeiros imunocomprometidos (CENCI-
GOGA et al., 2011; DUBEY; JONES, 2008; YAN et al., 2016).

As formas infectantes conhecidas de 7. gondii s@o: taquizoitas, bradizoitas e
esporozoitas (SKARIAH; MCINTYRE; MORDUE, 2010). Os taquizoitas representam a
forma de multiplicacdo rapida do parasito na célula hospedeira e sdo as formas predominantes
na fase aguda da infeccdo. Nesta fase os parasitos sdo disseminados pelo sistema circulatorio
e tém a capacidade de infectar varios tecidos e 6rgaos (NISHIKAWA et al., 2008; SARAF et
al.,, 2017; TENTER, 2009). Os bradizoitas representam as formas de replicacdo lenta do
parasito e sdo tipicos da fase cronica da infec¢do, os quais ficam no interior de cistos teciduais
(LYONS; MCLEOD; ROBERTS, 2002). Os cistos podem ser encontrados no cérebro, nos
musculos esquelético, cardiaco e regido ocular (KAMERKAR; DAVIS, 2012; SKARIAH et
al., 2010; YAN et al., 2016). Nao havendo distirbios no sistema imunolégico, esta fase pode
se estender por toda a vida do hospedeiro (ELSHEIKHA, 2008). Ja os esporozoitas (contidos
dentro dos oocistos liberados nas fezes de felideos), correspondem as formas infectantes
oriundas do processo de reproducdo sexuada do parasito e sdo encontrados no meio ambiente
podendo contaminar dgua, solos e alimentos (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; SKARIAH

et al., 2010).



Toxoplasma gondii necessita de dois hospedeiros para completar seu ciclo de vida: um
definitivo e um intermedidrio. Apenas as espécies dos géneros Felix e Lynx sdo os
hospedeiros definitivos. Esses animais podem se contaminar ao ingerirem cistos teciduais,
oocistos maduros ou taquizoitas, dando inicio ao ciclo sexuado do parasito em seus epitélios
intestinais (DABRITZ; CONRAD, 2010; ELMORE et al., 2010; FOROUTAN-RAD et al.,
2016). Os hospedeiros intermediarios (mamiferos e aves) podem adquirir a infeccao por meio
da ingestdo de oocistos maduros presentes no solo, dgua e alimentos; ingestdo de cistos
teciduais em carnes cruas ou mal cozidas; ingestdo de taquizoitas a partir de liquidos
organicos como leite, esperma e saliva; infeccdoes congénitas; transplante de oOrgdos e
acidentes laboratoriais (CENCI-GOGA et al., 2011; DUMETRE et al.,, 2008; HILL;
DUBEY, 2013). Dentre elas, uma importante forma de infec¢do por 7. gondii ocorre pela via
transplacentaria onde os taquizoitas sdo capazes de atravessar a barreira placentiria e
promover a transmissao vertical do parasito para os tecidos embrionérios ou fetais (BOJAR;
SZYMANSKA, 2010; ELBEZ-RUBINSTEIN et al., 2009; WYROSDICK; SCHAEFER,

2015).

1.2. Cepas e polimorfismo genético de Toxoplasma gondii

Cepas de T. gondii estio amplamente distribuidas na natureza (DUBEY; SU, 2009;
SIBLEY; AJIOKA, 2008). Estudos com andlises moleculares de isolados dispersos
principalmente na Europa e Estados Unidos mostraram que a maioria das cepas apresenta um
padrao genético clonal e sdo pertencentes a um dos trés gendtipos designados como tipo I, I e
III (DARDE, 2004; RICO-TORRES; VARGAS-VILLAVICENCIO; CORREA, 2016;
SIBLEY; AJIOKA, 2008).

As cepas do tipo I (RH, BK e VEL) apresentam alta viruléncia. Em humanos esta cepa

pode causar doencas oculares graves (COMMODARO et al., 2009; VALLOCHI et al.,



2005). As cepas do tipo II (ME-49, M3) sdao predominantes em isolados de pacientes com
AIDS e/ou encefalite toxoplasmica. Também se relacionam aos casos de reativacdo da
infeccdo cronica em humanos e infec¢des congénitas (AJZENBERG et al., 2002; SIBLEY et
al., 2009). As cepas do tipo III (VEG, M-7741) associam-se as infec¢des animais, responsavel
por infec¢des brandas e assintomaticas (KIM; WEISS, 2004; SIBLEY et al., 2009).
Importante ressaltar que a patogenicidade de 7. gondii estd estreitamente relacionada a
viruléncia da cepa e a espécie hospedeira, de tal maneira que € possivel a ocorréncia de
variacdes na patogenicidade dessas cepas dependendo da espécie e do “status” imunologico
do hospedeiro (PENA et al., 2008).

A cepa RH foi isolada em 1939 de uma crianca com quadro letal de encefalite
toxoplasmica (SABIN, 1941) sendo utilizada como padrdo na comparacdo entre cepas. Esta €
considerada altamente virulenta. Em camundongos € letal com uma dose minima de
taquizoitas (DARDE, 2008; DUBEY et al., 1999).

A cepa ME-49 foi originalmente isolada da musculatura de carneiro em 1965. E
cistogénica ou de baixa viruléncia (SUZUKI et al., 1988). Em camundongos, certas linhagens
sd0 mais suscetiveis que outras a infeccdo por 7. gondii levando a variagdes da
patogenicidade pelo uso da mesma cepa. Estudos utilizando o roedor Calomys callosus
(familia Cricetidae), mostraram que estes animais apresentam elevada susceptibilidade a cepa
RH de T. gondii, ocorrendo o 6bito no oitavo dia de infec¢ao pelo inéculo de 100 taquizoitas
(FAVORETO-JUNIOR et al., 1998). Por outro lado, essa espécie € resistente a cepa ME-49
(PEREIRA et al; 1999).

Nos dltimos anos, estudos revelaram polimorfismo genético por meio da
caracterizacdo genotipica de isolados de T. gondii, em amostras de diferentes espécies de
animais e humanos em diferentes paises (KHAN et al., 2011; PENA et al., 2008; SU et al.,

2012). Pela analise PCR-RFLP (polimorfismo no tamanho dos fragmentos de restri¢ao) do



locus SAG2 (que codifica o antigeno de superficie p22), os isolados encontrados na América
do Norte e Europa apresentam alelos tipicos das cepas tipo I, II e III, sendo que a cepa
predominante € do tipo II (SIBLEY et al., 2009). Porém, quando isolados oriundos de outras
regides do mundo, observou-se alta porcentagem de genétipos “atipicos” ou recombinantes,
sugerindo que a populacdo de T. gondii seria altamente diversa nessas regides (DUBEY et al.,
2007; SHWAB et al., 2014; SIBLEY; AJIOKA, 2008).

Estes resultados corroboram com os dados apresentados por Dubey e colaboradores
(2007), que demonstrou que as cepas de 7. gondii do Brasil e Colombia sdo bioldgica e
geneticamente diferentes daquelas da América do Norte e Europa. Experimentos realizados
com parasitos isolados de frangos assintométicos do Brasil apresentaram dados de que estes
parasitos sdo mais patogénicos para camundongos que os isolados tipicos da Europa ou
Estados Unidos, independente do gendtipo (DUBEY et al., 2007a).

Estudos com amostras humanas mostraram alta taxa de polimorfismo genético nos
isolados do parasito (FERREIRA et al.,, 2008). Além desses trabalhos realizados com
amostras humanas no Brasil, varios estudos de genotipagem foram realizados em isolados de
origem animal, como em galinhas (DUBEY et al., 2010; SOARES et al., 2011), gatos (PENA
et al., 2008), porcos (FRAZAO-TEXEIRA et al., 2011) e até mesmo animais silvestres
(PENA et al., 2011). Todos os trabalhos apresentam resultados semelhantes mostrando alta
diversidade genotipica dos isolados brasileiros. Acredita-se que a amplitude geografica e a
grande biodiversidade da fauna do Brasil possam contribuir para essa maior variabilidade
genética das cepas brasileiras de 7. gondii (DARDE, 2008; KHAN et al., 2009).

Em um estudo realizado em Uberlandia, Minas Gerais, foram encontradas duas cepas
em amostras provenientes de coracdo de galinhas, denominados TgChBrUDI1 e TgChBrUD?2.
A genotipagem desses isolados mostrou que TgChBrUD1 pertence ao tipo Brll (gendtipo #11

no ToxoDB PCR-RFLP) e TgChBrUD2 ao tipo Brl (genétipo #6 no ToxoDB PCR-RFLP).



Para a genotipagem dos isolados, foram utilizados doze primers diferentes, verificando-se que
as cepas TgChBrUDI1 e TgChBrUD?2 sdo o resultado de recombinac¢des genéticas das trés
linhagens clonais de 7. gondii, além de alelos ndo comuns as cepas tradicionais do parasito

(LOPES et al., 2016).

1.3. Toxoplasmose e Toxoplasmose Congénita

A toxoplasmose € a protozoonose causada por T. gondii e é uma das zoonoses com
maior difusdo mundial, porém devido a diferentes habitos culturais e higi€nicos sdo bastante
varidveis as taxas de prevaléncia da doenca dependendo da area geografica considerada
(ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). A toxoplasmose € considerada um problema de
saude publica, pois desenvolve um quadro preocupante em pacientes imunocomprometidos e
em casos de infeccdo congénita. Excluindo tais ocasides, a infeccdo geralmente cursa de
forma assintomatica ou subclinica em cerca de 90% dos casos (CENCI-GOGA et al., 2011;
ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012; YAN et al., 2016).

O curso da infeccdo se da em dois estagios: fase aguda e fase cronica. Na fase aguda
ha predominio de taquizoitas, que se multiplicam rapidamente e invadem novas células.
Algumas manifestacdes clinicas como febre, dor de garganta, mialgia, cefaléia e coriorretinite
podem ocorrer. Ja na fase cronica, ha o predominio de cistos teciduais contendo bradizoitas
no seu interior, e a resposta imunoldgica do hospedeiro contra o parasito torna-se mais eficaz,
devido a imunidade adaptativa (CENCI-GOGA et al., 2011; DUBEY; JONES, 2008).

A rapida disseminagdo dos parasitos estd vinculada com a capacidade destes em
infectar células migratérias do sistema imune como mondcitos, linfécitos e células dentriticas
(LAMBERT et al., 2006; SIBLEY, 2011). Por meio destas células, o parasito é capaz de

disseminar-se por varios tecidos e atravessar barreiras bioldgicas como placenta, barreiras



hemato-cefélica e a hemato-retiniana, alcancando sitios de imunoprivilégio (BARRAGAN;
SIBLEY, 2003; UNNO et al., 2008).

A forma congénita da toxoplasmose ocorre devido a passagem transplacentaria das
formas taquizoitas do parasito durante a gestacdo, alcancando assim a circulacdo e os tecidos
fetais (KODJIKIAN, 2010). No entanto, a transmissdo congénita do parasito ndo ¢é
obrigatdria, equivalendo de 20 a 50% dos casos de primo-infeccio materna humana. A
probabilidade de haver infeccdo fetal quando a primo infec¢do materna ocorre no periodo pré-
concepcdo € de 1%; entretanto se a gestante adquire a infeccdo no primeiro ou segundo
trimestre gestacional, a possibilidade da transmissdo vertical estd entre 10-20%, porém
provoca condi¢des clinicas mais grave podendo até ocasionar o aborto. Caso a infeccao ocorra
no terceiro trimestre, a possibilidade da infeccdo fetal situa-se entre 60-90% mas o
comprometimento fetal € menor (FRIMPONG et al, 2017; KODIJIKIAN, 2010;
MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

A infeccdo congénita pode provocar graves problemas ao récem nascido, como
microcefalia, hidrocefalia, calcificacdo intracranial e coriorretinite, além de retardamento
mental e psicomotor. Cerca de 70 a 90% dos recém nascidos sdo assintomaticos para a
doenca, porém estes podem apresentar sequelas mais tardiamente (BLANCO-LAGO et al.,
2010; JONES etal., 2010).

A infeccdo com T. gondii estimula uma resposta imune do tipo Thl com acentuada
producdo de citocinas pro-inflamatérias como interferon gama (IFN-y), fator de necrose
tumoral (TNF-a) e interleucina-1 (IL-1)B. IFN-y ¢ uma potente citocina ativadora de
macréfago, que quando ativados produzem 6xido nitrico (NO) permitindo uma ac¢do téxica
contra o parasito (MILLER, C. M. et al., 2009; PIFER; YAROVINSKY, 2011; SHER;

TOSH; JANKOVIC, 2017).



Durante a gestag¢do as funcdes fisioldgicas maternas sdo alteradas e o sistema imune
normalmente é induzido a um estado de tolerancia aos antigenos fetais (KRAVETZ, 2010).
Muitos hormdnios, mais notavelmente estrdgenos e progesterona, estdo amplamente
aumentados e esta condicdo gera alteracdes no balanco de citocinas de perfil Th1/Th2
(MIYAURA; IWATA, 2002). Assim, h4 uma tendéncia materna a conversdo para o perfil
imunolégico do tipo Th2, com produgdo de citocinas anti-inflamatérias como IL-4, IL-5, e
TGF-B, as quais sao sintetizadas na interface materno-fetal (DENNEY et al., 2011; MILLER,
C. M. et al., 2009).

A maior susceptibilidade de gestantes a toxoplasmose pode estar relacionada a maior
producdo de citocinas anti-inflamatorias, que sdo mais expressas durante a gestacdo. Neste
caso, observa-se uma situagdo de “imunossupressdo”, uma vez que hormoénios como
estrogeno e progesterona modulam a reatividade das células T e a produgio de citocinas de
perfil Th2 (LANG; GROSS; LUDER, 2007; VARGAS-VILLAVICENCIO; DE LEON-
NAVA; MORALES-MONTOR, 2009). Assim, a influéncia hormonal no sistema
imunoldgico com a producdo de citocinas anti-inflamatorias para evitar a rejeicao ao feto,
acaba influenciando a maior susceptibilidade a infeccdo parasitiria, e consequentemente, o
risco de infec¢do placentaria e transmissdo congénita (KRAVETZ, 2010; MUNOZ;
LIESENFELD; HEIMESAAT, 2011).

Na resposta imunoldgica, a resposta humoral € importante para o diagndstico
sorolégico da doenga, visto que os anticorpos desempenham um papel secundério no controle
da infeccdo por T. gondii (PETERSEN, 2007; SERRANTI; BUONSENSO; VALENTINI,
2011). Anticorpos IgM podem ser encontrados apds 7 dias de infeccdo, alcancando um titulo
maximo em poucas semanas e declinando gradualmente. Anticorpos IgG geralmente

aparecem uma a duas semanas apds a infecc@o alcangando titulos maximos em seis semanas,



podendo declinar em alguns meses ou anos, com titulos baixos permanecendo por toda a vida
(ELSHEIKHA, 2008; TALABANI et al., 2010).

Diante do risco de ocorrer a toxoplasmose congénita, a prevencdo é baseada por
programas de educacdo e sadde publica. E recomendando, principalmente s gestantes, que
evitem contato com materiais potencialmente contaminados, como carnes cruas, frutas e
verduras com higienizacdo deficiente e caixas de areia com dejetos de gatos (BOJAR;

SZYMANSKA, 2010).

1.4. Tratamento da Toxoplasmose Congénita

O principal tratamento para toxoplasmose congénita é a combinagdo de sulfadiazina e
pirimetamina associadas ao acido folinico. Essa associacdo de drogas € indicada para
gestantes com infec¢do fetal confirmada apds o primeiro trimestre gestacional (ALDAY;
DOGGETT, 2017; RORMAN et al., 2006). Quando ha suspeita de infec¢do aguda, porém
sem confirmacao de infec¢do fetal no primeiro trimestre de gestacao, o tratamento € realizado
com espiramicina (ELSHEIKHA, 2008; JONES et al., 2001; MONTOYA; LIESENFELD,
2004).

A combina¢do de pirimetamina com sulfadiazina utilizada como tratamento da
toxoplasmose possui um notério efeito sinérgico contra a replicacdo de 7. gondii, inibindo as
enzimas dihidrofolato redutase (DHFR) e dihirdrolato sintase (DHPS), que sdo responséaveis
pela sintese do folato pelo parasito, essenciais para sua replicacio (ALDAY; DOGGETT,
2017; DOLIWA et al., 2013). A sulfadiazina funciona como um antimetabdlito e sé é eficaz
contra as formas taquizoitas do parasito (BOSCH-DRIESSEN et al., 2002). Normalmente, a
administracdo da sulfadiazina por um longo periodo, é associado a efeitos colaterais na
gestante, o que leva a descontinuidade do tratamento (MARTINS-DUARTE et al., 2015). O

uso da pirimetamina nao € indicado no primeiro trimestre de gestacdo devido ao seu efeito



teratogénico e estd associada ao aumento de danos no tubo neural do feto (HERNANDEZ-
DIAZ et al., 2001). J4 a espiramicina € utilizada para diminuir as chances de transmissao
vertical de 7. gondii e minimiza a magnitude da infeccdo congénita. A desvantagem dessa
droga esté associada a sua baixa penetragc@o nos tecidos fetais (RODRIGUES et al., 2014).

Outra droga em estudos para o tratamento da toxoplasmose congénita, testada em
murinos, linhagens celulares e explantes placentarios, € a azitromicina, a qual apresenta
atividade inibitoria prolongada sobre a replicacdo intracelular de taquizoitas, e € utilizada,
associada a pirimetamina ou sulfadiazina como tratamento alternativo quando a combinacao
pirimetamina-sulfadiazina é contraindicada (ALDAY; DOGGETT, 2017; CASTRO-FILICE
et al., 2014; COSTA et al., 2009; FRANCO et al., 2011).

Os antibiodticos espiramicina e azitromicina pertencem ao grupo dos macrolideos,
caracterizados por possuir um anel de lactona macrociclico que se associa com diferentes
acucares. Os macromolideos se ligam a subunidade 50S inibindo a sintese proteica do parasito
(HEGAB; AL-MUTAWA, 2003; PETROPOULOS et al., 2009). Macrolideos compostos
com 15 atomos de carbono no anel de lactona, como € o caso da azitromicina, apresentam
propriedades anti-inflamatorias, podendo influenciar na resposta imune parasitaria
(FRIEDLANDER; ALBERT, 2010).

A azitromicina em comparacdo com outros compostos macrolideos possui
caracteristicas farmacoldgicas melhores como a rapida difusdo tecidual, tem um amplo
espectro de acdo e sua meia-vida bioldgica € mais prolongada. Além disso, tem a vantagem de
ser administrada em dose tnica ao dia, possuindo resisténcia a degradacio acida no estdmago
e maior amplitude das propriedades terap&uticas (PETROPOULOQOS et al., 2009).

Em um estudo testando macrolideos, o tratamento com azitromicina foi o dnico com
acdo prolongada contra T. gondii, sendo eficaz na inibi¢do da replicacdo intracelular de

taquizoitas (CHAMBERLAND; KIRST; CURRENT, 1991). A droga também apresentou



10

capacidade de reduzir significativamente a invasdo e proliferacdo intracelular de 7. gondii em
células trofobldsticas humanas da linhagem BeWo e de controlar o parasitismo em explantes
de vilos placentarios humanos (CASTRO-FILICE et al., 2014; FRANCO et al., 2011).
Assim, a azitromicina pode ser uma droga alternativa para o tratamento da infeccdo congénita
por T. gondii, porém todos os estudos com esta droga citados anteriormente utilizaram a cepa

clonal RH e ndo € conhecido a ac@o da azitromicina contra cepas atipicas.

1.5. Placenta

Para que haja sucesso na gestacdo é necessario que haja adequacdes fisiologicas no
organismo materno (MICHELON et al., 2006), condicionando uma harmoénica interagdo entre
o feto e a mae, através da interface materno-fetal representada pela placenta (RENAUD;
GRAHAM, 2008).

A placenta € o 6rgdo vital da gravidez, altamente especializado que possui inimeras
funcdes: permite o transporte de oxigé€nio, 4gua, carboidratos, aminoacidos, vitaminas,
minerais e outros nutrientes para o feto; exerce atividade enddcrina e protege o feto contra
moléculas estranhas, infeccOes e doencas maternas (DUBE et al., 2017). O processo de
implantacdo e formacdo da placenta € um processo altamente coordenado envolvendo a
interacao entre células trofoblasticas e a mucosa uterina (BENIRSCHKE et al., 2006).

Células trofoblasticas invadem os tecidos uterinos, ligam todas as estruturas luminais
com o espaco interviloso e remodelam as artérias espiraladas da parede uterina de modo a
assegurar que o feto em desenvolvimento receba o suporte de sangue necessario para supri-lo
das necessidades nutritivas, gasosas e de eliminacdo de excretas (LOKE; KING; BURROWS,
1995; MOSER; HUPPERTZ, 2017; NORWITZ; SCHUST; FISHER, 2001).

A placenta humana é do tipo hemocorial que caracteriza pela presenca de sangue

materno em contato direto com as células trofoblasticas. Anatomicamente a placenta é



11

subdividida em duas regides, a placa coridnica, que compreende a parte fetal da placenta e a
placa basal ou decidua basal, que € a parte materna. Entre estas duas regides estd o espaco
interviloso, o qual contém a principal subunidade funcional da placenta — os vilos coridnicos e
sdo extensamente banhados pelo sangue materno (BENIRSCHKE; KAUFMANN, 2000).

Os vilos coridnicos sdo compostos pelo sincicitrofoblasto (camada de trofoblasto
sincicial localizada mais externamente), citotrofoblasto e tecido conjuntivo que contém os
vasos sanguineos fetais; estas estruturas em conjunto formam a barreira placentaria. A
placenta € composta de vilos que flutuam no sangue materno — por isso denominados vilos
flutuantes; e vilos em interacdo com a mucosa uterina (vilos de ancoragem) sdo responsaveis

por ancorar a placa coridnica a placa basal ou decidua basal (GUDE et al., 2004).

1.6. Vilos placentarios

Explantes de placenta humana (vilos placentarios) sdo amplamente utilizados em
estudos para a compreensdo de mecanismos atuantes na interface materno-fetal, como
transporte através da placenta, fungdes metabolicas e enddcrinas (AHMED et al., 2016;
MILLER, R. K. et al., 2005). Além de serem adequados nos estudos da esteroidogénese e
depuracao metabolica (SATO et al., 2015).

Os vilos placentarios contém inumeros tipos celulares: células trofoblasticas, células
do mesénquima fetal, células endoteliais, sanguineas e células do sistema imunolégico,
portanto, mantém o mesmo grau de organizacdo que a arquitetura celular do tecido in vivo
(MILLER, R. K. et al., 2005).

Sob condicdes adequadas, os vilos placentarios de primeiro e terceiro trimestre podem
permanecer vidveis em condi¢des de cultivo por até 12 dias (MILLER, R. K. et al., 2005),
sendo aplicados em estudos de infeccao ex vivo. Tais estudos utilizam patégenos implicados

na transmissdao vertical de doengas, como Trypanosoma cruzi (LUJAN, et al., 2004),
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Plasmodium falciparum (LUCCHI; PETERSON; MOORE, 2008) e Toxoplasma gondii (DE
OLIVEIRA GOMES et al., 2011; FERRO et al., 2008).

O interesse de aplicag¢do de explantes como modelo de estudo é crescente. A aplicagao
destes modelos € reflexo da habilidade da placenta em se adaptar a diferentes condicdes de
cultura. Os avangos nestes estudos permitirdao melhor entendimento dos mistérios que ainda

existem para o entendimento deste 6rgdo tdo complexo (MILLER, R. K. et al., 2005).

2. JUSTIFICATIVA

Considerando que as cepas atipicas sdo mais virulentas comparadas com as cepas
clonais e que a azitromicina pode ser uma droga alternativa para o tratamento da infecc¢do
congénita por 7. gondii propde-se um modelo de estudo para simular a interface materno-fetal
ex vivo em uma situacdo de infec¢do por cepas atipicas de 7. gondii e tratamento com

azitromicina.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

Esse trabalho busca avaliar a viruléncia das cepas atipicas (TgChBrUDI e
TgChBrUD?2) utilizando como controle cepas clonais (RH e ME-49) de T. gondii em vilos
placentarios humanos de terceiro trimestre e analisar a eficicia do tratamento alternativo com
azitromicina no controle dessas cepas em comparagdo com os tratamentos cldssicos de

toxoplasmose congénita.

3.2. Objetivos Especificos
- Avaliar a viabilidade tecidual dos vilos placentérios tratados com azitromicina, espiramicina

ou a combinacdo de sulfadiazina e pirimetamina;
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- Avaliar possiveis alteracdes morfologicas nos vilos placentdrios em decorréncia do
tratamento com as drogas azitromicina, espiramicina ou a combinacdo de sulfadiazina e
pirimetamina;

- Determinar a carga parasitiria nos vilos placentirios tratados com azitromicina,
espiramicina ou a combinacdo de sulfadiazina e pirimetamina e infectados pelas cepas clonais
e atipicas de T.gondi,;

- Avaliar a eficicia das drogas azitromicina, espiramicina e a combinacdo de sulfadiazina e
pirimetamina na inibi¢do da replicacdo dos taquizoitas das cepas clonais e atipicas de T.

gondii.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostras de Placentas

As placentas foram coletadas de pacientes parturientes e sorologicamente saudaveis,
atendidas no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU)).

ApOs a cesariana, as gestantes foram informadas sobre os objetivos do trabalho e apds
a autorizacdo materna, comprovada pela assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) (ANEXO I) a placenta foi coletada para dissecacdo de vilos placentarios.
O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos (ANEXO 1I)
e assim, seguidas todas as normas éticas de conduta com as pacientes.

Neste estudo s6 foram incluidas as gestantes voluntarias que assinaram o TCLE. As

gestantes que ndo aceitaram participar da pesquisa e ndo assinaram o TCLE foram excluidas.
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4.2. Manutencao das cepas clonais (RH e ME-49) e atipicas (TgChBrUDI1 e
TgChBrUD?2) de Toxoplasma gondii

As cepas RH, TgChBrUD1 (UD1) e TgChBrUD2 (UD2) de T. gondii foram mantidas,
primeiramente, na cavidade peritoneal de Calomys callosus por meio de repiques. Estes
animais foram mantidos no laboratério de Histologia da Universidade Federal de Uberlandia.

O exsudato peritoneal foi colhido e centrifugado a 720 x g, temperatura ambiente por
5 minutos. Os taquizoitas resultantes foram ressuspensos e lavados duas vezes em meio RPMI
(Roswell Park Memorial Institute) 1640 (Sigma Chemical CO. St. Louis, USA) suplementado
com 10% de soro bovino fetal (SBF) (Cultilab, Brasil) e 1% de antibidticos (10.000U/mL de
penicilina e 10mg/mL de estreptomicina) (Cultilab, Brasil), L-glutamina, aminoacidos nao
essenciais, piruvato de sodio e 2-mercaptoetanol (Sigma Chemical CO., Brasil) e adicionado
em frascos de cultura de 25cm? (Ciencor Scientific, Brasil) contendo células BeWo, mantidas
em estufa 37°C e 5% de CO,, com a finalidade de manter in vitro células infectadas por T.
gondii. A medida que a maioria das células infectadas em cultura foram encontradas lisadas
pelos parasitos, o meio do frasco contendo taquizoitas livres foi transferido para um tubo de
15 ml, centrifugado a 720 x g por cinco minutos em temperatura ambiente e o pellet
ressuspenso em 1ml de meio RPMI e distribuido em dois frascos contendo células nao
infectadas ou foram contados em camara hemocitométrica para infeccdo dos vilos
placentarios.

Taquizoitas da cepa ME-49 foram mantidos em cultura de células BeWo e a medida
que a maioria das células infectadas foram encontradas lisadas pelos parasitos, o meio do
frasco contendo taquizoitas livres foi transferido para um tubo de 15ml, centrifugado a 720 x
g por cinco minutos em temperatura ambiente e o pellet ressuspenso em 1ml de meio RPMI e
distribuido em dois frascos contendo células ndo infectadas ou foram contados em camara

hemocitométrica para infeccao dos vilos placentérios.



15

4.3. Drogas

Azitromicina (Biofarma, Uberlandia, Brasil), espiramicina (Sigma Chemical Co.),
pirimetamina (Sigma Chemical Co.) e sulfadiazina (Sigma Chemical Co.) em p6 foram
reconstituidos em DMSO (solucdo estoque) a uma concentracio de 10.000 pg/mL para
azitromicina, espiramicina e sulfadiazina; e 3.000 pg/mL para pirimetamina pouco tempo
antes dos procedimentos experimentais. A concentracao final para cada droga foi adquirida
através da diluicdo da solucdo estoque com meio de cultura. A escolha das dosagens foi

realizada com base no trabalho de Castro-Filice e colaboradores (2014).

4.4. Cultura de vilos placentarios, infecciao e tratamento

Os tecidos placentérios foram lavados em PBS gelado estéril e processados até uma
hora apos a coleta. O tecido foi lavado em PBS estéril e dissecado assepticamente sob
estereomicroscopio para remover tecidos endometriais € membranas fetais. Vilos flutuantes
com cinco a sete extremidades livres foram selecionados, como descrito por Caniggia e
colaboradores (1977). Explantes (0.5 - 1.0 mg) foram transferidos para placas de cultura de 96
pocos e cultivados em meio RPMI (260 pl/pogo), suplementados com 100 pg/mL de
estreptomicina, 100 U/mL de penicilina, L-glutamina (1%), amino4cidos ndo essenciais (1%),
piruvato de sédio (1%) e Soro Fetal Bovino (10%).

Os vilos foram incubados a 37 °C em estufa de CO,. Posteriormente eles foram
infectados ou ndo com taquizoitas das cepas clonais RH ou ME-49 e com taquizoitas das
cepas atipicas TgChBrUDI1 (UD1) ou TgChBrUD2 (UD2) de T. gondii na concentracdo de
1x10° parasitos/poco. Apos 24 horas de infeccdo, os vilos foram lavados e tratados com
azitromicina (AZ) (1000 pg/mL) ou espiramicina (ESP) (1000 pg/mL) ou com a combinagdo

de pirimetamina (200pg/mL) e sulfadiazina (150 pg/mL) (SP). Vilos ndo infectados e ndo
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tratados serviram de controle e receberam apenas meio de cultura. Apds 24 horas, o
sobrenadante foi coletado para andlise da atividade da enzima LDH e os vilos placentarios

foram coletados para anélise morfoldgica e determinacio do parasitismo.

4.5. Analise da Viabilidade Tecidual

4.5.1. Anélise da atividade da enzima LDH

Explantes placentarios foram cultivados em placas de cultura de 96 pocos. Apds
tratamento, conforme descrito anteriormente, os sobrenadantes foram coletados para se
determinar a atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH), que foi verificada usando-se
um kit comercial para diagnostico, de acordo com as instru¢cdes do fabricante (LDH
Liquiform, Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa, Brasil) e expressa em U/mL. O
fundamento do teste baseia-se na mensuracdo da reducio de NAD a NADH pela LDH
(enzima citosOlica, liberada para o meio extracelular quando a integridade da membrana é
afetada). Danos teciduais elevam os niveis de LDH, ocorrendo perda de integridade da
membrana, e quanto maiores os danos, maior o sinal espectofotométrico. Se ndo houver dano

a membrana, a LDH continuari intracelularmente, ndo ocorrendo reacao.

4.5.2. Analise morfolégica

Além da viabilidade pelo ensaio de LDH, a integridade dos vilos placentarios foi
verificada pela anélise morfoldgica. Os vilos foram infectados e tratados como descrito acima
e fixados em formol 10%. Posteriormente os tecidos foram desidratados em &lcoois com
concentracdes crescentes € embebidos em parafina. Em seguida, cortes com Sum foram
realizados em micrétomo e subsequentemente colocados em laminas de vidro para a analise

morfoldgica através da coloracdo por hematoxilina e eosina. Nos vilos placentarios, foram
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observados, em microscopio Optico, os aspectos morfoldgicos da interface materno-fetal,

compreendendo, portanto, sinciciotrofoblasto, citotrofoblasto e mesénquima.

4.6. Extracao de DNA e quantificacao dos parasitos por PCR em tempo real

O DNA dos parasitos presentes nos vilos placentarios foi extraido pelo Kit Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega Corporation, Madison, WI, EUA) conforme
instrucdes do fabricante. Os tecidos foram macerados através de congelamento utilizando
Na(1) e o peso normalizado para 20 mg. A quantidade de DNA total extraido foi determinada
por absorbancias em NanoDrop (ND1000 Spectrophotometer) no comprimento de onda 260 e
280 nm. O grau de pureza das extracdes foi determinado pela razdo entre as leituras em DO
(densidade o6tica) 260/DO 280 nm que deve apresentar valores entre 1,8 e 2,0.

A carga parasitaria foi determinada por qRT-PCR utilizando StepOnePlus® Real Time
PCR System (Applied Biosystems) com corante fluorescente de ligacdo ao DNA do Kit Go
Tag® gPCR Master Mix (Promega®). As condi¢Oes de termociclagem bem como os
oligonucleotideos foram descritos por Wahab e colaboradores em 2010. Os primers a serem
utilizados para amplificacdo do DNA foram correspondentes ao gene repetitivo de 529 pares
de base: forward, 5’-CACAGAAGGGACAGAAGT-3’ e reverse, 5’-
TCGCCTTCATCTACAGTC-3’. Taquizoitas da cepa RH foram utilizados como controle
positivo da reacdo, e amostras de placentas ndo infectadas como controle negativo. Os dados
foram analisados usando o software Data Analysis and Technical Graphics (Origin version
6.0; Microcal Software, Inc., Northampton, MA).

Ap6s a determinacao da carga parasitaria, foram realizados os cédlculos para se avaliar
a eficicia de cada tratamento na inibi¢do da replicagdo do parasito separadamente,
comparando a eficicia das drogas azitromicina (AZ), espiramicina (ESP) e combinacdo de

pirimetamina e sulfadiazina (SP) nos vilos infectados com a cepa RH, ME-49, TgChBrUD1
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(UD1) ou TgChBrUD2 (UD2). Para isso, foi utilizada a média do indice de replicagdo
intracelular do parasito de cada cepa nao tratada (controle). Primeiramente, o valor do indice
de replicacdo parasitaria da cepa tratada com AZ, ESP ou SP foi subtraido pelo indice de
replicagdo parasitdria do controle. Depois, foi feita uma regra de trés, onde, a média do indice
de replicacdo intracelular do parasito equivalia 100% e o resultado da subtracdo realizada

anteriormente equivalia a X, achando assim, a porcentagem de inibi¢ao do parasito.

4.7. Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o software Graph Pad Prism versao 5.0
(GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). Os dados foram expressos como média+erro
padrdao da média (SEM) dos grupos experimentais. Diferencas entre os grupos na andlise de
carga parasitaria, e dos vilos submetidos a diferentes tratamentos foram analisadas pelo teste
paramétrico ANOVA One-Way utilizando o teste de comparacdo multipla de Newman-Keuls
para examinar comparagdes entre pares de grupos selecionados. Todos os resultados foram

considerados significativos quando p <0,05.

5. RESULTADOS

5.1. Viabilidade Tecidual

A viabilidade dos vilos placentarios tratados com a AZ ou ESP ou SP foi analisada
através da mensuracdo da atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) e pela analise
morfologica.

Nao foi observada diferenca estatistica na atividade da enzima LDH produzida pelos
vilos tratados com AZ ou ESP ou SP comparados com o controle nao tratado (Figura 1A).

Pela analise morfologica verificou-se que o tratamento com qualquer uma das drogas

ndo induziu alteracdes morfoldgicas nesses vilos (Figura 1B-E). Nas imagens € possivel a



19

visualizacdo da integridade do sinciciotrofoblasto externamente cobrindo as vilosidades

coridnicas (setas) e o tecido mesenquimal (M) (Figura 1B-E).
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Figura 1. Analise da viabilidade tecidual dos vilos placentérios tratados com azitromicina
(AZ), espiramicina (ESP) ou com a combinac¢do de sulfadiazina e pirimetamina (SP). Vilos
ndo tratados foram utilizados como controles do experimento. (A) Os sobrenadantes dos vilos
foram coletados e a atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) foi mensurada usando-
se o Kit LDH Liguiform e expressa em U/mL (One-way ANOVA, p<0,05). Os vilos foram
coletados submetidos a coloracdo de hematoxilina e eosina para andlise morfologica.
Fotomicrografias representativas de vilos placentarios nao tratados (B), tratados com
azitromicina (C), espiramicina (D) ou combina¢do de sulfadiazina e pirimetamina (E). Setas

demostram o sinciciotrofoblasto e M o tecido mesenquimal.
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5.2. Analise da Carga Parasitaria

A carga parasitéria referente as cepas RH, ME-49, TgChBrUD1 (UD1) e TgChBrUD2
(UD2) de T. gondii em vilos placentéarios apds tratamento com AZ, ESP e SP foi determinada
por qRT-PCR.

Nos vilos ndo tratados e infectados (Controle), observou-se maior carga parasitiria nos
vilos infectados com a cepa UD1 comparados com os vilos infectados com a cepa RH ou ME-
49 ou UD2. Nao foi observada diferenca significativa no parasitismo entre os vilos infectados
com a cepa RH, ME-49 e UD2 (Figura 2A-C).

A andlise do parasitismo nos vilos tratados (Tratados) mostrou que, independente da
cepa e do tratamento, houve diminui¢do significativa da carga parasitaria comparados com o0s
vilos infectados e ndo-tratados (Controle) (p<0,05) (Figura 2A-C).

No tratamento com AZ, a carga parasitiria nos vilos infectados com a cepa UD1 foi
maior comparada com a carga parasitaria dos vilos infectados com a cepa ME-49 ou UD2
(Figura 2A). No tratamento com ESP, a carga parasitaria nos vilos infectados com a cepa
UDI ou ME-49 foi maior comparada com a carga parasitaria dos vilos infectados com a cepa
RH (Figura 2B). A carga parasitaria nos vilos infectados com a cepa UD2 foi menor
comparada com a carga parasitaria dos vilos infectados com a cepa ME-49 ou UDI. Ja no
tratamento com SP a carga parasitaria nos vilos infectados com as diferentes cepas foi
controlada, sem diferencas significativas quando comparadas (Figura 2B).

A eficdcia das drogas na inibicao da replicag¢do dos taquizoitas das cepas RH, ME-49,
UDI e UD2 foi representado na Tabela 1. Nos vilos infectados que receberam o tratamento,
independentemente da cepa e droga utilizada, observou-se menor indice de replicacdo
intracelular dos taquizoitas quando comparado com os vilos infectados e nao tratados (Tabela

1). A comparagdo entre os tratamentos em vilos infectados com a mesma cepa mostrou que
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ndo houve diferenca significativa na taxa de inibi¢do do parasito para nenhuma das cepas

utilizada (Tabela 1).
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Figura 2. Andlise da carga parasitiria em vilos placentirios infectados e tratados com
azitromicina (AZ), espiramicina (ESP) ou com a combinacdo de sulfadiazina e pirimetamina
(SP). Vilos ndo tratados foram utilizados como controles do experimento. A carga parasitaria
foi determinada por qRT-PCR utilizando StepOnePlus® Real Time PCR System (Applied
Biosystems). Andlise da carga parasitiria de vilos tratados com azitromicina (A),
espiramicina (B) ou com a combinacdo de sulfadiazina e pirimetamina (C). Simbolos
comparando os vilos infectados e ndo tratados (Controle): (#) comparagdo entre RH e ME-49
ou UD1 ou UD2, (&) comparagdo entre ME-49 e UD1 ou UD2, ($) comparacdo entre UD1 e
UD2. Simbolos comparando os vilos infectados e tratados (Tratados): (!) comparacdo entre
RH e ME-49 ou UDI1 ou UD2, (%) comparacdo entre ME-49 e UDI1 ou UD2, (@)
comparacdo entre UD1 e UD2. (One-way ANOVA, teste de comparacdo multipla de

Newman-Keuls, p<0,05).
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Tabela 1. Inibicdo da replicacdo de 7. gondii da cepa RH, ME-49, TgChBrUD1 (UD1) e TgChBrUD2
(UD2) em vilos placentarios tratados com azitromicina (AZ), espiramicina (ESP) ou a combinagéo de
sulfadiazina e pirimetamina (SP). A tabela foi feita a partir dos resultados obtidos por qRT-PCR.

Indice de replicacao Inibicdo do
Cepa/Droga

intracelular * parasito (%)
RH/sem tratamento 027.9 £344.7 -
RH/AZ 241.1 +90.69" 74
RH/ESP 1814 +168.7 80
RH/SP 40,33 +25.58" 96
ME-49/sem tratamento 705.4 £285.4 -
ME-49/AZ 166.0 + 164.7" 76
ME-49/ESP 136,2 +110.7" 81
ME-49/SP 35.75 £ 16.50° 95
UD1/sem tratamento 2095.0 = 608.9 -
UDI/AZ 197.0 £232.1° 91
UDI/ESP 135.9 + 135.6" 94
UDI1/SP 21.45+13.18" 99
UD2/ sem tratamento 404.7+ 226.4 -
UD2/AZ 42.50 +£24.92° 89
UD2/ESP 26.53 +10.89 93
UD2/SP 29.14 +16.13" 93

* Indice de replicacdo intracelular foi expresso em média * erro padrio da média (SEM) de
trés experimentos em triplicata.
" Diferenca estatisticamente significante em relacdo ao controle (p< 0.05).
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6. DISCUSSAO

Estudos moleculares de cepas de T. gondii isolados na América do Sul mostraram alta
frequéncia de gendtipos atipicos, sugerindo um alto nivel de diversidade deste parasito nesta
regido (SU; ZHANG; DUBEY, 2006). Alguns estudos sugerem que muitas cepas atipicas
diferem em patogenicidade e transmissibilidade das cepas clonais (CARME et al., 2009;
DARDE, 2008; LINDSAY; DUBEY, 2011), uma vez que a toxoplasmose congénita é mais
prevalente na América do Sul quando comparada a Europa e é frequentemente associada a
sintomas mais graves (CARNEIRO et al., 2013; GILBERT, R. E. et al., 2008).

As cepas TgChBrUD1 (UD1) e TgChBrUD2 (UD2) pertencem ao perfil de genotipo
ndo clonal (genotipo #11 e gendtipo #6, respectivamente) e foram descritas em amostras de
coracgdo e cérebro de frangos na cidade de Uberlandia (LOPES et al., 2016). Além disso, esses
genOtipos foram encontrados em outros animais, como caes, gatos € humanos em diferentes
regides geograficas do pais (CARNEIRO et al., 2013; DUBEY et al., 2007; PENA et al.,
2008; SILVA et al., 2014), sugerindo que 7. gondii pode compartilhar os mesmos
hospedeiros ao infectar animais € humanos.

A resposta imune contra 7. gondii envolve a produgdo de citocinas prd-inflamatérias
como TNF-a e IFN-y. Além disso, induz a polarizagdo de macrdfagos tipo M1, incluindo a
ativacdo dos genes responsaveis pela producdo de NO e IL-6 (FILISETTI; CANDOLFI,
2004; JEBBARI et al., 1998; MEIRA et al., 2014). Pelo fato de existir diferencas na
viruléncia para cada cepa de T. gondii, alguns estudos mostraram que pode haver uma
resposta imunoldgica particular para cada cepa (GLASER; HAGOS; MOLESTINA, 2011;
ROSOWSKI et al., 2011; SAEIJ et al., 2007; XIAO et al., 2011). Aliado a esses estudos, a
eficacia do tratamento na América do Norte e na Europa pode ndo ser a mesma em que
predominam linhagens mais virulentas de genétipos atipicos (GILBERT, R., 2009). Assim, no

presente estudo foi avaliada a viruléncia das cepas atipicas UD1 e UD2 de T. gondii em vilos
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de terceiro trimestre e a eficicia do tratamento com azitromicina no controle destas cepas em
comparagdo com os tratamentos classicos de toxoplasmose congénita.

Células e animais ja foram utilizados como modelos experimentais para avaliar a
viruléncia das cepas atipicas UD1 e UD2 (RIBEIRO, 2013; FRANCO et al., 2014). Estudos
com células trofoblasticas da linhagem BeWo infectadas com as capas UD1 ou UD2
mostraram que este tipo celular € mais susceptivel a infecc@o pela cepa UD1 do que pela cepa
UD2 (RIBEIRO et al., 2013). Os parasitos da cepa UD1 replicam mais lentamente no interior
de células fibroblasticas da linhagem HFF, enquanto os parasitos da cepa UD?2 sdo capazes de
replicar e romper as células hospedeiras em menor intervalo de tempo (LOPES et al., 2016).
Em Calomys callosus tanto os machos, como as fémeas foram suscetiveis a infeccdo pelas
cepas UDI1 e UD2. A mortalidade destes animais foi observada apds 9 dias de infeccdo e as
fémeas infectadas com UD2 apresentaram maior carga parasitaria quando comparadas com as
fémeas infectadas com UD1 (FRANCO et al., 2014). Por outro lado, a infeccdo pela cepa
UD2 causou mais danos gestacionais comparada com a infeccao por UD1.

No presente estudo, os vilos placentarios infectados com a cepa UD1 apresentaram
maior carga parasitaria comparados com os vilos placentarios infectados com a cepa RH ou
ME-49 ou UD2. Desta forma, as cepas atipicas UD1 e UD2 manifestaram diferentes graus de
viruléncia dependendo do modelo experimental avaliado. Estes resultados sugerem que,
embora os polimorfismos nos alelos de fragmentos de DNA propostos por Su et al. (2010)
elucidem os aspectos da epidemiologia molecular de 7. gondii, eles acabam subestimando a
diversidade bioldgica das cepas. Enquanto UD1 possui cinco marcadores genéticos da cepa
tipo I, dois para tipo II e cinco para tipo III, UD2 apresenta nove marcadores para o tipo I, um
para tipo II e um para tipo III, além de um alelo atipico daqueles encontrados nos tipos I, Il e
IIT do parasito, denominado c22-8. (LOPES et al., 2016). Por causa destas caracteristicas

genotipicas era esperado que a cepa UD2 apresentasse maior viruléncia comparada com a
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cepa UDI1, porém isso nao foi demostrado em vilos placentarios de terceiro trimestre.
Interessantemente, como citado acima, Ribeiro e colaboradores (2013) observaram que a cepa
UDI1 € mais virulenta que a cepa UD2 em celilas BeWo. Assim, em modelos experimentais
que simulam a interface materno-fetal a cepa UD1 se mostra mais virulenta.

O tratamento classico da toxoplasmose congénita € baseado na combinagdo de
pirimetamina e sulfadiazina ao 4cido folinico nos casos de infeccdo fetal confirmada. A
espiramicina € administrada quando ainda ndo ha infeccao fetal (ALDAY; DOGGETT, 2017;
MONTOYA; LIESENFELD, 2004). As drogas utilizadas no tratamento da toxoplasmose
congénita sdo eficazes no controle da infec¢do, porém apresentam toxicidade elevada,
induzem efeitos teratogé€nicos e desencadeiam efeitos colaterais prejudiciais (KAYE, 2011;
MONTOYA; REMINGTON, 2008). Além disso, a resisténcia as drogas por T. gondii
contribui para falhas no tratamento, uma vez que uma mutacdo no gene dihidropteroate
sintase (DHPS) conhecida por conferir resisténcia tanto em 7. gondii quanto P. falciparum
demonstrou ser capaz de gerar resisténcia cruzada a vérias sulfonamidas incluindo
sulfadiazina (WATTS et al., 2015).

A pirimetamina inibe a biossintese dos 4cidos nucleicos, pode ser altamente toxico por
interagir de maneira indistinta com os processos bioquimicos do parasito e também do
hospedeiro. Sua utilizacdo no primeiro trimestre da gestacdo tem sido associada com a
supressdo da medula 6ssea e a defeitos no tubo neural (CHENE; THIEBAUT, 2009;
HERNANDEZ-DIAZ et al., 2001). A espiramicina é importante na preven¢ao da transmissao
de T. gondii durante o primeiro trimestre gestacional, porém apresenta desvantagem por sua
baixa penetragdo nos tecidos fetais (RODRIGUES et al., 2014). Nesse sentido, faz se
necessario o estudo de tratamentos alternativos para toxoplasmose congénita que possuam
maior eficicia e minimizem danos toxicoldgicos tanto para a mae quanto para o feto. Estudos

prévios do nosso grupo demonstraram o controle da infec¢do e replicacdo de 7. gondii em
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células BeWo e THP-1 tratadas com azitromicina e o potente efeito desse tratamento
alternativo na reducdo da taxa de proliferacdo de 7. gondii (cepa RH) em vilos placentérios de
terceiro trimestre (CASTRO-FILICE et al., 2014; FRANCO et al., 2011). Assim, no presente
estudo foi investigada a eficicia da AZ no controle das cepas atipicas em compara¢do com a
terapia tradicional.

A escolha das drogas e suas dosagens foi realizada com base no estudo de Castro-
Filice e colaboradores (2014) que utilizaram azitromicina e os tratamentos classicos em vilos
placentérios de terceiro trimestre e contra 7. gondii. Desta forma, os vilos placentarios foram
tratados com azitromicina (AZ) (1000 pug/mL) ou espiramicina (ESP) (1000 pg/mL) ou com a
combinac¢do de pirimetamina (200pg/mL) e sulfadiazina (SP) (150 pg/mL) e submetidos aos
ensaios de viabilidade. Inicialmente, nds analisamos a viabilidade dos vilos placentarios
tratados com AZ ou ESP ou SP através da mensuracdo da atividade da enzima lactato
desidrogenase (LDH) e, posteriormente, pela andlise morfologica. Como previsto, os
resultados obtidos demonstraram que a viabilidade foi mantida em todos os tratamentos, ndo
apresentando toxicidade aos vilos placentéirios. No ensaio de LDH nao houve alteragdo no
nivel da enzima apds os tratamentos e pela analise morfologica foi possivel observar a
integridade estrutural dos vilos placentarios, apresentando os aspectos morfologicos da
interface materno-fetal (sinciciotrofoblasto e tecido mesenquimal) bem preservados.

Pela anélise do parasitismo po qRT-PCR foi possivel observar a eficicia das drogas no
controle da infec¢do com as diferentes cepas. Foi visto que, na anélise do parasitismo dos
vilos placentarios infectados e tratados, independente do tratamento e da cepa, a carga
parasitéria foi reduzida em compara¢do com os vilos placentarios ndo tratados. Além disso,
nao foi observado diferencas na taxa de inibi¢do da replicacdo dos taquizoitas das cepas RH,
ME-49, UDI1 e UD2 em vilos placentarios, independentemente do tratamento. Quando

comparados os diferentes tratamentos em vilos placentarios infectados com a mesma cepa,
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ndo observou-se diferenca significativa na taxa de inibicdo do parasito. No entanto, vilos
placentérios infectados com a cepa UD1 apresentaram maior carga parasitiria comparados
com vilos placentarios infectados com as outras cepas apds o tratamento com AZ. No
tratamento com ESP, os vilos placentirios infectados com a cepa ME-49 ou UDI
apresentaram maior carga de parasitiria em comparacdo com vilos placentarios infectados
com a cepa RH ou UD2.

Arzitromicina e espiramicina pertencem a uma classe de antimicrobianos chamados
macrolideos. Esses farmacos se ligam a subunidade maior do ribossomo do patégeno,
resultando na inibicdo do processo de traducdo e, consequentemente, no fim da sintese de
proteinas (MANKIN, 2008; STEEL et al., 2012). Macrolideos apresentam papel fundamental
no tratamento de doencas infecciosas (MIN; JANG, 2012) e se tratando de toxoplasmose
congénita foi visto que azitromicina e espiramicina ndo sdo prejudiciais a gestacdo, pois
induzem uma resposta anti-inflamatéria e, a0 mesmo tempo, agem diretamente contra o
parasito (FRANCO et al., 2011).

Estudos mostraram que a azitromicina foi o macrolideo que apresentou maior eficicia
contra T. gondii em ensaios in vitro (CHAMBERLAND et al., 1991) e que a droga possui
numerosas vantagens farmacocinéticas, além de apresentar menores indices de efeitos
colaterais significativos (KORZENIOWSKI, 1995; SALMAN et al., 2010). Outro fator
positivo no uso dessa droga € a sua capacidade de atuar tanto na fase cronica quanto na fase
aguda da toxoplasmose (BURGESS; HASTINGS; HORAN, 1999). No presente estudo foi
observado que a azitromicina € tdo eficiente quanto as drogas tradicionais no controle da
infec¢do por cepas atipicas de 7. gondii, sugerindo mais uma vez que esta droga pode ser
utilizada como tratamento alternativo da toxoplasmose congénita.

Estudos do nosso grupo demonstraram a relagdo entre a modulacdo da apoptose

durante a infecc@o por T. gondii e as caracteristicas de viruléncia do parasito. Observou-se
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que a incidéncia de apoptose em células BeWo foi modulada diferencialmente por cepas
altamente (RH) ou moderadamente (ME49) virulentas de 7. gondii, uma vez que as células
BeWo infectadas com RH apresentaram menor incidéncia de apoptose e maior producao de
citocinas anti-inflamatdrias em comparagdo com a cepa ME-49 (ANGELONI et al., 2013;
ANGELONI et al., 2009). Desta forma, podemos supor que as cepas altamente (RH e
TgChBrUD2) ou moderadamente (ME-49 e TgChBrUDI1) virulentas podem modular,
diferentemente, importantes mecanismos de defesa do hospedeiro para manter sua
sobrevivéncia intracelular.

Com o presente estudo foi possivel concluir que a cepa UDI foi mais virulenta
comparada com a cepa UD2 em vilos placentarios. Além disso, nossos resultados
demonstraram que a azitromicina foi tdo eficaz quanto o tratamento classico da toxoplasmose
congénita, sendo capaz de controlar a infec¢do de cepas atipicas de 7. gondii que apresentam
maior viruléncia, atuando diretamente na proliferacdo do parasito. Estudos avaliando a
producdo de citocinas, apoptose e vias de sinalizacdo em vilos placentarios sdo necessarios
para a melhor compreensao dos mecanismos associados a infeccdo por diferentes cepas de 7.

gondii durante a gestacdo.

7. CONCLUSOES
- A viabilidade dos vilos placentarios tratados com azitromicina, espiramicina ou associacao
de sulfadiazina e pirimetamina foi mantida, ndo apresentando toxicidade;
- A integridade morfoldgica dos vilos placentérios foi preservada apds os tratamentos;
- Os vilos placentarios infectados com a cepa UDI mostraram maior carga parasitaria
comparados aos vilos placentarios infectados com a cepa RH, ME-49 ou UD2;
- A azitromicina foi tdo eficaz quanto a espiramicina e a combinacdo de sulfadiazina e

pirimetamina na inibi¢ao da replicacdo dos taquizoitas das cepas atipicas de 7. gondii.
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9. ANEXOS

ANEXO I: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidada para participar da pesquisa chamada Avaliacdo da
susceptibilidade em vilos placentarios humanos infectados pelas cepas clonais RH ¢ ME-49
comparadas com cepas atipicas TgChBrUD1 e TgChBrUD2 de Toxoplasma gondii sob
responsabilidade dos pesquisadores: Priscila Silva Franco; Angelica de Oliveira Gome; Bellisa de
Freitas Barbosa; Paula Suellen Guimardes Gois; Thadia Evelyn de Aratijo; Andressa da Silva
Castro; Maria Célia dos Santos (médica obstetra); José Roberto Mineo e Eloisa Amalia Vieira
Ferro. Nesta pesquisa estamos buscando entender como ocorre a eliminacdo do parasito
Toxoplasma gondii durante a gravidez.

Na sua participacdo vocé fornecerd a placenta resultante do parto, sabendo que a coleta deste
material ndo trard prejuizos para sua saide ou para a saide de seu filho, uma vez que este material sera
normalmente expulso pelo seu organismo apds o parto, e, entdo serd coletada pela médica Dra. Maria
Célia e serd entregue a Priscila para conduzir a pesquisa. Caso a placenta nio fosse utilizada para esta
pesquisa seria descartado apds o parto. Além disso, vocé permitird que os pesquisadores tenham livre
acesso a sua ficha médica para sabermos se vocé€ possui toxoplasmose. A pesquisa trard futuros
beneficios para maes e filhos com toxoplasmose. Em nenhum momento vocé serd identificada. Os
resultados da pesquisa serdo publicados e, ainda assim a sua identidade sera preservada.

Vocé nao terd nenhum gasto e ganho financeiro por participar na pesquisa.

A doacao da sua placenta ndo oferece risco a sua saide, uma vez que ela serd normalmente
expulsa pelo seu organismo apds o parto. Com o estudo utilizando a sua placenta, serd possivel avaliar
os mecanismos envolvidos na transmissdo vertical de Toxoplasma gondii por diferentes cepas deste
parasito.

A senhora € livre para parar de participar a qualquer momento sem nenhum prejuizo para
senhora ou para seu filho. Uma cépia deste Termo livre e Esclarecido ficara com a senhora.

Qualquer duvida a respeito da pesquisa a senhora poderd entrar em contato com o0s
pesquisadores:

-Priscila Silva Franco, Laboratério de Histologia — ICBIM, Universidade Federal de Uberlandia,
Campus Umuarama — Bloco 2B Telefone/Fax: 3218-2240

- Eloisa Amadlia Vieira Ferro, Laboratério Histologia — ICBIM, Universidade Federal de Uberlandia,
Campus Umuarama — Bloco 2B Telefone/Fax: 3218-2240

- José Roberto Mineo, Laboratério de Imunoparasitologia, Universidade Federal de Uberlandia —
Campus Umuarama - Bloco 4C, Telefone: 3218-2195/ Fax: 3218-2333

Poderd também entrar em contato com o Comité de Etica na Pesquisa com Seres-Humanos —
Universidade Federal de Uberlandia: Av. Jodo Naves de Avila, n°® 2121, bloco A, sala 224, Campus
Santa Monica — Uberlandia -MG, CEP: 38408-100; fone: 34-32394131

Uberlandia, -- de ---- de ----.

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apds ter sido devidamente esclarecido.

Assinatura da participante da pesquisa

Assinatura do pesquisado
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Continuagéo do Parecer: 1,155.475

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Segundo os pesquisadores:

Riscos: A utilizag&o da placenta n&o oferece risco & satide, uma vez que ela sera normalmente expulsa pelo
organismo ap6s o parto. O risco seria a identificagéo do sujeito de pesquisa, mas a equipe executora se
comprometer com o sigilo absoluto da identidade do sujeito.

Beneficios: Com o estudo utilizando a placenta sera possivel avaliar os mecanismos envolvidos na
transmiss&o vertical de T. gondii por diferentes cepas deste parasito.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
A pesquisa apresenta relevancia cientifica.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:
Apresentam os termos obrigatérios de forma adequada.

Recomendacdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
Os pesquisadores atenderam as pendéncias do parecer n°1.133.211 datado em 01 de julho de 2015.

De acordo com as atribuigdes definidas na Resolugdo CNS 466/12, o CEP manifesta-se pela aprovacédo do
protocolo de pesquisa proposto.

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos, nos limites
da redagdo e da metodologia apresentadas.

Situagado do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragées Finais a critério do CEP:

Data para entrega de Relatério Final ac CEP/UFU: margo/abril de 2016.

OBS.: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANGA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVAGAO DA MESMA. -

O CEP/UFU lembra que:

Enderego: Av. Jodo Naves de Avila 2121- Bloco "A", sala 224 - Campus Sta. Monica

Bairro: Santa Ménica CEP: 38.408-144
 UF: MG Municipio: UBERLANDIA .
| Telefone: (34)3230-4131 Fax: (34)3239-4335 E-mail: cgp@pyupp_?m\ >l
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